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RESUMO

Ayala F. Expressdo das proteinas transportadoras de glicose (GLUT-1 e
GLUT-3): relagdo com os achados do Pet Scan (cancer de cabeca e
pescoc¢o e ovario) e sua associacao com fatores clinico-patolégicos em
carcinoma epidermdide bucal. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdao de

Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introducé@o: Uma das caracteristicas comuns em neoplasias humanas € o
aumento do metabolismo glicolitico que serve para que as células
neoplasicas se multipliquem. Entre 0os mecanismos que contribuem para
esse fendtipo glicolitco, a expressdo das proteinas transportadoras de
glicose, especialmente a GLUT-1 e GLUT-3, tém sido encontrada em uma
variedade de tumores, incluindo CECP e ovario. Recentemente, a avaliacdo
do metabolismo glicolitico em tumores através do exame de imagem FDG-
Pet Scan tem sido usada para identificar tumores particularmente
agressivos. O objetivo desse estudo foi analisar a expressdo dessas
proteinas envolvidas na captacdo de glicose pela célula, verificar a sua
influéncia nos resultados de Pet Scan e sua associagdo com variaveis
clinico-patologicas e sobrevida dos pacientes portadores de CECP oral.
Métodos: As analises retrospectivas da expressdo de GLUT-1 e GLUT-3
foram avaliadas em dois grupos distintos de pacientes. O primeiro deles
foram aqueles reconhecidos a partir do Departamento de Imagem, Setor de
Medicina Nuclear, Hospital A C Camargo, 30 casos de carcinoma
epidermdéide de cabeca e pescoco e 24 casos de neoplasia ovariana. O
segundo foi a partir de uma série retrospectiva de pacientes portadores de
CEC da cavidade oral, oriundos do Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco do mesmo hospital. Para o primeiro grupo de pacientes foram feitas
analises imunoistoquimicas em laminas convencionais. Para o segundo

grupo, confeccionou-se um tissue micro array (TMA) a partir de 151 casos



de CECP levantados de nossos arquivos. Esses ultimos casos foram
analisados em duplicata, contendo 302 cilindros. A analise imunoistoquimica
foi realizada pela técnica da estreptavidina-biotina peroxidase. As analises
do TMA foram feitas baseadas no local da marcacdo das células e na
quantidade de células positivas. A frequéncia de células marcadas foi
classificada baseado no nivel de corte de 85% de células positivas para o
biomarcador. Nos casos de corte convencional, a analise foi baseada num
sistema de escore definido pelo produto da intensidade da reacdo e numero
de células positivas. Para as analises de associacdo entre as variaveis
consideradas, verificou-se os métodos de 3 ou teste exato de Fisher. Para
as andlises de sobrevida global, o calculo foi realizado pela técnica de
Kaplan-Meier e as comparacgdes entre as curvas de sobrevida, pelo teste de
Log-rank. A analise multivariada foi feita pelo modelo de riscos proporcionais
de Cox. Foi considerado o nivel de significancia de 5%. Resultados: Nossos
resultados em relacdo ao primeiro grupo de pacientes aqui estudados
mostraram uma expressao positiva para GLUT-1 (91,7%) na membrana das
células de tumores CECP. E 16,7% de expressado positiva para GLUT-3 na
membrana das ceélulas desse tumor. Os resultados mostraram uma boa
concordancia entre a proteina GLUT-1 e os achados desse exame de
imagem. Em relacdo a proteina GLUT-3, houve uma fraca correspondéncia.
Para os pacientes portadores de neoplasia ovariana, encontramos GLUT-1
expressa na membrana das células (87%). Para a proteina GLUT-3, foi
21,7% de expressao positiva na membrana das células. Houve boa relacéo
entre a proteina GLUT-1 e os resultados do Pet Scan. A proteina GLUT-3,
mostrou uma fraca relagdo com o Pet Scan. Para os pacientes analisados
através da técnica de TMA, mostraram uma associagdo significativamente
positiva entre a expressao do padrdo de GLUT-1 com o género do paciente
(p=0,017), consumo de alcool (p=0,004). Nenhuma associa¢ao da expressao
padrdo de GLUT-1 com o estadiamento clinico foi encontrada, nem com a
embolizacdo vascular. Foi observada a existéncia de associagéo significativa
negativamente entre a expressao de GLUT-3 e o estadiamento clinico

(p=0,005) e com a embolizacao vascular (p=0,005). Em relacdo ao namero



de células marcadas, foi observada uma forte associacéo significativa entre
GLUT-1 e o género do paciente (p=0,001), estadiamento clinico (p=0,028).
N&o foi observada qualquer associagao significativa com a embolizacdo
vascular. Houve uma tendéncia de associacéo entre a expressao de GLUT-1
e GLUT-3 (p=0,059). Em relacdo a sobrevida global, foi observada uma
associacao significativa com a expressao de padrdao agrupado (M e MN/N)
(p=0,015) e estratificado de GLUT-1(p=0,041) e também com a proteina
GLUT-3 (p=0,002). Foi observada uma associagdo significativa entre a
sobrevida livre de doenca e a expressao da proteina GLUT-3 (p=0,021).
Pela analise multivariada, observou-se que o estadiamento clinico (p=0,006)
permaneceu como fator de progndstico independente para recorréncia. A
embolizacdo vascular (p=0,003), a expressao de GLUT-1 (M e MN/N)
(p=0,006) e a expressao de GLUT-3 (p=0,018) permaneceram como fatores
prognésticos independentes para 6bito. Conclusdo: No presente trabalho,
verificamos que o exame de Pet Scan independe da expressao de GLUT-1 e
GLUT-3 para a deteccdo de carcinomas da cabeca e pescoc¢o e de ovario.
Em CECP bucal, a presenca da expressédo nuclear de GLUT-1 se associa
com o maior consumo de alcool e pior sobrevida global. A presenca da
expressdo de GLUT-1 ocorre mais frequentemente em carcinoma
epiderméide da boca do que a GLUT-3. Pela deteccdo imunoistquimica de
GLUT-3 e através das analises estatisticas, tanto univariada quanto
multivariada, ele € um fator de pior sobrevida global assim como GLUT-1 e

embolizacdo vascular.



SUMMARY

Ayala F. [Expression of glucose transporter proteins (GLUT-1 e GLUT-
3): relation with Pet Scan findings (head and neck and ovary cancer)
and association with clinicopathological features in oral squamous cell
carcinoma]. Sao Paulo; 2007. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacédo Antdnio

Prudente].

Background: Increased glycolitic metabolism has been established as a
characteristic of malignant cells. Among the mecanisms that contribute to the
glycolytic phenotype, overexpression of glucose transporters, and especially
of GLUT-1 and GLUT-3, has been reported for a large variety of tumors,
including squamous cell carcinoma of the head and neck (SCCHN) and
ovary. Recently, the clinic introduction of positron emission tomography
(FDG-PET) provided a means for a noninvasive quantitative assessment of
tumor glucose metabolism in vivo. It has been used to identify aggressive
tumors. This study was designed initially to measure GLUT-1 and GLUT-3
expression with immunologic techniques involved in the upatke cell glucose
in archival specimens of SCCHN and ovary cancer, verifying their influence
in the Pet Sacn findings. Also, to study the association with
clinicopathological features and survival of the oral SCC patients. Methods:
The retrospective anlyses of the GLUT-1 and GLUT-3 expressions were
evaluated in two distints groups of patients. The first one, were specimens
retrieved from the Image Department of Nuclear Medicine, A C Camargo
Hospital, 30 cases of SCCHN and 24 cases of ovarian cancer. The second
one, were specimens retrieved from the pathology archives with oral SCC
(OSCC), obtened from the Head and Neck Department from the same
hospital. For the first group, was submited immunohistochemical analysis in
conventional slides. For the second group, was made the tissue micro array
(TMA) from 151 cases of oral SCC from our archives. These were analysed



in duplicate, incluing 302 cores. The immunohistochemical analysis were
achieved by avidin-biotin technique. The criteria for analysis for TMA were
based on site of the immunostaning in the cells and also in the frequency of
85% of the positive cells. According to analysis of conventional slides, was
based on a score system defined by the product of intensity and frequency of
positive cells. Statistical analyses were performed using chi-square or
Fisher’s tests. Survival curves were constructed according to the method of
Kaplan-Meier. For diferences between curves, the P value was calculated
using the long rank test. A P value of <0.05 was considered statistically
significant. A multivariate COX regression analysis was performed to assess
the prognostic significance of different staining patterns and their relationship
with other pathological variables. Results: In the first group of patients,
91,7% of the cases were GLUT-1 overexpression in the cell membrane of
SCCHN. The positive GLUT-3 expression was seen in 16,7% of the patients
in the cell membrane of this tumor. Their relationship with Pet Scan findings
in SCCHN, showed a good concordance between GLUT-1. Unlike GLUT-1
protein, the GLUT-3 protein showed low relation with Pet Scan exam.
Additionaly, the patients that exhibited ovary cancer were closely related to
GLUT-1 overexpression in the membrane of the cells (87%). The GLUT-3
expression was found a low positivity in the membrane of the cells (21,7%).
In relation to Pet Scan findings, it was found a good correspondance with
GLUT-1. A weak relation was found with GLUT-3 expression and Pet Scan.
For the second group of patients, analysed by TMA technique: the pattern of
GLUT-1 expression showed significant association with patients gender
(p=0,017), showing a strong association with male sex (p=0,008) and alcohol
consumption (p=0,004), when in group of pattern expression (M e MN/M)
(p=0,042). No statistical association was found neither between GLUT-1
expression and clinical staging, nor vascular embolization. Although, the
patients with positive expression of GLUT-3 expression showed negative
significance statistical between clinical staging (p=0,005) and vascular
embolization (p=0,005). In relation to the proportion of positive cells, was
observed a strong association between GLUT-1 and patients gender as well



as clinical staging (p=0,028). No statistical association was found between
GLUT-1 expression and vascular embolization. There was not significant
association between GLUT-1 and GLUT-3 expression, although showed
trends to significance. Besides, there was an association between overall
survival and GLUT-1 (M e MN/N) (p=0,015), and stratified group (p= 0,041),
and also with GLUT-3 (p=0,002). The positive expression of GLUT-3 was
associated with free disease survival (p=0,021). In multivariated analysis,
only the clinical staging (p=0,006), persisted as independent prognostic
marker of relapse. The vascular embolization (p=0,003), GLUT-1 expression
(M e MN/N) (p=0,006) and GLUT-3 expression (p=0,018) remaining as
independent prognostic markers of overall survival. Conlusion: In the
present study, we observed that the detection of recurrent tumor by Pet Scan
in SCCHN and ovary cancer no needing of GLUT-1 and GLUT-3 expression.
According to our data, the nuclear expression patterns of GLUT-1 is
associated with the major alcohol consumption and poor survival as well as
GLUT-3 positive expression is a factor of free disease survival, which could
be useful prognostic markers. We also demonstrated that the presence of
GLUT-1 overexpression occurs more frequently in OSCC than GLUT-3.
Furthermore, other clinicopathological parameters like clinical staging
indicated that vascular embolization as well as GLUT-1 expression patterns
and GLUT-3 expression to be potentials prognostic factors to death that it

was noticed by the multivariated analysis.
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1  INTRODUCAO

1.1 PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE GLICOSE:

1.1.1 Aspectos de Biologia Basica

Um dos aspectos mais importantes para o crescimento tumoral € o
mecanismo pelo qual as células se nutrem e obtém energia para o seu
intenso metabolismo. Este fendbmeno consiste na necessidade de captacéo
de glicose para a célula, afim de que esta possa efetuar o seu metabolismo.
A habilidade de transportar glicose através da membrana plasmatica € um
quadro comum para as células, desde simples bactérias, a neurdnios
altamente especializados. O transporte de acucar facilitado € mediado por
membros da familia de transportadores de glicose (GLUT, do inglés glucose
transporter) que formam um poro aquoso através da membrana onde o
acucar pode passar de forma passiva (energia-independente) (PARDRIDGE
et al. 1990; HASHIRAMOTO et al. 1992). Como consequéncia, 0S poros
podem somente transportar aclUcares abaixo do seu gradiente de
concentracdo. As GLUTSs sdo glicoproteinas com 12 segmentos de dominios
exofascial e endofascial transmembranares (TMS) (YOUNES et al. 1996), o
que se acredita ser o resultado de uma duplicagdo intragénica das 6
unidades TMS primordiais (KUNKEL et al. 2003). A atividade desse
transportador, portanto, ndo consome energia, atuando a favor do gradiente

de concentracdo da glicose (KLEPPER et al.1998; ISEROVICH et al. 2002).



As GLUTs estdo presentes nas membranas de quase todas as células e
representam a principal via pela qual a glicose entra nas células (STOKKEL
et al. 2002).

Um aumento na taxa de transporte de glicose e no metabolismo tem
sido visto em células em cultura transformadas por virus e oncogenes. Esta
transformacdo é associada com mudancas na expressao das proteinas
carreadoras de glicose na membrana das células (FLIER et al. 1987;
YOUNES et al. 1996). Essas mudancas nas proteinas (GLUTS) podem ser
feitas por sinais intra e extracelulares, onde existem uma variedade de
mecanismos que aceleram o uso de glicose pela célula transformada
favorecendo o crescimento de tumores em células malignas (BONDY et al.

1992).

1.1.2 Funcao da GLUT

Atualmente sédo conhecidos 13 membros da familia GLUT (GLUT -1 a
GLUT-12 e HMIT) (STUART WOOD et al. 2003). As isoformas confirmadas
sdo expressas de formas especificas nos tecidos e exibem distintas
propriedades cinéticas e regulatérias, refletindo presumidamente seus
papéis funcionais especificos. Em células com céncer € observada uma
expressao de certas isoformas de GLUTSs, as quais sob condi¢cdes normais
nao sao expressas (SLOT et al. 1991; BONDY et al. 1992). Dentre esses
subtipos ou isoformas, GLUT-1 e GLUT-3, tém uma expressiva afinidade
pela glicose e, portanto, desempenham importante papel em tecidos

dependentes de glicose como fonte de energia (STOKKEL et al. 2002).



A GLUT-1 foi o primeiro membro identificado nesta familia,
originalmente presente em eritrocitos, mas € igualmente presente em muitos
tecidos humanos. Esta isoforma da proteina é provavelmente a responsavel
pela entrada constitutiva de glicose nas células em uma grande variabilidade
de tumores. A despeito destas multiplas isoformas de GLUT, a GLUT-1 é o
“transportador-chefe” de glicose para as células tumorais, estando presente
em diversas linhagens de células tumorais (MUECKLER 1994).

A isoforma GLUT-3, referida como uma proteina transportadora de
glicose neurdnio-especifica, foi originalmente clonada de uma biblioteca de
cDNA de musculos humanos fetal, sendo encontrada numa variedade de
tecidos periféricos humanos (KAYUANO 1998). Estudos posteriores
encontraram uma expressdo mais restrita nesses tecidos, incluindo o
cérebro e o testiculo (BARBER 1993). Estudos em roedores, o RNAm da
GLUT-3 e a sua proteina exibiram um perfil de expressao ainda mais restrito,
sendo observado somente no cérebro (MAHER et al. 1992; NAGAMATSU et
al. 1992). Através da imunoistoquimica foi possivel descrever com mais
detalnes a expressdo dessa proteina no cérebro, ilustrando a sua
localizac&o. Essa afinidade particular do GLUT-3 por hexoses, tem um efeito
protetor para esses tecidos/células, contra deprivacdo de energia necessaria
para 0 seu metabolismo ou em episodios de hipoxia (HABER et al. 1992;

CIDAD et al. 2004).



1.1.3 GLUT e Progndstico nas Neoplasias

Embora as conseqiiéncias metabdlicas do aumento do transporte de
glicose ainda ndo sejam compreendidas completamente, a expressao do
transporte de glicose tem sido sugerida como de importancia clinica por
muitos tumores sélidos. E sabido que as células malignas necessitam de um
aumento na captacdo de glicose. Esse aumento do consumo de glicose
ajuda a manter a energia necessaria para a rapida proliferacdo dessas
células, e representa uma importante mudanca adaptativa para superar as
condicbes de adversidade existente no meio ambiente dos tumores. Por
essa razdo, mudancas metabdlicas podem ser usadas para fornecer
informacdes de diagnosticos e prognosticos (OLIVER et al. 2003).

A expressao de GLUT-1 foi demonstrada em pacientes com tumores
de multiplos sitios e origem histogenética, tais como: carcinoma pulmonar de
pequenas células (MAROM et al. 2001), adenocarcinoma colorretal (HABER
et al. 1998), carcinoma gastrico, de ovario e de CECP (OLIVER et al. 2004).

Embora a expressdo de GLUT-1 seja comum em pacientes com
CECP, o valor prognostico desse parametro ndo tem sido analisado
sistematicamente para este tipo de tumor. Para o melhor do nosso
entendimento, somente BAER et al. (2002), consideraram a GLUT-1 como
fator prognostico significante em CECP. Nota-se, portanto, que o valor da
expressdo de GLUT-1 em CECP se mantém quase inexplorado.

O aumento da RNAmM de GLUT-1 e de GLUT-3 sdo encontrados em
tumores do colon, do pancreas e do cérebro. J& a expressdao dessas

proteinas é observada em canceres de cabeca e pescoco, pulméo, mama,



tiredide, bexiga, pancreas e ovario (MELLANEN et al. 1994; HIGASHI et al.
1997; MAROM et al. 2001). O numero de estudos da GLUT-1 em cancer de
ovario é baixo. Em alguns estudos com tumores epiteliais de ovario
encontraram um significante aumento progressivo da expressao de GLUT-1
em tumores bordeline a tumores malignos (CANTUARIA et al. 2000; OZCAN
et al. 2005). Ainda encontraram que a intensidade da expressdo de GLUT-1
foi 100% em tumores malignos de ovario, porém, ndo estava associada com
as caracteristicas do tumor nem com a sobrevida dos pacientes
(RUDLOWSKI et al. 2004; KUROKAWA et al. 2004). Recentemente, essa
proteina tem sido relatada como altamente expressa no endométrio e no
Gtero, sugerindo um importante papel durante os eventos precoces da

carcinogénese (IDREES et al. 2006).

1.2 CANCER DE OVARIO

Dentre as neoplasias ginecolégicas, o cancer de ovario representa ser
0 mais letal e é o terceiro mais freqliente no aparelho genital feminino. O
cancer de ovéario de acordo com dados da literatura estrangeira e da
nacional, mostra ser crescente com a idade e ocorre geralmente por volta
dos 50 anos (LATORRE e FRANCO 1997). Porém, independente do pais,
pouco se tem avancado nas Ultimas décadas, em termos de diagnéstico
precoce e melhora da sobrevida dessa localizacdo de cancer. Tanto a
incidéncia quanto a mortalidade tém se mantido mais ou menos constantes

na maioria dos paises, desenvolvidos ou ndo. A raca branca mostra maior a



prevaléncia desse tumor. Somente cerca de 20-30% dos pacientes séo
diagnosticados no estagio inicial da doenca, onde seria curativo com apenas
tratamento cirdrgico e quimioterapia adjuvante (MARTIN e BROWN 2004).
Apesar de existirem técnicas avancadas para o tratamento, a sobrevida de 5
anos é ainda menor que 30% em pacientes nessa situacdo. E isso se
relaciona, em parte, com a falta de entendimento sobre a patogénese da
doenca (CANTUARIA et al. 2001). Uma outra questdo importante quando se
fala em sobrevida € o estagio do tumor, que é o fator prognostico mais
importante, seja qual for a sede anatdmica do cancer. A classificacédo
atualmente utilizada para o estadiamento de todas as neoplasias malignas
do ovario é aquela estabelecida pela Federacdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO), no ano de 1987, sendo o fator prognostico
mais importante para os carcinomas ovarianos. As taxas de sobrevida 5
anos apos o diagnostico para pacientes com estadio | variam em torno de 55
a 90%, passando para 0 a 40% no estadio Il, e de 0 a 30% nos estadios Ill e
IV, enfatizando a necessidade de se fazer a deteccédo precoce (YODER
1990).

A classificacdo dos tumores de ovario sofreu varias modificacbes
desde sua publicacdo pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1973
(LATORRE e FRANCO 1997). A atual versdo, adotada pela OMS, € o
resultado do conhecimento acumulado em mais de duas décadas, periodo
em que novas neoplasias foram descritas e os tumores ja conhecidos
puderam ser avaliados quanto a resposta terapéutica e comportamento

biolégico. Nesta classificacdo, a grande variedade de tumores ovarianos é



simplificada pelo agrupamento dos mesmos quanto a sua histogénese e
comportamento bioldgico, facilitando o planejamento terapéutico. O ovario
possui revestimento por epitélio que representa mesotélio modificado, que
repousa sobre o estroma subjacente. Este epitélio pode se insinuar no
estroma e originar os chamados cistos de inclusdo. Tumores originarios do
epitélio superficial do ovario ou do peritdnio pélvico e do abdémen inferior
(sistema mulleriano secundéario), acompanham-se de graus variaveis de
proliferacdo do mesénquima subjacente, denominando-se, portanto, tumores
epiteliais-estromais superficiais e séo classificados com base na
diferenciacao epitelial e potencial de malignidade.

Os padroes de diferenciacao epitelial refletem o potencial mulleriano
do mesotélio: seroso, mucinoso, endometrioide, de células claras e
transicional. A apresentacdo microscopica e, nos casos de carcinoma, 0
comportamento biolégico, dependem, em parte, do tipo de diferenciacéo
epitelial. Quanto ao potencial de malignidade, podem ser benignos, malignos
ou ainda de baixo potencial de malignidade, e estes ultimos também
denominados “proliferativos atipicos” ou borderlines.

Uma grande variedade de outros tumores pode ser encontrada no
ovario, incluindo tumores mistos de células germinativas-corddes sexuais-
estromais, mesoteliais, trofoblasticos, gestacionais, de partes moles nao-
especificos do ovario entre outros. Esse fato esta relacionado com a sua
complexa embriologia e as diferentes estruturas histopatolégicas que o
compdem. Porém, os mais estudados e encontrados descritos de forma

abundante na literatura sé&o os tumores epiteliais do ovario, que corresponde



a 80% dos tumores. (GARZETTI et al. 1997). Neste trabalho damos mais
énfase aos tumores papiliferos serosos do ovario.

Os eventos moleculares e genéticos associados com a oncogénese
precoce do ovario ainda permanecem desconhecidos, e isso, fortalece a
falta de confianca em biomarcadores moleculares usados para a deteccao
desta neoplasia, contribuindo, assim, para o diagnostico tardio da maioria

dos tumores ovarianos (CVETKOVIC 2003).

1.3 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABECA E PESCOCO

(CECP)

Este é o tipo mais comum de tumor maligno de cabeca e pescoco e
representa cerca de 93% de todos os tumores malignos da cavidade oral.
Totalizando de 3-4% de todos os carcinomas, € a 112 causa mais frequiente
de morte por cancer, com uma tendéncia a dominar as idades entre 50-60
anos para a populacdo masculina (BLOT et al. 1988). A carcinogénese pode
ser induzida por uma combinacédo de fatores, tais como: consumo de tabaco,
alcool, fatores dietéticos, fatores ocupacionais, infeccdo viral, fator
imunologico e alteracbes genéticas, sendo que a associacdo do alcool e do
tabaco constitui-se como fator de risco dominante nos portadores de cancer
do trato aero-digestivo superior. Ha um aumento de evidéncias de que as
infecgdes virais podem estar implicadas em alguns casos de CECP (NABER

E WOLFE 2001).
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Segundo a estimativa de incidéncia de Cancer no Brasil para 2006,
este tipo de tumor apresentara 10.060/100000 casos novos estimados entre
homens e 3.410/100000 casos novos entre as mulheres (Ministério da
Saude 2005). Os dados do Institudo Nacional do Cancer-INCA mostram uma
grande diferenca regional em nosso Pais. A taxa bruta de incidéncia em
homens por regido geogréafica do pais sdo muito diferenciadas, sendo a
regido Norte 3,3/100000, no Nordeste de 4,5/100000, no Centro-oeste de
7,1/100000, no Sudeste de 14,8/100000 e na regidao Sul de 14,1/100000
(Ministério da Saude 2005). Tais diferencas regionais nas taxas de
incidéncia no pais sugerem a existéncia de fatores ambientais na etiologia
desta doenca.

Carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, originado do epitélio
escamoso é um tumor epitelial maligno com uma diferenciacdo escamosa
caracterizada pela formacdo de ceratina ou pela presenca de pontes
intercelulares ou de ambas. Ainda o tamanho do tumor, 0 seu estagio e a
presenca de glanglios matastaticos representam os fatores progndsticos
mais importantes para um paciente com CECP (NABER e WOLFE 2001).

O comportamento pode ser agressivo, apresentando metastatizacao
cervical precoce, onde o local de envolvimento linfonodal depende da
localizacdo do tumor primario. Metastases de linfonodos cervicais, segundo
alguns estudos, contribuem fortemente como uma influéncia negativa na
sobrevida desses pacientes, diminuindo esse tempo de sobrevida pela
metade, pois também se correlaciona com o aumento do risco de

desenvolver metastases a distancia (NABER e WOLFE 2001).
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O tratamento primario para esse tipo de tumor na maioria dos casos é
cirurgia, associado ou nao a radioterapia adjuvante, sendo esta ultima a
principal arma terapéutica quando o tumor é inoperavel. Apesar dos avangos
nas técnicas cirargicas ha mais de 20 anos, a sobrevida global de 5 anos
desses pacientes se mantém baixa. Recorréncia de linfonodo local ou
regional contribui para o fracasso no tratamento.

O sistema de estadiamento clinico, TNM, apresenta muitas
qualidades, principalmente por avaliar as caracteristicas fundamentais de um
cancer que sao: extensao local, invasao do tumor (T), disseminacéo regional
(N) e metastases a distancia (M), por isso, permanece como um importante
determinante do prognodstico de CECP, confirmando a sua importancia em
predizer sobrevida global e livre de doenca. Os sistemas de gradacéo
histolégica de malignidade sdo importantes, tendo em vista que enfatizam as
caracteristicas histopatolégicas e a relacdo imunolégica entre o tumor e o
hospedeiro. A localizacdo anatdmica da lesédo também deve ser considerada
como uma indicadora de progndéstico, ja que 0s tumores apresentam
comportamentos diferentes dependendo da localizacdo anatdmica (NABER
e WOLFE 2001).

Devido ao diagndstico tardio, o prognostico da doenca é geralmente
pobre e com uma estimativa de recorréncia de 30% (GOERRES et al. 2003;
GOSHEN et al. 2005).

Dentre os varios eventos moleculares, destaca-se a participacdo de
proteinas ligadas a regulacdo do ciclo celular, a proliferacdo celular, a

expressdo de oncogenes e a repressdo de genes supressores de tumor, e
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mais recentemente, proteinas ligadas ao metabolismo glicolitico das células
(NABER e WOLFE 2001; KUNKEL et al. 2003). Essas variaveis biologicas
tém feito parte de amplos estudos na tentativa de melhor predizer o
comportamento desse tumor na busca de uma terapia cada vez mais
adequada (OLIVER et al. 2003; SCHMIDT et al. 2004; DE SCHUTTER et al.

2005).

1.4 O METODO DE PET SCAN E SUA RELACAO COM AS

PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE GLICOSE

Um dos maiores avancos na identificacdo dos tumores foi o
desenvolvimento de outra maneira de se detectar areas tumorais celulares: a
utilizacdo do método de '°F-FDG “Pet Scan” (tomografia de emissdo de
positron (Pet) com 18 —fluor, 2 deoxyglucose; FDG -investigador radioativo).
O método foi introduzido ha aproximadamente uma década e mais
recentemente passou a ser utilizada em nosso hospital. A introducdo desse
método tem aberto um novo campo de métodos ndo-invasivos para
diagnésticos precoces, avaliacdo da extensdo da doenca, planejamento e
monitoramento do tratamento e deteccdo de doencas recorrentes (AK et al.
2000). Esse método avalia também a atividade metabdlica do tumor, assim
como a taxa proliferativa e a analise funcional do tumor. Hoje esse método
tem sido considerado o padrao-ouro da atividade metabdlica celular tumoral
em medicina nuclear, podendo dar uma idéia melhor da extensdo da doenca

de base do que os métodos usuais de imagem. Além disso, a atividade
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metabodlica pode oferecer informacfes adicionais acerca da biologia e
comportamento do tumor, as quais contribuirdo para o estadiamento de
varios tipos de tumores (MAROM et al. 2001; KUROKAWA et al. 2004).

O método é baseado na constatacdo do elevado consumo metabdlico
de glicose nos tumores malignos, feita na década de 30 de acordo com
Warburg et al. 1930, citado por GJEDDE (1995, p.58). Posteriormente, se
demonstrou estar associado ao aumento do numero das moléculas
transportadoras de glicose na superficie das células tumorais, aos niveis
elevados de hexoquinase e aos niveis reduzidos de glicose 6-fosfatase em
células tumorais (FLIER et al. 1987).

O nivel de captacdo de glicose in vivo pode ser um marcador
progndéstico em pacientes com carcinoma de pulméo, de mama e de CECP
(BUCK et al. 2004).

A aplicacéo pratica desta descoberta para a geracdo de imagens em
medicina nuclear foi iniciada apés a sintese da ‘®F-Fluorodeoxiglicose (*°F-
FDG) (IDO et al. 1979). O ®*F-FDG é um analogo da glicose que quando
fosforilado permanece no interior das células neoplasicas, em razao
diretamente proporcional a atividade metabolica celular, permitindo a
localizac&o topografica e as quantificacbes absoluta e relativa da atividade
glicolitica tecidual (GJEDDE 1995).

A expressao de GLUT-1 na maioria dos tumores associa-se com a
captacdo da '®F-FDG nas células tumorais, como em cancer pancreatico
(ITO et al. 1998; BROWN et al. 1999; HIGASHI et al. 2000; MAROM et al.

2001; OLIVER et al. 2004), embora haja alguns autores que tenham uma



14

visdo um pouco diferente (MAROM et al. 2001). Durante o estadiamento
clinico, falso-positivos estdo relacionados com hiperplasias linfonodais ou
processos inflamatorios. Os resultados falso-negativos estdo relacionados
com tumores com baixa expressdo de GLUT-1, tais como o0s
adenocarcinomas (MOCHIZUKI et al. 2001; KALIR et al. 2005).

Por outro lado, pouco se sabe sobre a relacédo da efetividade do Pet
Scan e outras isoformas de GLUT. Estudos de pacientes com neoplasia
pulmonar maligna, ndo encontraram associacdo estatistica entre as
expressdes GLUT-1 e GLUT- 3 com a captacdo de FDG no exame de Pet
Scan (MAROM et al. 2001; TIAN et al. 2004). A expressdo de GLUT-3, em
alguns trabalhos, ocorreu somente quando GLUT-1 foi expresso, e sempre a
expressdo de GLUT-3 era mais fraca que a proteina eritrocitica. A proteina
GLUT-3, portanto, pode ser um evento tardio no processo de progressao
neoplasica (MAROM et al. 2001).

Mais estudos s@o necessarios para associar o aumento da captacao
da FDG por tumores com suas expressbes de GLUTs. Embora se tenha
observado que os subtipos da familia de transportadores de glicose (GLUTS)
sejam responsaveis pelo aumento do transporte de glicose e de FDG
necessario para preencher o metabolismo anormal requerido por células
tumorais (TIAN et al. 2004), até o momento, poucos estudos tém associado
a atividade de FDG e transportadores de glicose em canceres humanos.

Pela revisdo da literatura aqui apresentada, a relacdo entre a
captacdo de FDG e a expressdo das GLUTs, em varios tumores humanos

ainda esta sob debate, havendo a necessidade de entender por que alguns
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tumores nao parecem serem avidos por FDG e entender o significado clinico
de alta intensidade da captacdo. Ainda, ao melhor de nosso conhecimento,
h&a poucos estudos na literatura relacionando a expressdo de GLUT-1,
GLUT-3, e os achados de Pet-Scan, como também a associacdo dessas
proteinas com tumores de ovario e cabeca e pesco¢o. Em nosso meio, ha
poucos trabalhos utilizando casos de pacientes brasileiros para testar o

efeito dessas moléculas como marcadores progndésticos nessas neoplasias.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho sera estudar, por imunoistoquimica, a
expressdo das proteinas da familia GLUTs (GLUT-1 e GLUT-3) e suas
interacdes:

a. Estudar a expressdo imunoistoquimica de GLUT-1 e GLUT-3 e
comparar com 0s casos em que foram realizados os exames de Pet
Scan/CT, relacionar os seus achados com a efetividade desse exame
de imagem em pacientes portadores de CECP e tumores
metastaticos de ovario.

b. Associar os dados referentes a expressao de GLUT-1 e GLUT-3 com
as caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida dos pacientes

portadores de CECP da cavidade oral.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES E AMOSTRAS

Dois grupos distintos de pacientes foram analisados neste estudo. O
primeiro deles, pacientes selecionados a partir do Departamento de Imagem,
Setor de Medicina Nuclear, Hospital A C Camargo e descritos em detalhe no
item 3.1.1. O segundo grupo foi selecionado a partir de série retrospectiva de
pacientes portadores de CECP da boca, oriundos do Departamento de

Cirurgia de Cabeca e Pesco¢o do mesmo hospital e descritos no item 3.1.2.

3.1.1 Pacientes submetidos ao exame de Pet Scan

Foi realizada a selecdo de pacientes que foram submetidos ao Pet
Scan com 'F-FDG, a partir de exames consecutivos realizados pelo
Departamento de Imagem, setor de Medicina Nuclear, de 2001-2006. Estes
exames foram realizados com o objetivo de investigar uma possivel recidiva
da neoplasia. Foram selecionados para este estudo casos de carcinoma de
ovario e de CECP, descritos em detalhe no item A seguinte. Os prontuarios
médicos selecionados foram revistos para obtencdo das informacdes clinico-
patolégicas (dados demograficos, estadiamento clinico, data e diagnostico
anatomo-patolégico), resultados, objetivos e data do exame de Pet Scan.
Além destes dados, foram anotados os seguimentos clinicos dos pacientes

que teve inicio a partir da data de cirurgia até a data do 6bito ou da ultima
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consulta na época da ultima analise dos prontuarios. Foram selecionados 24
casos de tumores epiteliais de ovario recidivados e 30 casos de CECP, para
investigar uma possivel recorréncia tumoral. Esses pacientes foram
selecionados seguindo os critérios de inclusao no estudo:
e pacientes que foram submetidos ao Pet Scan,;
e disponibilidade de dados clinicos, cirdrgicos e do exame
anatomo-patolégico;
e prontuario médico com dados completos obtidos através do
Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME);
e disponibilidade de laminas e blocos de parafina para reviséo e
estudo imunoistoquimico.

Todas as respectivas laminas e blocos de parafina dos casos em
questdo foram recuperados do arquivo para a obtencdo de novos cortes e
coloracdo em HE, que foram revistas por um patologista do Departamento
de Anatomia Patoldgica. A revisdo da lamina permitiu reavaliar o diagndstico
e o tipo histolégico da neoplasia. Foram entdo selecionadas areas
representativas de malignidade para a analise imunoistoquimica, como se vé

na Figuras 1 e 2.
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A Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo

A casuistica é composta por 30 casos de CECP, sendo 25 homens e

5 mulheres, com idade variando entre 16 a 82 anos (mediana de 58 anos).

Apenas 1 paciente era da cor preta. Destes, 12 (40%) eram tumores

primarios da boca, oito (26,7%) da laringe, sete (23,3%) da faringe e trés

(10%) da rinofaringe. Alguns dos casos estudados encontravam-se em

estadio avancado da doenca (11 casos) no momento do diagnéstico. As

caracteristicas clinicas dos pacientes com tumores primarios da cabeca e

pescoco estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos 30 casos de CECP analisados

nesse estudo.

Variavel Categoria Numero de casos (%)
Género

Masculino 25(92,3)

Feminino 5(7,7)
Cor

Branco 29(96,6)

Nao-branco 1(3,4)
Topografia

Cavidade Bucal 12(40,0)

Laringe 8(26,7)

Faringe 7(23,3)

Rinofaringe 3(10,0)
Estadio

Inicial (1, 1) 7(23,4)

Avangado (ll1,1V) 11(36,6)

N&o estadiado 12 (40,0)
Evolucédo da Doenca

Vivos sem Doenca 15 (50,0)

Vivo com Doenga 5 (16,7)

Morto devido a Doenca 10 (33,3)

Total

30(100)
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No presente estudo foram também incluidos 24 casos de tumores
recidivados de ovario, com idade de 32 a 79 anos com média de idade de
58,4 anos (mediana de 60 anos), sendo a maioria individuos de cor branca
(95,8%).

Quando possivel os casos foram classificados de acordo com o
estadiamento, baseados nos achados da primeira cirurgia de acordo com a
Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO); 16,7 % foram
considerados em estadio precoce (0, | e Il) e 37,5 % em estadio avancado
(Il e V). Alguns casos nao puderam ser avaliados segundo esse critério
(45,8%).

Histologicamente, a maioria dos diagnosticos era de
adenocarcinoma seroso papilifero (n=21; 87,5%), seguido de
adenocarcinoma de células claras (n=2; 8,3 %) e um caso de leiomioma
uterino (Pet Scan - falso - positivo).

No presente estudo, 21 pacientes com adenocarcinoma Seroso
papilifero metastatico mostraram progressdao ou recorréncia (7 desses
morrem da doenca), sendo 1 caso com recorréncia no ovario. Enquanto que
4 desses pacientes com esse tipo histolégico foram encontrados vivos sem
evidéncia de doenca, apoOs tratamento e dez pacientes vivos com doenca até
a data da ultima noticia. Observamos 2 pacientes com adenocarcinoma
metastatico de células claras que apresentaram progressao da doenca e.

Os 24 pacientes foram classificados de acordo com a evolugcdo da
doenca, em vivo sem doenca (16,6%), vivo com doenca (54,2%), morte com

cancer (29,2%).



23

Legenda: Crescimento coesivo, auséncia de ceratina. Nota-se somente uma diferenciagéo

em pontos. Coloragdo com hematoxilina-eosina (H.E.100X).

Figura 1 - Fotomicrografia mostrando carcinoma epidermdide de cabeca e

pPescoco.

Legenda: Corpos psamomatosos (seta). Coloracéo com hematoxilina-eosina (H.E.200X).

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando adenocarcinoma seroso de ovario.
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3.1.2 Pacientes com CECP de boca

O segundo grupo de pacientes analisados foi de pacientes portadores
de CECP da cavidade oral operados pelo Departamento de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco. Essa selecao foi feita a partir do Banco de Dados do
Departamento de Anatomia Patoldgica, sendo incluidos casos operados de
1990-2001.

Foram recuperadas todas as laminas e blocos de parafina originais e
blocos representativos da neoplasia foram selecionados para a confeccéo de
um bloco de arranjo tecidual em matriz (TMA, do inglés tissue microarray).
Os prontuarios médicos selecionados foram revistos para obtencdo das
informacgdes clinico-patoldgicas, dados demograficos, historia clinica, local
primério do tumor, estadiamento clinico, andtomo-patolégico da peca de
cirurgia inicial, tratamento realizado, evolugdo da doenca e status do
paciente até o ultimo contato com este servigo. Para a confeccdo do bloco
de TMA foram selecionados 151 casos.

O estadiamento clinico dos tumores foi categorizado de acordo com
o sistema TNM da Unido Internacional contra o Cancerem T, N e M (NABER
e WOLFE 2001).

A revisdo desses prontuarios médicos e dos registros hospitalares
foi feita através do preenchimento de um formulario pré-estabelecido (Anexo

1).
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3.2 CONSTRUCAO DO ARRANJO TECIDUAL EM MATRIZ

(TISSUE MICROARRAY -TMA)

Para o estudo, foi construido um bloco de TMA, contendo 302
cilindros de 1mm, sendo o primeiro cilindro representado por um fragmento
de figado normal, utilizado como referéncia.

No bloco foram incluidas cerca de 151 amostras de casos distintos de
CECP de boca, foram dispostas em ordem numérica crescente (de acordo
com o registro anatomo-patolégico), independente do grau de diferenciacéo
e comportamento biolégico, e colocados em duplicata, correspondendo a
areas diferentes da mesma amostra (exame anatomo-patologico). Novas
laminas coradas por HE foram obtidas. Para a construcdo do bloco de TMA,
estas foram analisadas para delimitacdo da area mais representativa do
tumor. Em sequéncia, cilindros de 1mm de diametro contendo amostras de
tumor foram retirados dessas areas pré-delimitadas dos blocos de parafina
dos casos a serem estudados (blocos doadores) e foram transferidas para
um bloco receptor, em uma posicdo cuja coordenada foi previamente
definida. Com o bloco de TMA pronto, foram obtidos cortes de 6um de
espessura, colhidos em laminas com adesivos adquiridas junto a
Microsystems Inc®. O TMA foi construido com a maquina (Tissue
Microarrayer) fabricada pela Beecher Instruments® (Silver Spring MD) e em
uso no Departamento de Anatomia Patoldgica. O processo esta sumarizado

na Figura 3.
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Finalmente, as laminas de TMA prontas, foram desparafinizadas,
desidratadas e submetidas a andlise imunoistoquimica.

Apos a reclassificacdo histologica, 9 casos foram excluidos da
analise por se tratar de alguma das possibilidades descritas abaixo.
Portanto, a resultante foi a casuistica final de 142 casos cirurgicos de CECP
da cavidade oral com areas representativas de tumor para a analise
imunoistoquimica.

Dos casos listados para o estudo, alguns pacientes ndo puderam ser
analisados e foram excluidos do estudo, devido a:
o indisponibilidade de laminas e blocos de parafina para revisdo e
estudo imunoistoquimico ;
o nao confirmacao do diagndstico de CECP;
o auséncia de tumor nos blocos residuais;

o material escasso por bidpsias incisionais.
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Fonte: Modificado de RIMM et al. (2001).

Figura 3 - Construcéo do Tissue Microarray

3.3. METODO E ANALISE DAS REACOES DE

IMUNOISTOQUIMICA

As reacbes de imunoistoquimica foram realizadas pela técnica de
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, DAKO®). Os passos
técnicos realizados foram os ja tradicionalmente descritos na literatura e que
podem ser vistos no Anexo 2.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico comum e 0s
resultados foram classificados semi-quantativamente.

Para o estudo da relacéo entre a expressdo de GLUTs e o Pet-Scan,
a reacao imunoistoquimica foi feita em cortes convencionais, ou seja, 1

corte representativo do tumor por lamina.
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Nas laminas de TMA de CECP oral, foram realizadas reacodes
imunoistoquimicas em duplicata com a selecdo de duas laminas com pelo
menos 40 cortes de distancia entre elas. Considerando que cada caso esta
disposto em duplicata no bloco receptor de TMA, foram feitas 4 analises de
imunoistoquimica por caso. As analises do TMA das proteinas foram feitas
baseadas no local de marcacdo das células (membrana ou nucleo,
membrana e nucleo) e na quantidade de células positivas. Agrupou-se
algumas caracteristicas do marcador GLUT-1, em que a localizacdo da
imunorreatividade foi reunida em MN/N e ainda estratificada quando
analisada com o numero de células marcadas, em MT-membrana total; MP-
membrana  parcial;, MNP- membrana/nicleo parcial e  MNT-
membrana/ndcleo total. Para a analise do marcador GLUT-3 utilizamos
somente a expressao de acordo com a presenca ou auséncia de marcagao
na membrana das células, desprezando o numero de células marcadas.

Essa frequiéncia de células marcadas, classificada em parcial ou total,
foi baseada no nivel de corte de 85% de células positivas para o
biomarcador. Estes critérios estao discriminados no Quadro 1 e 2.

Todas as reacOes foram realizadas com controle positivo (tecido
sabidamente expresso do antigeno) e dois controles negativos (retirada do
anticorpo primario ou retirada do anticorpo secundario). Forte marcacao na
membrana de eritrécitos foi observada e utilizada como um controle positivo

interno de GLUT1 e células inflamatdrias para GLUT3.
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Quadro 1 — Critérios para graduacao da expressdo de GLUT-1, baseados
na frequiéncia de células coradas e intensidade de marcacgéo (TMA).

Categoria Escore Caracteristica
P . .
Parcial, menos do que 85% das células
Frequéncia marcadas
- Total, mais do que 85% das células marcadas
Membrana
N Nucleo
Local da Marcacéo
M/N Membrana e Ndcleo
Negativo Auséncia de marcacao

Quadro 2 — Critérios para graduacao da expressdo de GLUT-3, baseados
na freqiéncia de células coradas e intensidade de marcacgéo (TMA).

Categoria Escore Caracteristica
P Parcial, menos do que 85% das células
L marcadas
Freqiéncia
T Total, mais do que 85% das células marcadas
. Positivo Membrana
Local da Marcacéo ] o .
Negativo Auséncia de marcacao

Nos casos de cortes convencionais, a andlise foi baseada num
sistema de escore definido pelo produto da intensidade da reacéo e numero
de células positivas, onde foi feita somente uma analise por caso
(CANTUARIA et al. 2001). Esta graduacdo pode ser vista conforme no
Quadro 3. A partir da observacao dos cortes, estabeleceu-se o escore total
(TS) que corresponde a multiplicacdo dos escores de frequéncia e
intensidade e pode variar de 0 a 12. O escore de frequéncia de células
coradas (PS, proportion score) € o escore que varia de 0 a 4 de acordo com

a proporcao de ceélulas coradas (0) <1%, 1) 1-10%, 2) 10-50%, 3)50- 90%),
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4)>90%) e o escore de intensidade (IS, intensity score) é o escore que avalia
a intensidade da coloracéo e que varia de 0 a 3 de acordo com a intensidade
da coloracdo das células marcadas ( 0) negativo, 1) fraco, 2) moderada, 3)
forte).

Para a analise final, consideraram-se casos negativos aquele cujo TS
esteve entre 0-1,9; positivos fracos quando o TS foi entre 2-4,9;
moderadamente positivos quando o TS variou entre 5-8,9, e fortemente
positivos 0s casos que o TS foi maior do que 9 (ALLRED et al. 2003). Este
critério esta resumido no Quadro 4. As analises foram feitas com o consenso
de dois observadores (autor e patologista) sem o conhecimento prévio dos

dados clinicos de cada caso.

TS ( TOTAL)= PS ( proporgéo) x IS (intensidade)

Quadro 3 — Cortes convencionais - Critérios para graduacao da expressao
de GLUTs (GLUT-1 e GLUT-3), baseados na freqiiéncia de células coradas
e intensidade de marcacao.

Categoria Escore Caracteristica

<1% de células positivas

1-10% de células positivas
Frequiéncia 10 — 50% de células positivas
50 — 90% de células positivas

>90% de células positivas

Negativo
Intensidade Marcacéo fraca

da Marcacao Marcac¢do moderada

W N P Ol M WO N P O

Marcacéo forte
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Quadro 4 - Cortes convencionais - Critério para classificacdo final dos
casos, de acordo com a expressao de GLUTSs.

Classificacao Critério
Negativo 0-1,9
Positivo Fraco 2,0-4,9
Positivo Médio 5,0-8,9
Positivo Forte 9,0-12,0

3.4 PET-SCAN/CT

O equipamento de aquisicdo de imagens utilizado foi o millenium VG
Hawkeye ® (General Eletric — USA) que € um PET/CT do tipo ndo dedicado
e a média de doses de '°F-FDG administrada aos pacientes de 10,0
miliCuries (mCi). A indicacdo do PET/CT em todos os 24 casos de tumores
ovarianos e os 30 casos de CECP foi feita para exclusdo de uma possivel
recorréncia tumoral. Os resultados foram considerados negativos ou
positivos para tumores nos sitios de localizacdo local, regional ou a
distancia. Foram considerados como métodos de referéncia-padrédo os
resultados de exames anatomo-patolégicos (bidpsia ou cirurgia), ou o
seguimento clinico sem a confirmag¢do de doenca recorrente depois de 12
meses (todos o0s pacientes restantes). Os resultados do primeiro grupo
desse trabalho foram analisados de acordo com os achados do PET/CT e
comparados com os resultados da imunoexpressao dos anticorpos (GLUT-1

e GLUT-3).
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3.4.1 Protocolo PET-CT né&o dedicado

Estudos de corpo total foram obtidos uma hora apds a administracao
endovenosa de 10 mCi (370 MBq) / 70 Kg de *®F-Fluordeoxiglicose (IPEN—
CNEN-Sé&o Paulo). A administracao das doses foi precedida de repouso do
paciente por 30 minutos e jejum de 12 horas em todos 0s casos.

As imagens de corpo total foram adquiridas em equipamento nao
dedicado millenium VG Hawkeye (GE medical systems) composto de um
sistema de geracdo de imagens de raios X de 140 kVp a 2.5 mA fixado ao
gantry de rotacdo continua (Slip ring) com 384 detectores de estado sélido
de 1,8 x 28 mm localizados na posicéo oposta para a obtencdo das imagens
anatomicas e dois bancos de detectores com circuitos eletrénicos de
coincidéncia e cristais de cintilacdo de Nal (lodeto de Sdédio) de 5/8 de
polegada (15,9mm) de espessura ativados com Talio para a obtencéo das
imagens metabélicas dos fétons de 511 KeV do *®F-FDG.

O protocolo de imagens foi iniciado pelos cortes tomograficos
anatémicos (2,6 rotacfes/minuto) com intervalos de 10mm e imediatamente
apés seguidos das imagens metabdlicas do °F-FDG por aquisicdo
continuada em list mode de emissdo de pdositrons em coincidéncia por 30
minutos (1 giro / 3 min) para os segmentos abdominais e toracicos.

Ao término do procedimento os dados de imagem obtidos foram
processados em workstation (Entegra, GE Medical Systems) onde foram
reconstruidos usando um algoritmo interativo (COSEM) capaz de reordenar
os dados de coincidéncia com parametros de tempo e associar correcoes de

atenuacao obtidas com os mapas de raios X co-registrados.
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Apés o processamento de ambos 0s grupos (imagens tomograficas
de raios X e imagens de coincidéncia de '®F-FDG) as imagens foram
fundidas e reconstruidas em planos transaxiais, coronais e sagitais e assim
interpretadas pelo observador na tela do computador.

Todos os dados de aquisicdo de imagens foram arquivados em discos
Opticos para possivel reprocessamento e reanalise.

A andlise visual das imagens utilizou como critério de positividade, a
presenca de concentracdo anormal de **F-FDG na mesma topografia do
nodulo ou massa estudado, e como critério de negatividade, a auséncia de
concentracdo; concentracbes em grau discreto foram consideradas como
positivas.

As informacfes obtidas sobre os dados de evolucéo e resultados dos
pacientes submetidos ao Pet Scan foram registradas em questionarios
individuais especificos sendo tabulados e analisados descritivamente,
disponiveis no Departamento de Medicina Nuclear do hospital.

Os resultados finais do estudo foram correlacionados com as biopsias
e a evolucéo clinica dos pacientes, classificados como verdadeiro - positivos

e verdadeiro - negativos, falso - positivos e falso - negativos.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos da expressdo imunoistoquimica de GLUT-1 e
GLUT-3 e o resultado do Pet Scan estdo apresentados em tabelas de

distribuicéo.
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Para os dados obtidos dos casos de TMA, foram organizados em
tabelas e a analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de
computador SPSS Software, versdo 12 (SPSS Inc. USA 2003). Para a
analise de associacdo entre a expressao dos marcadores e as variaveis
demogréficas e clinico-patolégicas, verificou-se o teste de y° ou o teste
exato de Fisher.

Para a analise de sobrevida global, considerou-se o tempo de
seguimento como o periodo entre a data da cirurgia e a data de 6bito e/ou
ultima consulta.

O calculo da estimativa da sobrevida global foi realizado pela técnica
de Kaplan-Meier e as comparacbes entre as curvas de sobrevida, em
relacdo as varidveis estudadas, pelo teste de Long-rank. A analise de
sobrevida foi truncada em 10 anos.

A analise multivariada foi feita pelo modelo de regressdo de Cox,
utilizando-se o nivel de significAncia de 10% na técnica stepwise (forward).

Para todos os testes estatisticos, foi considerado significativo o valor

de p<0,05.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS: CARACTERIZACAO DA

AMOSTRA

4.1.1 Pacientes submetidos ao Pet Scan
A Expressdo Imunoistoquimica: CECP

O resultado geral da analise dos marcadores esta sumarizado na
Tabela 2.

Dos 30 casos selecionados, 12 (40%) eram tumores primarios da
boca, oito (26,7%) da laringe, sete (23,3%) da faringe e trés (10%) da
rinofaringe, seis casos ndo demonstraram tumor recidivado quando realizada
a bidpsia. Destes seis casos, cinco eram Pet-Scan positivos (Tabela 4).
Estes foram excluidos (n=6) do estudo por ser impossivel a andlise da
expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 nas células tumorais. Os outros 24 casos
foram os que restaram para serem analisados nessa casuistica (Tabela 2).

Dos casos estudados, 22/24 (91,7%) CECP foram positivos para
GLUT-1 com padrdo de marcacdo de membrana. A marcacdo foi
considerada fracamente positiva em 10/22 casos (45,5%), moderadamente
positivo em 10/22 (45,5%) e fortemente positivo em dois casos (2/22) (9%).
Dois casos ndo houve expressdo de GLUT-1. Exemplos dessa marcacao

podem ser vistos na Figura 4.
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Quando analisada a expressdo da proteina GLUT-1 na mucosa
normal adjacente, observamos que a expressdao de GLUT-1 estava
confinada na camada basal e suprabasal dessas células, apresentando uma
intensidade fraca.

Em relacdo a proteina GLUT-3, foram considerados positivos 0s
casos com marcacdo na membrana das células. Desses, somente 4/24
casos foram positivos (16,7%), sendo dois casos (2/4) fracamente positivos
(50%) e em dois casos (2/4) moderadamente positivos (50%), ndo houve
casos fortemente positivos. A maioria dos casos foram negativos,
correspondendo a 83,4% (n=20/24). Seis casos ndo puderam ser avaliados
pelas razdes ja explicadas anteriormente.

Foi encontrada marcacdo positiva dessa proteina em linfocitos e
macrofagos do infiltrado inflamatério que serviram de controle positivo
(Figura 5). Nao foi observada expressdo de GLUT-3 em células epiteliais
normais, mas encontramos ceélulas epiteliais tanto positivas quanto negativas
com a marcacdo da proteina GLUT-1. A expressdao de GLUT-3 foi
notadamente positiva apenas em casos onde a proteina GLUT-1 também

apresentou marcacao positiva.



Tabela 2 - Resultado
avaliaveis.
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geral dos marcadores em 24 casos de CECP

Expresséo Protéica Resultado No. %
GLUT-1 Negativo 2 8,3
Positivo (fraco) 10 41,7
Positivo (médio) 10 41,7
Positivo (forte) 2 8,3
GLUT-3 Negativo 20 834
Positivo (fraco) 2 8,3
Positivo (médio) 2 8,3
Positivo (forte) 0 0
Total 24 100,0

*Foram excluidos da analise seis casos que ndo apresentavam tumor na amostra, confirmados

por biépsia.
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Legenda - (A) caso negativo demonstrando controle interno positivo em eritrécitos (setas),

200x; (B) caso positivo 2+, 200x; (C) caso positivo 3+ e areas tumorais adjacentes sem
expressao de GLUT-1(seta), 400x; (D) caso positivo 2+, com expressao positiva nas células
basais do epitélio normal (seta), 200x.

Figura 4 - GLUT-1: Imunoistoquimica demonstrando marcagdo na

membrana de CECP.
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Legenda - (A) caso negativo. Células inflamatérias apresentando positividade para essa
proteina (setas), 200x. (B) marcagao positiva 2+, 200x.

Figura 5 - GLUT-3: Imunoistoquimica demonstrando marcacdo na
membrana de CECP.
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B Expresséao de GLUT-1 e GLUT-3 e os achados do Pet Scan:

A analise da distribuicéo entre a expressao de GLUT-1 e GLUT-3 e os
achados do Pet Scan esta disposta nas Tabelas 3, 4 e 5.

Dos 30 casos aqui estudados, a bidpsia confirmou a presenca de
neoplasia em 24 casos, sendo esses 0s casos selecionados para a
comparacao. Destes, 21/24 deles apresentavam Pet Scan com evidéncias
de tumor e apenas trés casos de Pet Scan negativos. Dos casos de Pet
Scan positivos (n=21), 19 eram GLUT-1 positivos e apenas dois eram GLUT-
1 negativos. Em relacdo ao GLUT-3 houve correspondéncia da positividade
do marcador em trés casos e em 18 as células neoplasicas néo
expressavam GLUT-3. Dentre os trés casos de Pet Scan negativos, um

deles era GLUT-3 positivo e dois, GLUT-3 negativo.
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Tabela 3 - Distribuicdo da expressdo de GLUT-1/GLUT-3 de acordo com 0s
achados do Pet Scan nos casos de CECP em pacientes com recidiva.

Pacientes idade Pet GLUT-1 GLUT-3 Recorréncia Histologia
1 58 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
2 82 Positivo Médio Negativo Sim CECP
3 75 Positivo Médio Negativo Sim CECP
4 50 Positivo Médio Negativo Sim CECP
5 72 Positivo Médio Negativo Sim CECP
6 50 Positivo Médio Médio Sim CECP
7 42 Positivo Forte Negativo Sim CECP
8 60 Positivo Médio Negativo Sim CECP
9 62 Positivo Fraco Fraco Sim CECP

10 57 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
11 81 Positivo | Negativo Negativo Sim CECP
12 73 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
13 28 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
14 63 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
15 57 Positivo Médio Médio Sim CECP
16 56 Positivo Médio Negativo Sim CECP
17 76 Positivo Forte Negativo Sim CECP
18 40 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
19 62 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
20 16 Positivo Fraco Negativo Sim CECP
21 73 Positivo | Negativo Negativo Sim CECP
22 49 Negativo Médio Negativo Sim CECP
23 44 Negativo Médio Fraco Sim CECP
24 69 Negativo Fraco Negativo Sim CECP
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Tabela 4 - Distribuicdo da expressdo de GLUT-1/GLUT-3 de acordo com 0s
achados do Pet Scan nos casos de CECP em pacientes sem doencga.

Pacientes | idade Pet GLUT-1 | GLUT-3 | Recorréncia Histologia
1 58 Negativo N/A N/A Né&o Inflamagé&o
2 66 Positivo N/A N/A Né&o Inflamagéo
3 58 Positivo N/A N/A Né&o Inflamagéo
4 44 Positivo N/A N/A Né&o Inflamagéo
5 66 Positivo N/A N/A Né&o Inflamacgéo
6 57 Positivo N/A N/A Né&o Inflamacgéo

N/A: Nao Avaliaveis

Tabela 5 - Distribuicdo da expressdo de GLUT-1/GLUT-3 de acordo com 0s
achados do Pet Scan nos casos de CECP com recidiva.

GLUT-1 Pos |GLUT-1 Neg GLUT 3 Pos GLUT-3 Neg
Pet Positivo (n=21) 19 3 18
Pet Negativo (n=3) 3 0 1 2
Pos: positiyo
Neg:negativo
C Expressédo Imunoistoquimica: Casos de Ovério

O resultado geral da andlise imunoistoquimica dos marcadores esta

sumarizado na Tabela 6. Da mesma forma dos CECP, foi excluido um caso

com Pet Scan positivo, mas a exploracao posterior afastou a recidiva tumoral

(bidpsia).

Dos casos estudados, a expressdo de GLUT-1 foi observada em

20/23 casos (87%) com padrdao de marcagdo de membrana. Foram

encontradas expressdes fracamente positivas em 15/20 casos (75%), em

trés casos (3/20) moderadamente positivos (15%) e em dois casos (2/20)

fortemente positivos (10%) (Figura 6). Trés casos (3/23) foram GLUT-1

negativos (13%).
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N&o houve expressao de GLUT-1 em células epiteliais normais e em
células do estroma ovariano. Algumas células do tumor apresentaram
positividade para GLUT-1 em regides perinecroticas.

Foi observada uma marcacao positiva para GLUT-1 na superficie das
papilas de carcinomas papiliferos serosos em casos bem diferenciados, ja
em tumores poucos diferenciados a expressdo dessa proteina estava
presente mais ao centro do tumor (Figura 7).

Em relacdo a proteina GLUT-3, foram considerados positivos 0s
casos com marcacdo na membrana. Somente 5/23 casos foram positivos
(21,7%). Desses, dois casos (2/5) fracamente positivos (40%) e em um caso
(1/5) fortemente positivo (20%). Dois casos (2/5) foram observados com
expressao nuclear (40%) inesperada de GLUT-3 em tumores metastaticos
de ovario que nao havia expresséo para GLUT-1. A maioria dos casos foram
negativos para GLUT-3, 78,3% (n=18/23) (Figura 8). Um caso ndo pode ser
avaliado, por razfes descritas anteriormente.

A proteina GLUT-3 foi expressa quando havia imunoexpresséo da
proteina GLUT-1 no tumor. Também foi encontrada marcacao positiva de

GLUT-3 em linfocitos e macrofagos do infiltrado inflamatorio.
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Tabela 6 - Resultado geral dos marcadores em 23 casos metastaticos de

ovario.

Expresséo Protéica Resultado No. %

GLUT-1 Negativo 3 13
Positivo (fraco) 15 65,2
Positivo (médio) 3 13
Positivo (forte) 2 8,7

GLUT-3 Negativo 18 78,3
Positivo (fraco) 2 8,7
Positivo (forte) 1 4.4
Nuclear 2 8,7

23 100,0
Total

*Foi excluido da analise um caso que ndo apresentava tumor na amostra, confirmado por biopsia.
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Legenda - (A) caso negativo demonstrando controle interno positivo em eritrocitos (seta),
400x; (B) caso positivo 1+, 200x; (C) caso positivo 2+, 200x; (D) caso positivo 3+, 400x.

Figura 6 - GLUT-1: Imunoistoquimica demonstrando marcagdo na

membrana de adenocarcinoma metastatico de ovario.
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Legenda - (A) caso positivo 2+, bem diferenciado; 200x (B) 400x, marcacdo positiva
periférica (C) caso positivo 2+, pouco diferenciado, marcacdo positiva central, 400x; (D)
200X, caso positivo +2, destacando células inflamatérias adjacentes negativas (setas).

Figura 7 - GLUT-1: Imunoistoquimica demonstrando marcacdo na
membrana de adenocarcinoma metastatico de ovario.
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Legenda - (A) caso negativo, 200x; (B) Auséncia de marcagdo, mostrando expressdo de

GLUT-3 em células inflamatorias, 400x; (C) marcagdo positiva na membrana das células +3,
200x; (D) 400x.

Figura 8 - GLUT-3: Imunoistoquimica demonstrando marcagdo na

membrana de adenocarcinoma metastatico de ovario.
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D Expresséao de GLUT-1 e GLUT-3 e os achados do Pet Scan:

A recorréncia foi definida como uma doenca, através de exames
clinicos, anatomo-patologicos, citologicos, imagem e CA-125. Dos 24 casos
analisados de recidiva ovariana, um caso foi excluido por nao representar
tumor, todos os demais pacientes foram submetidos ao Pet Scan para
avaliar recorréncia, sendo que 87% (20/23 casos) com resultados positivos,
13% (3/23 casos) com resultados negativos.

A analise da distribuicéo entre a expressao de GLUT-1 e GLUT-3 e os
achados do Pet scan esta disposta nas Tabelas 7 e 8.

Dos 23 casos avaliaveis, 20 apresentavam Pet Scan positivos e
apenas trés eram Pet Scan negativos. Dos casos positivos, 18 eram
positivos para GLUT-1 e dois casos ndo mostravam a expressao do
marcador. Daqueles em que o Pet Scan ndao encontrou sinais de recidiva,
dois deles o tumor era GLUT-1 positivos e um GLUT-1 negativo.

Estas concordancias ndo eram tao boas quando se analisou a relacéo
Pet Scan e expressdo de GLUT-3. Em apenas cinco casos o Pet scan
positivo correspondeu a expressao de GLUT-3 pelo tumor, sendo em 15
casos negativos para GLUT-3. Todos os casos de Pet Scan negativos eram

também negativos para a expressao de GLUT-3.
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Tabela 7 - Distribuicdo da expressao de GLUT-1/GLUT-3 de acordo com 0s
achados do Pet Scan em pacientes com recorréncia ovariana.

Pacientes | idade Pet GLUT-1 | GLUT-3 | Recorréncia Histologia

1 44 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
2 43 Positivo Fraco Fraco Sim Adenoca seroso
3 45 Positivo Médio Negativo Sim Adenoca seroso
4 79 Positivo Médio Negativo Sim Adenoca seroso
5 74 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca de cls claras
6 61 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
7 39 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
8 68 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
9 59 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
10 61 Positivo | Negativo | Nuclear Sim Adenoca seroso
11 79 Positivo Médio Negativo Sim Adenoca seroso
12 53 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
13 58 Positivo Fraco Fraco Sim Adenoca seroso
14 56 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
15 66 Positivo | Negativo | Nuclear Sim Adenoca seroso
16 68 Positivo Forte Forte Sim Adenoca seroso
17 67 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
18 51 Positivo Forte Negativo Sim Adenoca de cls claras
19 61 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
20 69 Positivo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
21 46 Positivo | Negativo | Negativo N&o Inflamagéo
22 32 Negativo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso
23 72 Negativo | Negativo | Negativo Sim Adenoca seroso
24 50 Negativo Fraco Negativo Sim Adenoca seroso

Adenoca seroso: Adenocarcinoma seroso
Adenoca de cls claras: Adenocarcinoma de células claras
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Tabela 8 - Distribuicdo da expressdo de GLUT-1/GLUT-3 de acordo com 0s
achados do Pet Scan em recidivas ovariana.

GLUT-1 Pos GLUT-1 Neg GLUT-3 Pos GLUT-3 Neg
Pet Scan Pos
(n=20) 18 2 5 15
Pet Scan Neg
(n=3) 2 1 0 3
Pos: positivo

Neg: negativo

4.1.2 Analise da expressédo de GLUT e CECP da boca
a) Dados Clinico-Patolégicos

Foram analisados 142 casos cirurgicos de CECP da cavidade oral. Os
dados clinico-patologicos estdo sumarizados na Tabela 9. Estédo incluidos
nessa casuistica, 112 homens e 30 mulheres, compostos na sua maioria por
individuos de cor branca (85,9%).

O tempo de seguimento desses casos selecionados variou de 1 dia a
157,6 meses, com mediana de 64,9 meses e média de 68,9 meses. A idade
dos pacientes variou de 30 a 90 anos, mediana de 57 anos e média de 56,6
anos.

Em relacdo a histéria clinica desses pacientes encontramos que a
grande maioria deles (88,6%) era tabagista no momento da pesquisa, 15
pacientes (10,6%) nao fumavam e 11 casos (7,7%) ndo puderam ser
avaliados. Eram também freqlentes consumidores de alcool (79,4%), 27
pacientes (20,6%) nao ingeriam alcool e 11 casos (7,7%) ndo puderam ser
avaliados. Baseados no sitio da lesdo, 54 casos (38%) estdo associados a
lingua, 6 casos (4,2%) a gengiva superior, 14 casos (9,9%) a gengiva

inferior, 42 casos (29,6%) ao assoalho da boca, 1 caso (0,7%) ao palato, 19
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casos (13,4%) ao retromolar e seis casos (4,2%) a jugal. A maioria dos
casos diagnosticados encontrava-se em estadios avancados (lll/1V), com
73,9% (n=105) e 26,1% (n=37) em estadios iniciais (I/ll). Foram feitos
esvaziamentos cervicais em 129 pacientes (90,8%), mas em 13 casos
(9,2%) nédo foram feitos. Dentre os casos que foram submetidos a
esvaziamento cervical, 70 pacientes (49,3%) apresentaram
comprometimento linfonodal e 59 casos (41,5%) ndo o apresentaram.
Desses 70 pacientes com comprometimento linfonodal, 31 casos (21,8%)
apresentaram ruptura capsular e 24 pacientes (16,9%) ndo apresentaram.
Em relacdo ao tratamento recebido, 86 pacientes (60,6%) foram submetidos
a cirurgia com radioterapia combinada, 56 casos (39,4%) apenas realizaram
cirurgia. De acordo com a invasao vascular, foi presente em 53 casos
(37,3%) e ausente em 75 casos (52,8%), 14 casos (9,9%) nao foram
avaliados. A infiltracdo perineural foi observada em 55 dos casos (38,7%) e
ausente em 72 casos (50,7%), 15 casos (10,6%) ndo havia informacao no
prontuario.

A maioria dos casos possuia margens livres (81%) e comprometidas
em 25%. Dois casos nao puderam ser avaliados.

Em relacdo a recorréncia, em 92 casos (64,8%) ndo houve recidiva e
50 casos (35,2%) recorreram. A maioria sofreu recorréncia local, 28,8%
(n=41), 4,9% recorreram em outros lugares (n=7), 1,4% (n=2) com
recorréncia local e a distancia.

Ao fim do seguimento, 142 casos foram separados de acordo com a

evolucdo da doenca em vivos sem doenca (43%), vivos com doenca (1,4%),
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morte devido a doenca (31,7%), morte por outras causas (18,3%) e perdidos

de vista (5,6%). Estes dados estédo resumidos na Tabela 9.

Tabela 9 - Sumario dos dados clinico-patologicos dos 142 casos de CECP
da cavidade oral analisados nesse estudo.

Variavel Categoria Nimero de casos (%)
Género Masculino 112 (78,9)
(n=142) Feminino 30 (21,1)
Cor Branco 122 (85,9)
(n=142) N&o-branco 20 (14,2)
Nao 15 (10,6)
Tabaco Leve 99 (69,7)
(n=142) Moderado/severo 17 (12)
Ignorados 11 (7,7)
~ 27 (19,0)
) Nao 89 (62.7)
Alcool Leve
- 15 (10,6)
(n=142) Moderado/severo
11 (7,7)
Ignorados
Lingua
Gengiva 2504(383)
o, S Assoalho da boca ’
Sitio primario P 42 (29,6)
r alato
(n=142) 1(0,7)
Jugal
Retromolar 6(4,2)
19 (13,4)
75 (52,8)
Invasédo Vascular N&o observado
(n=142) Sim 53 (37,3)
Ignorados 14 (9,9)
Estadio clinico Iniciais(I/11) 37 (26,1)
(n=142) Avancado(ll/1V) 105 (73,9)
Recorréncia N&o 92 (64,8)
(n=142) Sim 50 (35,2)
Local 41 (28,8)
Sitio de Recorréncia Outros 7 (4,9)
(n=142) Local/outros 2(1,4)
Sem recorréncia 92 (64,8)
Vivos com a Doenca gl(%443))
Status na Gltima observacao Vivos Sem a Doenca 45 (31,7)
_ Morte devido a Doenca
(n=142) . 26 (18,3)
Morte devido a outras causas 8 (5.6)

Perdidos de Vista
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4.2 ANALISE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

4.2.1 Perfil da expressao de GLUT-1 e GLUT-3
A expressdo de GLUT-1 foi avaliada em 135 casos, sendo que 7

casos (4,9%) ndo puderam ser avaliados por perda de material,
descolamento, e/ou na representacdao no TMA. Isto representa uma perda de
5% dos casos pela técnica de TMA. Vale ressaltar que os casos para GLUT-
1 foram divididos de acordo com o padrdo da expressdo da marcacao:
membrana, ndcleo ou membrana e nucleo. E, de acordo com o numero de
células marcadas: parcial ou total. Sendo o padrdo de expressdo agrupado
em duas categorias: M- membrana e MN/N- membrana, nucleo/ndcleo e
ainda estratificado de acordo com o numero de células marcadas em: MP-
membrana parcial, MT-membrana total, MNP- membrana, ndcleo parcial e
MNT- membrana, nucleo total.

A expressao protéica de GLUT-3 foi analisada em 142 casos e foram
divididos em casos positivos (membrana) ou negativos, parciais ou totais.

Esses resultados foram obtidos pela analise em quadruplicata das
laminas.

Notou-se uma alta positividade de tumores epiteliais com a proteina
GLUT-1 do que com a proteina GLUT-3.

Os resultados da andalise estao descritos na Tabela 10.
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a) Expressédo de GLUT-1 e GLUT-3 e Padrao da marcacao

A imunoexpressdo de GLUT-1 foi positiva em todos o0s casos
examinados como parte desse estudo.

A analise imunoistoquimica da GLUT-1 mostrou presenca de
expressao positiva na membrana (M) em 68/135 casos (50,3%), no nucleo
(N) em 4/135 casos (3%), na membrana/nacleo (MN) em 63/135 casos
(46,7%) (Figura 9).

Quando analisada a expresséao protéica de GLUT-3, encontramos 30

casos (21,1%) positivos e 112 casos (78,9%) negativos.
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Legenda - (A) “Core” de CECP bucal, marcacdo em membrana, 100x, (B) 400x; (C)
marcacao nuclear, 200x; (D) marcagdo em membrana e nuclear, 200x.

Figura 9 - GLUT-1: Imunoistoquimica mostrando marcacdao na membrana de

CECP.
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b) Expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 em CEC da cavidade oral:
Numero de células marcadas (Parcial ou Total)

Esses dados estédo resumidos na Tabela 10.

Em relacdo a frequéncia de GLUT-1, observamos 58 casos (40,8%)
com expressao parcial e 77 casos (54,2%) com expressdo total. Quando
estratificado em namero de células e padrao observamos a maior expressao
de GLUT-1 em MNT com 44 casos (31%), 35 casos (24,6%) com marcacao
MP, 33 casos (23,2%) com marcacao MT e 23 casos (16,2%) com marcacao

MNP (Figura 10).

50

g 40 Legenda:

30 MP- Membrana parcial

W 20 MT- Membrana total

2 MNP- Membrana e nucleo parcial

10
MNT- Membrana e nicleo total

MP MT MNP MNT

GLUT-1_estratificado (N. de
células e padréao de
marcacgéao)

Figura 10 - Grafico de expressdo imunoistoquimica de GLUT-1 em CECP.

A expressdo de GLUT-1 nas andlises tumorais predominou na
periferia do tumor e foi ausente no centro de tumores bem e moderadamente
diferenciados (Figura 11). Com a progressao do tumor, a expressao de
GLUT -1 vai se tornando gradualmente mais forte e homogénea em todos os
niveis, observando-se uma possivel correlacéo entre a expressdo de GLUT -

1 e a progressao tumoral.
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Dos casos positivos para GLUT-3, 29 casos (20,4%) apresentaram
expressdo parcial e somente um caso (0,7%) apresentou expressao total

(Figura 12).

Legenda - A: Expressédo predominando no centro do tumor; 100X B: Expressdo do

marcador predominando na periferia do tumor; marcagao em membrana e nucleo, 200X; C:

Expressdo em membrana, 400x.

Figura 11 - GLUT-1: Expressdo imunoistoquimica demonstrando marcagéo

na membrana de CECP (TMA).
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Legenda - A: “core” de CECP em TMA com expressdo negativa para GLUT-3, 100x.; B:
Expressdo negativa com destaque para marcacao positiva nas células inflamatorias, 200X,
C: Expressdo positiva, 100x; D: Expressdo positiva, mostrando também marcagdo em
células do infiltrado inflamatorio (seta), 200x.

Figura 12 - GLUT-3: Expressdo na membrana das células em CECP.
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Tabela 10 - Resultado geral dos marcadores em 142 casos de CEC da
cavidade oral.

Anticorpo/Categoria Resultado No. %
GLUT-1/ M 68 47,9
Padréo N 4 2,8
MN 63 444
N/A 7 4,9
GLUT-1/ Parcial 58 40,8
Freqliéncia Total 77 54,2
N/A 7 4.9
GLUT-1/ MNT 44 31
estratificado MP 35 24,6
MT 33 23,2
MNP 23 16,2
N/A 7 4,9
GLUT-3/ Negativo 112 78,9
Padréao Membrana (M) 30 21,1
GLUT-3/ Parcial 29 20,4
Frequéncia Total 1 0,7
Total 142 100,0

M:Membrana;N:Nucleo; MN:Membrana e nucleo
N/A: casos nao avaliaveis

4.2.2 GLUT-1e GLUT-3: Associacao com dados clinico-patolégicos
A analise da associacdo da proteina GLUT-1 e GLUT-3 com o0s

fatores clinico-patologicos estdo descritos nas Tabelas 11, aac e 12.
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A GLUT-1 e Padréao de marcagéo

Relacdo com o género do paciente: Encontrou-se associacdo com
de GLUT-1/ padrao (M,M/N e N) com o género do paciente (p=0,017). Houve
forte associacdo com o sexo masculino (p=0,008) quando estratificado em
namero de células e padrdo. Estas diferencas se devem ao fato que os
tumores em homens expressam mais freqliéncia, casos em que
praticamente todas as ceélulas se coram (expressdo total). Ndo houve
associacdo quando o padrao foi agrupado (M e MN/N).

Relacdo com o consumo alcodlico: Encontrou-se associacdo com
de GLUT-1/padrdo (M, M/N e N) (p=0,004) com o consumo de alcool.
Encontrou-se diferenca estatisticamente significativa quando o GLUT-1 foi
agrupado (M e MN/N) (p=0,042). Houve associacdo estatisticamente
significativa com essa variavel quando estratificado o padrdo de marcacao
(p=0,017), mostrando que o numero de células marcadas é mais importante
do que a localizacdo da marcacdo. Houve uma forte associacéo
estatisticamente significante entre o consumo de alcool e o sexo masculino
(p<0,0001), representando ser o maior fator de risco que o sexo feminino.

Relacdo com o estadiamento clinico: Nao foi observada associacao
estatistica entre a expressao de GLUT-1/padrdo (M, M/N e N) e o estadio
clinico do paciente, quando agrupado (M, MN/N) e quando estratificado
(p>0,005).

Relacdo com embolizacao vascular: O local da marcacao de GLUT-
1 ndo apresentou associacao estatisticamente significativa com embolizacéo

vascular. Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a
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embolizacdo vascular e o estadio clinico (p=0,034), apresentou uma maior

proporcao de invasao vascular presente nos casos mais avancados.

B GLUT-3 e Padréao de marcacgéo

Relacdo com o género do paciente: Nao se observou associacao
de GLUT-3 com o género do paciente.

Relacdo com o consumo alcoodlico: Nao se observou associacéo de
GLUT-3 com o consumo de éalcool.

Relacdo com o estadiamento clinico: Observou-se que a expressao
de GLUT-3 mostrou uma associacéo inversa com o estadio clinico do tumor
primario (p=0,005). Os casos negativos dessa proteina foram mais
freqlentes em tumores mais avancados (l1I/1V).

Relacdo com embolizacdo vascular: A expresséo da proteina
GLUT-3 apresentou uma associacao estatisticamente significativa com essa

variavel (p=0,005).

C GLUT-1: Namero de células marcadas
Relacdo com o género do paciente: Observou-se uma forte
associacdo de GLUT-1/frequéncia e o género do paciente (p=0,001). Onde
encontramos a maioria das células marcadas em relacédo ao sexo masculino.
Relacdo com o consumo alcoolico: A expressao de GLUT-1
mostrou uma forte associacdo estatistica com o consumo de alcool
(p=0,030), apresentando maior risco quanto maior for o nimero de células

marcadas.
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Relacdo com o estadiamento clinico: A expressdo de GLUT-1
apresentou associacdo estatisticamente significante com o estadiamento
clinico (p=0,028), mostrando uma marcacdo mais homogénea com estadio
avancado do tumor (ll1/1V).

Relacdo com embolizagcdo vascular: A frequéncia de células
marcadas de GLUT-1 nao apresentou associacdo estatisticamente

significativa com embolizac&o vascular.

D GLUT-3: Nimero de células marcadas

Dos casos positivos para GLUT-3, 29 casos (20,4%) apresentaram
expressao parcial e somente um caso (0,7%) apresentou expressao total,
por isso, ndo foi avaliada a expressdo dessa proteina de acordo com a
freqUéncia de células coradas.

A expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 nao apresentaram alguma
associacado estatisticamente significativa com outras variaveis como: raca,
consumo de tabaco, sitio priméario, numero de linfonodos comprometidos,

ruptura capsular e infiltracdo perineural.
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Tabela 11 - Analise da associacdo entre a expressao de GLUT-1 e fatores
clinico-patolégicos em CECP.

Variavel

GLUT-1/padréo

Categoria
(n=135) M N MN p
Género Masculino 53(39,3) 1(0,7) 53(39,3) 0.017
Feminino 15(11,1) 2(2,2) 10(20,7)
Consumo de N&o 14(11,3) 3(2,4) 8(6,5)
alcool Leve 37(29,8) 1(0,8) 47(37,9) 0,004
Moderado/severo 11(8,9) 0 3(2,4)
_ ) 11 19(14,1) 1(0,7) 15(11,1)
Estadio clinico 0,864
v 49(36,3) 3(2,2) 48(35,6)
Embolizagéo .
Nao 31(25,6) 2(1,7) 36(29,8)
Vascular ] 0,492
Sim 29(24) 1(0,8) 22(18,2)

M- Membrana

MN- Membrana e nlcleo

p valor

Tabela 11 a - Analise da associacao entre a expressao de GLUT-1 e fatores
clinico-patol6gicos em CECP.

Variavel GLUT-1/padrdo agrupado
(n=135) Categoria M MN/N p
Género Masculino 53(39,3) 54(40)
Feminino 15(11,1) 13(9,6) 0,832
Consumo de alcool N&o 14(11,3) 11(8,9)
Leve 37(29,8)  48(38,7) 0,042
Moderado/severo  11(8,9) 3(2,4)
Estadio clinico 1/l 19(14,1) 16(11,9)
1Y, 49(36,3)  51(37,8) 0,695
Embolizacéo Nao 31(25,6) 38(31,4)
Vascular Sim 29(24) 23(19) 0,273

M- Membrana

MN/N- Membrana e nudcleo /Nucleo

p valor
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Tabela 11 b - Andlise da associacdo entre a expressado de GLUT-1 e fatores

clinico-patolégicos em CECP.

GLUT-1/freqiéncia

Variavel )
(n=135) Categoria Parcial (%) Total )
(%)
Género Masculino 38(28,1) 69(51,1) 0.001
Feminino 20(14,8) 8(5,9)
Consumo de N&o 16(12,9) 9(7,3)
alcool Leve 36(29) 49(39,5) 0,030
Moderado/severo 3(2,4) 11(8,9)
Estadio clinico I/l 21(15,6) 14(25,9) 0.028
1I\Y 37(27,4)  63(46,7)
Embolizacdo N&o 30(24,8) 39(32,2)
Vascular Sim 19(15,7) 33(27,3) 0,461
p: p valor

Tabela 11 ¢ - Analise da associacao entre a expressao de GLUT-1 e fatores

clinico-patol6gicos em CECP.

Variavel

GLUT-1/padréo estratificado

Categoria
(n=135) MP (%) MT (%) MNP (%) MNT (%) p
Género Masculino 23(17) 30(22,2) 15(11,1) 39(28,9) 0.008
Feminino 12(8,9) 3(2,2) 8(5,9) 5(3,7)
Consumo de Nao 10(8,1) 4(13,7) 6(4,8) 5(4,0)
alcool Leve 20(16,1) 17(13,7) 16(12,9) 32(25,8) 0,017
Moderado/severo 3(2,4) 8(6,5) 0 3(2,4)
Estadio I 12(8,9) 7(5,2) 9(6,7) 7(5,2) 0.110
clinico v 23(17) 26(19,3) 14(10,4) 37(27,4)
Embolizacéo N&ao 15(12,4) 16(13,2) 15(12,4) 23(19)
Vascular Sim 13(10,7) 16(13,2) 6(5,0) 17(14) 0,464

MP- Membrana parcial; MT- Membrana total; MNP- Membrana e ndcleo parcial;
MNT- Membrana e ndcleo total; P: Parcial; T: Total; p: p valor.
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Tabela 12 - Analise da associacdo entre a expressao de GLUT-3 e fatores
clinico-patolégicos em CECP.

Variavel Categoria GLUT-3
(n=142) Positivo(%) Negativo(%) p
Género Masculino 87(61,3) 25(17,6) 0.619
Feminino 25(17,6) 5(3,5)
Consumo de N&o 3(2,3) 24(18,3)
alcool Leve 22(16,8) 67(51,1) 0,316
Moderado/severo 3(2,3) 12(9,2)
Consumo de N&o 1(0,8) 14(10,7)
Tabaco Leve 24(18,3) 75(57,3) 0,279
Moderado/severo 3(2,3) 14(10,7)
Estadio clinico I 2(1,4) 35(24,6)
11\ 28(19,7) 77(54,2) 0.005
Embolizacéo Néo 10(7,8) 65(50,8) 0,005
vascular Sim 19(14,8) 34(26,6)
p: p valor

4.2.3 Associagao entre os marcadores GLUT-1 e GLUT-3:

N&o foi observada diferenca significativa entre a expressdo dos
marcadores estudados nesse trabalho (p=0,059). Apesar disso, foi
observada uma tendéncia a significancia estatistica na associacdo entre
GLUT-1 e GLUT-3 em que os casos positivos para GLUT-3 ocorreram com

mais frequiéncia em marcac¢do mais homogénea para GLUT-1 (Tabela 13).



67

Tabela 13 - Analise da associacdo entre os marcadores GLUT-1 e GLUT-3.

Marcador Categoria GLUT-1/padrdo agrupado
M MN/N p
GLUT-3 (n=135) Negativo 51(37,8) 54(40)
Positivo 17(12,6) 13(9,6) 0,535
GLUT-1/padréo estratificado
MP (%) MT (%) MNP (%) MNT(%) p
GLUT-3 (n=135) Negativo 28(20,7) 23(17) 22(16,3) 32(23,7)
Positivo 7(5,2) 10(7,4) 1(0,7) 12(8,9)
GLUT-1/frequéncia
P (%) T (%) p
GLUT-3 (n=135) Negativo 50(37) 55(40,7) 0.059
Positivo 8(5,9) 22(16,3)

4.3 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL EM CEC DA CAVIDADE

ORAL

A andlise de sobrevida global nos casos de CECP oral mostrou

estimativas de sobrevida em 5 anos de 52,1% (Figura 13).
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Figura 13 - Curva de Sobrevida Global dos casos de CECP oral estudados.
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4.3.1 Sobrevida Global e Expressao de Marcadores: GLUT-1 e GLUT-3

Para analise de sobrevida global, foram agrupados os padrbes de
marcacao de GLUT-1.

As analises de sobrevida global demonstraram a existéncia de
diferencas significativas entre sobrevida global e expressdo protéica de
GLUT-1 e GLUT-3. Observou-se uma menor taxa de sobrevida global
associada a marcacdo positiva de GLUT-1 no ndcleo e na membrana
simultaneamente (p=0,015) (Figura 14a).

A andlise de sobrevida global foi estatisticamente significante quando
a categoria de marcacao da imunoexpressédo de GLUT-1 foi estratificada (p=
0,041), observou-se que a marcacdo na membrana e nucleo de forma
homogénea no tumor estava associada a um pior prognéstico em relacéo
aos demais casos (Figura 14a).

Em relacdo ao GLUT-3, observou-se uma forte associacéo estatistica
com sobrevida global (p=0,002), demonstrando que a baixa estimativa de
sobrevida global esta associada a forte marcacdo positiva de GLUT-3

(Figura 14b).
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4.3.2 Sobrevida Livre de Doenca em CEC da cavidade oral
A andlise de sobrevida livre de doenca em 5 anos nos casos de

CECP oral foi de 64,8% (Figura 15).
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Figura 15 - Curva de Sobrevida livre de doenca.

4.3.3 Sobrevida Livre de Doenca e Expressao dos Marcadores: GLUT-1
e Glut-3.

Nas analises de sobrevida livre de doenca, observou-se diferenca
significativa entre sobrevida livre de doenca e expressao protéica de GLUT-3
(p=0,021), os casos com marcagao positiva mostraram menor taxa de

sobrevida livre de doenca (Figura 16).
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Figura 16 - Influéncia da expressao de GLUT-3 na curva de Sobrevida livre

de doenca.

4.4  ANALISE MULTIVARIADA

De acordo com a analise multivariada, observou-se que o
estadiamento clinico permaneceu como fator progndstico independente para
recorréncia (p=0,006) (Tabela 14). Pacientes apresentaram maior
recorréncia da doenca nos estadios mais avancados (l1I/1V).

Considerando-se a sobrevida global, no modelo final da analise
multivariada, permaneceram como fatores independentes: a embolizacéo
vascular (p=0,002), a expressdo de GLUT-1 (p=0,006) e a expressédo de

GLUT-3 (p=0,018) (Tabela 15).
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Tabela 14 - Andlise multivariada, pelo modelo de regressdo de Cox em

relagéo a sobrevida livre de doenca.

Variavel Categoria HR (95% IC) p valor
Estadio clinico
I/l 1,0 (ref.)
/v 3,304(1,407-7,762) 0,006

Tabela 15 - Andlise multivariada, pelo modelo de regressdo de Cox em

relacdo a sobrevida global.

Variavel Categoria HR (95% IC) p valor
Embolizacéo vascular Nao 1,0 (ref.)
Sim 2,165 (1,295-3,618) 0,003
GLUT-1 (grupo) 1,0(ref.)
GLUT-1/padréao (grupo 1) 2,066( 1,232-3,464) 0,006
GLUT-3 Negativo 1,0 (ref.)
Positivo 1,933(1,119-3,339) 0,018

Legenda:

GLUT-1/ padréo:

M- membrana

MN/N- membrana e nucleo/ nucleo
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5 DISCUSSAO

51 EXPRESSAO DAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE
GLICOSE (GLUT-1 E GLUT-3) DE ACORDO COM OS ACHADOS DE

PET SCAN

A utilizacdo de imagens através da captacdo de °F-FDG pelo Pet
Scan tem sido aplicada ha aproximadamente uma década e tomou grande
impulso mais recentemente. O uso das propriedades metabodlicas do tumor
para se estabelecer um padrdo de imagens € mais sensivel do que a
imagem anatdmica isoladamente. Com isso, 0 uso de Pet Scan tem sido
cada vez mais frequente, especialmente no estadiamento clinico e na
pesquisa de recidivas tumorais.

A glicose é a maior fonte de energia para as células humanas normais
e tumorais. Esta caracteristica celular € o ponto principal na caracterizacéo
do Pet Scan, que se baseia na captura de um analogo da glicose, o **F-
FDG, para formar as suas imagens. Em virtude de suas caracteristicas
hidrofilicas, proteinas carreadoras especificas sdo necessarias para que a
glicose passe a membrana plasmatica. Estas estdo presentes em todos os
tipos celulares e séo conhecidas como GLUTs. Como o exame de Pet Scan
usa esta propriedade metabdlica dos tumores, é bastante intuitivo se
pressupor que a captacdo de ®F-FDG esteja na dependéncia da expressao

de alguma molécula da familia das GLUTs pelas células tumorais. O
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presente estudo mostra que hd uma boa relacdo entre a expressdo de
GLUT, especialmente GLUT-1, e o resultado do exame de Pet Scan, embora
esta relacdo néo seja perfeita.

O mecanismo de captacdo de '°F-FDG pelos tumores tem sido
amplamente estudado in vitro e em in vivo. Alguns modelos de estudos
animais demonstraram que o FDG é transportado, fosforilado e finalmente
acumulado dentro do tumor (HABERKORN et al. 1991). Em lesdes
inflamatorias, como outros estudos mostraram, o FDG primeiramente se
acumula dentro e ao redor dessas lesbes (BUSTAMANTE et al. 1981;
KUBOTA et al. 1992; YAMADA et al. 1995).

Casos de Pet Scan positivos sem que as células tumorais expressem
GLUT levam a crer que o transporte de ®F-FDG pode ndo depender da
presenca de GLUT. Em estudos de modelos animais, encontraram que 0
mecanismo celular de utilizacdo de FDG pode néo estar associado com as
proteinas transportadoras de glicose, nem com hexoquinases, nem com
glicose-6-fosfatase para se acumular na célula (NELSON et al. 1996). ALOJ
et al. (1999) realizaram experimentos de cultura de células e sugeriram que
a captacdo de FDG correlaciona-se mais com a atividade de fosforilagdo da
glicose mitocondrial do que com a expressao de GLUT-1 ou hexoquinase I.

Células malignas mostram um aumento na captacdo de glicose in
vitro e in vivo. Durante o desenvolvimento do céncer, segundo alguns
estudos (HEBER et al. 1992; MELLANEN et al. 1994; MAROM et al. 2001),
sugeriram um possivel envolvimento do tumor com os tecidos do

hospedeiro. As proteinas GLUT-1 e GLUT-3 mediam largamente o
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transporte basal da glicose em cancer, faciltando a manutencdo do
metabolismo de energia glicolitica em casos limitados de suprimento em
regides moderadamente ou pobremente perfundidos (KALLINOWSKI et al.
1989; MELLANEN et al. 1994). Ha poucos trabalhos relacionando a
atividade de FDG e as proteinas transportadoras de glicose em canceres
humanos.

Embora o nimero de casos nesse presente trabalho seja pequeno,
houve uma boa relacéo entre os achados de Pet Scan e os resultados das
imunoexpressdes de proteinas transportadoras de glicose aqui pesquisadas,
concordando com alguns autores (HUBNER et al. 1993; TIAN et al. 2004). A
grande maioria dos casos de Pet Scan positivos, tanto em CECP como em
tumores de ovario metastaticos, foram positivos para GLUT-1. Dos 21 casos
de Pet Scan positivos em CECP apenas dois foram GLUT-1 negativos e, de
modo similar, dos 20 casos de Pet Scan positivos de carcinomas ovarianos
metastaticos, dois foram GLUT-1 negativos. A mesma relacdo nao foi
encontrada em relacdo a expressdo de GLUT-3. Entretanto, observamos
que nas duas neoplasias ha casos em que as células tumorais néo
expressam o0 marcador, mas mesmo assim o Pet Scan foi capaz de
identificar estes tumores. Portanto, embora a relagcdo seja muito boa, a
negatividade para GLUT-1 ndo € suficiente para que estes pacientes néo
sejam explorados por Pet Scan.

A especificidade do Pet Scan é freqientemente afetada por uma taxa
de achados falso-positivos em processos inflamatérios, lesbes proximas da

mucosa ou ainda seguidos de biopsia prévia. O desenho deste estudo néo
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foi realizado para avaliar este aspecto, uma vez que partimos de casos
positivos no Pet Scan. Nesse estudo, os 7 achados falso-positivos (6 de
CECP e 1 de neoplasia ovariana) eram decorrentes de intenso processo
inflamatorio, aspecto estes ja salientado por outros autores (CHEON et al.
1999; LAPELA et al. 2000; LOWE et al. 2000; DRESEL et al. 2003;
SCHMIDT et al. 2004; ZHAO et al. 2005). As células componentes do
processo inflamatério expressam intensamente GLUT-3 e isto pode ser um
dos motivos para a intensa captacéo do **F-FDG.

Nos tumores epiteliais testados, GLUT-1 foi muito mais expresso do
que GLUT-3. A grande maioria dos trabalhos na literatura mostram que a
expressdo de GLUT-1 €& uma propriedade comum as neoplasias. A
expressao de GLUT-1 foi comprovada em carcinomas epidermoides do colo
do utero (AIRLEY et al. 2001), orais (KUNKEL et al. 2003), da cabeca e
pescoco (MELLANEN et al. 1994) e da pele (BAER et al. 1997). BROWN et
al. (1999) também observaram resultados semelhantes quando cinco
diferentes GLUTs estavam expressas em carcinomas de nao-pequenas
células do pulméo. Os carcinomas oriundos do epitélio transicional da bexiga
sdo positivos para GLUT-1 em 63% dos casos (CHANG et al. 2000). Em
adenocarcinomas também €& comum a expressdo de GLUT-1, tais como
carcinomas ductais de mama (BROWN et al. 1993; ALOJ et al. 2001; KANG
et al. 2002), do colon (HABER et al. 1998) e do péancreas (HIGASHI et al.
1997), embora tumores gastricos sejam menos comumente positivos para
GLUT-1 e somente aqueles do tipo intestinal (KIM et al. 2000; KAWAMURA

et al. 2001). Isto pode néo ser verdade para todos os tumores epiteliais.
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CHANDLER et al. (2003) relataram que GLUT-12 é preferencialmente
expressa (MRNA e proteina) quando comparada a GLUT-1 em
adenocarcinomas de prostata. Os foliculos linféides reacionais podem ser
positivos para GLUT-1 e com isso criar dificuldades na interpretacdo de
linfonodos reacionais e seu diagnostico diferencial com metastases pelo Pet
Scan (CHUNG et al. 2006). Linfomas nao-Hodgkin expressam raramente
GLUT-1, mas por outro lado sado quase sempre GLUT-3 positivos (AYALA et
al. resultados nao publicados).

Em resumo, embora haja uma excelente correspondéncia entre a
expressdo de GLUT-1 e o resultado positivo do Pet Scan, o presente
trabalho demonstra que ndo se pode excluir um caso para o Pet Scan
mesmo sem a expressao de GLUT, uma vez que ha casos negativos para
GLUT-1 que sé&o positivos no Pet-Scan.

Embora néo fosse o objetivo deste trabalho, algumas observacdes
foram feitas em relacdo a expressdao de GLUT em tumores ovarianos.
Existem poucos trabalhos relacionando a expressao de GLUT-1 com cancer
ovariano e alguns apresentando frequiéncias discrepantes variando de 0 a
90% (CANTUARIA et al. 2001; RUDLOWSKI et al. 2004; KUROKAWA et al.
2004; OZCAN et al. 2005). Tais discrepancias podem ser devido a
diferencas na técnica de imunoistoquimica, origens distintas de anticorpos
usados pelos diferentes autores ou, até mesmo ao critério utilizado para
classificacdo dos casos, com diferentes “cut off’, além de analises

subjetivas.
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CANTUARIA et al. (2000), foram os primeiros a analisar a expresséo
de GLUT-1, estudando 113 tumores ovarianos, sendo 104 tumores epiteliais
malignos. Eles encontraram um significante aumento da expressdo de
GLUT-1 de tumores borderlines a tumores malignos. KALIR et al. (2002)
analisaram a expressao de GLUT-1 em 122 tumores epiteliais de ovario e
obtiveram resultados similares a CANTUARIA et al. (2000). Assim como
nesses dois estudos, em nossos casos, altas taxas de expressdo de GLUT-1
foram encontradas em tumores malignos ovarianos.

Um aspecto interessante foi a evidente expressdo de GLUT-1 na
ponta das papilas em carcinoma ovariano bem/moderadamente
diferenciado, encontrado em nosso trabalho, fato este também relatado por
outros autores (KALIR et al. 2002; WANG et al. 2002; RUDLOWSKI et al.
2004). Uma das possiveis explicacdes esta na existéncia de compartimentos
nas células epiteliais onde as proteinas transportadoras de glicose possam
ancorar se ligando a filamentos corticais presentes nas papilas,
possibilitando o transporte de glicose para dentro da célula (LANGE et al.
2002), o que reflete uma adaptacdo da demanda glicolitica local, devido a
presenca da hipoxia. Esse achado encontra suporte em outros tipos de
cancer onde a imunorreatividade de GLUT-1 estava mais fortemente
marcado no centro do tumor, pobremente diferenciado, aumentando com a
distancia dos vasos sanguineos (HABER et al. 1998).

Adicionalmente, em alguns estudos prévios (GOLDFISCHER et al.
1996) a expressdo de GLUT-1 na regido periapical das papilas de tumores

ovarianos borderlines, bem/moderadamente diferenciados, esta consistente
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com o0 conceito que GLUT-1 possa ser um marcador de progressao
neoplasica, porque esse € um subtipo de tumor ovariano que se acredita ter
um grande potencial de transformacdo maligna. Comparativamente, outros
estudos identificaram a expressdo de GLUT-1 como um marcador de
progressao neoplasica em tumor colorretal (HABER et al. 1998).
Interessantemente, corroborando com 0S nossos resultados
(CANTUARIA et al. 2000; KUROKAWA et al. 2004), indicaram uma
freqUiéncia de expressdo de GLUT-1 maior em tumores serosos do que em

outros subtipos histolégicos de cancer ovariano.

5.2 ASSOCIACAO CLINICO-PATOLOGICA DA EXPRESSAO DE

GLUT-1 E GLUT-3 EM CECP DE BOCA

No presente estudo, utilizamos o método tissue microarray (TMA) para
avaliar uma ampla série de CEC da cavidade oral. A limitagdo mais discutida
da técnica TMA é o tamanho das amostras dispostas nas laminas. Varios
estudos comparando resultados obtidos entre analises de TMA e de cortes
correspondentes dispostos em laminas convencionais mostraram que a
heterogeneidade dos tumores nao influenciava a identificacdo dos
parametros progndsticos. Cada associagdo dos parametros clinicos ou
morfolégicos encontrada nos cortes convencionais, também foi detectada na
andlise de TMA. Outro ponto, é que a observacdo de 2-3 “histo-spots”, pode

representar os padrdoes de expressdo das proteinas vistos na andlise das
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laminas convencionais (KONONEN et al. 1998; KALLIONIEMI et al. 2001;
MOCH et al. 2001).

A questdo se os dados do TMA podem reproduzir analises feitas nos
cortes convencionais, € menos importante do que se as associac¢des clinico-
patolégicas podem ser reproduzidas ou detectadas no TMA. De fato,
estudos prévios de TMA puderam reproduzir inteiramente as associacdes
conhecidas entre as alteracbes moleculares e o fendtipo do tumor (MUCCI et
al. 2000; SIMON et al. 2005).

Para solucionar as potenciais limitacdes do método neste estudo, em
matriz de TMA, para cada caso, dois cores diferentes foram dispostos em
duplicata. Para as reac¢des imunoistoquimicas, selecionamos duas laminas
de TMA para cada anticorpo com nivel de diferenca de pelo menos 40 cortes
entre elas. Portanto, cada caso foi analisado em quatro cores de niveis
diferentes para cada marcador. Acreditamos que desse modo, podemos
analisar a expressao das proteinas em diferentes regides do tumor, quase
idénticas morfologicamente e com boa representatividade.

A série clinico-patologica do presente estudo representa bem o que a
literatura retrata como caracteristica de carcinomas epidermaoides orais. Os
dados sdo semelhantes aos da literatura em relacdo ao género e idade
(HABER et al. 1998; KUNKEL et al. 2003; OLIVER et al. 2004; FILLIES et al.
2005), consumo de alcool e tabaco, localizacdo do tumor primario e
estadiamento dos tumores (KUNKEL et al. 2003; OLIVER et al. 2004;

ECKERT et al. 2005).
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A analise imunoistoquimica das proteinas transportadoras de glicose,
GLUT-1 e GLUT-3 mostraram que 0s carcinomas epidermoides orais
apresentam maior expressao da proteina GLUT-1 do que GLUT-3. Todos os
casos foram positivos para GLUT-1 e estes dados sao similares aos
encontrados na literatura (FUKUMOTO et al. 1988; MELLANEN et al. 1994;
KUNKEL et al. 2003; OLIVER et al. 2004).

O padrao de expressédo de GLUT-1 mostrou um aspecto inusitado que foi
a presenca de coloracdo nuclear em 67 casos, sendo que em quatro deles
foi exclusivamente localizada no ndcleo. O padrdo de membrana observado
em 131/135 casos estudados é o esperado e o descrito na literatura
(KUNKEL et al. 2003). Nao encontramos trabalhos que demonstrassem
padrdo de marcacdo de GLUT-1 em nucleos. Esta marcacéo nuclear foi vista
de forma constante e bem delimitada, como pode ser vista nas figuras do
presente estudo. Ndo se pode desprezar a possibilidade de se tratar de um
artefato, mas como pode ser observado nas figuras apresentadas e pela
constancia dos resultados nas duplicatas, tende-se a acreditar que a
internalizacdo para o nucleo do GLUT pode ocorrer.

A expressdao de GLUT-3 ocorreu em 30 casos, todos de padréao
membranoso e em apenas parte das células. Este resultado € mais dificil de
se comparar com a literatura, pois sdo poucos os trabalhos que estudam
GLUT-3 em tumores humanos. Todos os trabalhos mostram que em
carcinomas a expressdo de GLUT-3 é menos freqtiente do que a de GLUT-
1, mas as freqUéncias desta expressao variam amplamente de acordo com o

sitio primario e entre os trabalhos cientificos. Mesmo quando comparados a
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quantidade de mRNA em carcinomas de cabeca e pescoco, houve maior
quantidade de GLUT-1 do que de GLUT-3 (MELLANEN et al. 1994).

Em carcinomas laringeos, BAER et al. (2002) encontraram maior
frequiéncia de positividade, em 30 casos positivos de 48 estudados. indice
alto foi também publicado por TIAN et al. (2004) que referem expresséo de
GLUT-3 em 16/19 carcinomas epidermoides de boca. Por outro lado,
REISSER et al. (1999) ndo encontraram expressdo de GLUT-3 em 40
bidpsias de carcinomas de cabeca e pescoco. Resultado semelhante foi
apresentado por HIGASHI et al. (1997), ndo encontraram caso positivo de
GLUT-3 em 34 tumores de pancreas. Cumpre realcar que estes autores
trabalharam com anticorpos produzidos no proéprio laboratorio o que pode de
alguma maneira justificar um potencial problema técnico. Uma porcentagem
perto de 20% é bastante proxima da relatada por YOUNES et al. (1997), que
encontraram 61/289 de carcinomas de néo-pequenas células de pulméo. No
mesmo tipo de tumor, MAROM et al. (2001) encontraram positividade para
GLUT-3 em 56% dos casos. A situacao parece ser diferente quando se trata
de tumores astrociticos, onde GLUT-3 €& mais freqiente e em maior
quantidade que GLUT-1 (NISHIOKA et al. 1992). O mesmo foi observado em
casos de linfomas nédo-Hodgkin, onde GLUT-3 é preferencialmente expressa
em relacdo a GLUT-1 (AYALA et al., dados nédo publicados).

A analise de associacéo entre a expressao de GLUT-1 e GLUT-3 e as
caracteristicas clinico-patologicas foram realizadas no presente estudo,
enfatizamos as seguintes variaveis: género, consumo alcodlico,

estadiamento clinico e embolizacéo vascular. Dessa forma, foram verificadas
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diferencas estatisticamente significativas da proteina GLUT-1 relacionada ao
género dos pacientes. Quando analisadas de acordo com o padrdo de
expressao encontramos uma significancia estatistica (p=0,017) com GLUT-1
agrupado (M,M/N e N) e quando estratificado em numero de células
marcadas e padrao (p=0,008). De acordo com nossos resultados, 0 sexo
masculino apresentou freqiientemente maior imunorreatividade para GLUT-
1. Contudo, ndo existem dados na literatura que tenham relatado a
existéncia dessa associacdo e que possam fornecer alguma explicacédo
bioldgica para esse comportamento.

No presente estudo, foi-se observado casos positivos para a
expressao protéica de GLUT-1 em todas as formas de classificacdo do
padrdo da sua expressao. Interessantemente, as formas mais homogéneas
de marcacdo de membrana e nuclear mostraram serem mais frequentes em
pacientes que consumiam alcool. Embora, esses achados ndo encontrem
reforcos na literatura, € sabido que um dos fatores de risco para se
desenvolver o cancer de cabeca e pescogo é o consumo de alcool e tabaco
(NABER e WOLFE 2001).

A presenca homogénea da imunorreatividade de GLUT-1 nesses
casos citados acima mostrou que o numero de células marcadas € mais
importante do que a localizacdo da expressdo dessa proteina na célula,
sugerindo mais uma vez a relacdo dela com a agressividade tumoral.

A existéncia da associacdo estatistica significativamente positiva
entre 0 consumo de alcool e sexo masculino (p=0,0001), em consonancia

com outro estudo (ANTUNES et al. 2003), confirmando 0s nossos proprios
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resultados, onde o sexo masculino mostrou ser o maior fator de risco para
expressao aberrante da proteina GLUT-1.

De acordo com a frequéncia, a proteina GLUT-1 apresentou uma
associacao estatistica positiva em relacéo ao estadio clinico (p=0,028), onde
mostrou uma marcacao mais homogénea com o estadio avancado do tumor
(lI/IV). Tais achados encontram reforcos na literatura em outros tipos de
tumores (TOHAMA et al. 2005).

De acordo com nossos resultados, a expressdo de GLUT-1 néo
mostrou associacao estatistica com a embolizacdo vascular. Ja a expressao
da proteina GLUT-3 apresentou uma significancia estatistica com essa
variavel (p=0,005). Esses dados ndo encontram suporte na literatura.

No presente trabalho, a expressdo de GLUT-3 se mostrou
inversamente proporcional com o estadio clinico do tumor primario, onde em
casos negativos para essa proteina foram mais freqlientes em tumores mais
avancados (Ill/1V). Tais dados sdo consonantes com alguns trabalhos da
literatura (BAER et al. 2002; YASUDA et al. 2005).

Foi observada uma diferenca estatisticamente significativa entre a
embolizacdo vascular e o estadio clinico, onde apresentou uma maior
propor¢cao de invasao vascular presente nos casos mais avancados (llI/1V).
Tais dados ndo encontram apoio na literatura.

N&o foi observada diferenca significativa entre a expressdo dos
marcadores estudados nesse trabalho (p=0,059), concordante na literatura
(MAROM et al. 2001). Apesar disso, foi observada uma tendéncia a

significancia estatistica na associacao entre GLUT-1 e GLUT-3 em relacéo a
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ao numero de células marcadas para GLUT-1, em casos positivos para
GLUT-3 ocorreram com mais freqiiéncia em marcacdo mais homogénea de
GLUT-1.

N&o foi analisado o grau histolégico desses tumores de CECP feitos
TMA, pois se acredita ndo ser uma variavel significante para as correlacdes
estatisticas com as caracteristicas clinico-patolégicas da neoplasia
estudada.

Tem sido de grande interesse analisar a associacdo entre a
expressdo de GLUT-1 e o progndéstico em tumores humanos (BROWN et al.
1993; MENSCH et al. 2002). BARBER (1993) indicou que a elevada
expressdo de GLUT-1 pode ser um fator de pior progndéstico independente
em cancer de célon, similar com nossos achados em relacdo ao CECP oral.

Atraveés de analises estatisticas de nossos dados, foi constatada uma
associacado estatisticamente significativa entre a expressdo de GLUT-1 e
GLUT-3 em relacdo a sobrevida global. Nossos resultados apresentaram
uma menor sobrevida quando a expressdo de GLUT-1 foi homogénea e
presente na membrana e no nucleo das células, concordando com HABER
et al. (1995), que usando tumores de colorretal, onde a expressao de GLUT-
1 influenciou negativamente as curvas de sobrevida global, sugerindo a
utilizacdo desse marcador como indicador de pior progndéstico, porém,
diferindo de outros autores (KUNKEL et al. 2003).

Em relacdo a andlise estatistica dos dados de GLUT-3, observamos
que quando 0s pacientes apresentaram positividade para essa proteina,

estavam associados com uma baixa sobrevida global, e também menor
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sobrevida livre de doenca, concordando com outros dados encontrados na
literatura (BAER et al. 2002).

Um prévio estudo similar ao nosso em cancer de cérvix uterino,
também demonstrou uma dissonancia entre a expressdo de GLUT-1 e
sobrevida livre de doenca encontrada em nossos resultados (AIRLEY et al.
2001), ou seja, ndo verificaram associacao estatistica entre eles. JaA em
KATO et al. (2002), encontramos achados que suportam nossos resultados,
onde o0s casos positivos para GLUT-1 apresentaram pior sobrevida global.

Da mesma forma que os achados de OLIVER et al. (2004), nossos
resultados encontraram relacdes significantes estatisticamente entre a
expressdo de GLUT-1 e a sobrevida global, mas ndo encontramos relacéo
significativa com a sobrevida livre de doenca.

Alguns estudos tentando entender o mecanismo metabdlico dos
tumores usaram similarmente ao nosso trabalho, marcadores de hipdxia, a
qual diminiu a resposta a quimioterapia (BERNIER et al. 2000). Estudos na
literatura sugerem que a expressao de GLUT-1 em cancer CECP oral pode
indicar a necessidade de quimioterapia neoadjuvante (NOGUCHI et al.
2000). Assim como a proteina GLUT-1 (um potencial marcador de hipdxia) a
hipoxia tem sido demonstrada estar relacionada com progressao da doenca
em carcinoma de cérvix (HOCKEL et al. 1996).

Em relacéo a proteina GLUT-3, foi observada ter uma expressao mais
restrita do que GLUT-1 em células malignas, concordando com outros
autores (YOUNES et al. 1996; BAER et al. 2002) onde relataram que

significativamente poucos tumores mostram expressao de GLUT-3.
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Segundo OLIVER et al. (2004), a consistente presenca da expressao
de GLUT-1 nas camadas epiteliais escamosas normais demonstra que essa
proteina € um indicador prognostico ineficiente. Em nossos resultados,
mostraram que em tumores da cavidade oral, a imunoexpressédo de GLUT-1
ocorreu distante da camada epitelial normal, ou seja € mais superficial,
sugerindo relacdo com diferenciagcdo e processo de invasao do tumor,
porém, quando a GLUT-1 esta expressa no centro do tumor, distante dos
vasos sanguineos, suspeita-se da sua participacao na inducéo da hipoxia do
tumor.

Segundo nossos resultados, as expressdes das proteinas GLUT-1 e
GLUT-3 sao indicadores significativos de prognostico para o6bito. Esses
achados sdo semelhantes aos encontrados em estudos anteriores
(YOUNES et al. 1996; KUNKEL et al. 2003; DE SCHUTTER et al. 2005), que
demonstraram a presenca de GLUT-3 em carcinoma de pulméo, mostrando
uma associacdo com uma pior sobrevida, o que faz inferir que a expressao
de GLUT-3 sugere a formacao de novos e mais agressivos clones de células
tumorais. Discordando, portanto, de outros autores que encontraram que a
expressdo dessa proteina, GLUT-1, ndo € significante fator prognostico
(BAER et al. 2002).

Quando avaliada a expressao imunoistoquimica de GLUT-1 e GLUT-3
em relacdo aos resultados clinicos dos pacientes com CECP oral,
encontramos que em ambas as analises de sobrevida, tanto univariada
quanto multivariada, a expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 foram fatores

preditivos de baixa sobrevida, esse dado foi confirmado na literatura (BAER
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et al. 2002) e também com estudos de outros tipos de tumores solidos
(JUAREZ et al. 1997; CHANG et al. 2000; KAWAMURA et al. 2001; KUNKEL
et al. 2003).

Os achados nesse presente estudo surpreendem nossa prévia
hipotese por indicar que em CECP oral a detec¢cdo da imunorreatividade de
GLUT-3 tem mais sérias implicacdes em tumores no progndéstico do paciente
do que a proteina GLUT-1, o que poderia ajudar num melhor tratamento
para esses pacientes. Esse dado se assemelha com dados de outros
estudos anteriores (BAER et al. 2002) que observaram a associacdo da
expressao de GLUT-3 com pior prognostico de pacientes com CECP.

A expressdo de GLUT-3 se apresentou positiva predominantemente
em tumores pouco diferenciados, sugerindo estar ligado a agressividade
tumoral e confirmado no presente trabalho quando mostrou uma pior
sobrevida. Tais resultados encontram respaldo na literatura (BAER et al.
2002; KUNKEL et al. 2003; TIAN et al. 2004).

Dois mecanismos podem explicar a ativacdo da expressao génica de
GLUT-1 em CECP oral e em outras neoplasias. Primeiro, a glicolise
aumentada e a concomitante expressao protéica de GLUT-1 pode ser um
quadro constitutivo do fenotipo maligno em muitos canceres. Isso é
consistente com observacgdes feitas em estudos de transformacao de cultura
de células com oncogenes RAS ou SRC, por induzirem a captacéo
aumentada de glicose e a expressao da proteina GLUT-1 (BIRNBAUM et al.
1987; FLIER et al. 1987). Segundo, o local da hipéxia no meio ambiente do

tumor pode resultar em um aumento adaptativo no metabolismo glicolitico e



90

na expressdo de GLUT-1 (HABER et al. 1998; CHEN et al. 2003). Essa
altima observacdo foi similar aos nossos achados, onde encontramos a
expressdo de GLUT-1 predominando na periferia  de tumores
bem/moderadamente diferenciados.

Em relacédo a expressdo imunoistoquimica de GLUT-3, foi ausente em
78,9% dos casos aqui estudados. Interessantemente, observamos que a
mortalidade para esses casos de tumores sem marcacdo de GLUT-3 foi
maior que aqueles com positividade para essa proteina. Tais dados se
assemelham com estudos na literatura (HABER et al. 1998; YOUNES et al.
1997; TIAN et al. 2004).

Na analise multivariada, apenas as variaveis: estadio clinico,
embolizacdo vascular e expressdo positiva de GLUT-1 e GLUT-3
permaneceram como fatores prognaosticos independentes. Adicionalmente, o
risco relativo de recorréncia para pacientes com estadio clinico avancado é
3,3 vezes maior que os pacientes com estadio clinico precoce (p=0,006).

Nos casos com expressao positiva na membrana e no nucleo de
GLUT-1, o risco de morte é de 2,066 vezes maior do que para pacientes
com expressao positiva s6 na membrana das células (p=0,006). Em relac&o
ao risco de morte de pacientes com expressao positiva de GLUT-3 na
membrana é de 1,933 vezes mais que em pacientes com auséncia dessa
expressao (p=0,018). Essa significancia sugere a utilizacdo dessas proteinas
como potenciais valores preditivos para CECP oral e também para outras
neoplasias (HABER et al. 1998; FURUDOI et al. 2001; YASUDA et al. 2005).

Tem sido reportado recentemente que a expressado de GLUT-1 e/ou GLUT-
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3, associa-se com pior prognostico e com agressividade tumoral em
carcinoma de pulméo, bexiga e CECP (YOUNES et al. 1997; BAER et al.
1997; JUAREZ et al. 1997). Segundo esses autores citados anteriormente, 0
aumento da extensdo da intensidade, assim como a presenca de
positividade no ndcleo das células nesses tumores, provavelmente reflete
um grande aumento do metabolismo glicolitico em tumores malignos.

A embolizacdo vascular presente nos casos estudados nesse
trabalho, apresentou risco de morte de 2,165 vezes mais que em pacientes
com auséncia de invasdo vascular (p=0,003). A expressdo de GLUT-1 e
GLUT-3 ndo apresentaram alguma associacdo estatisticamente significativa
com outras variaveis como: raca, consumo de tabaco, sitio primario, nimero
de linfonodos comprometidos, ruptura capsular e infiltracdo perineural,
concordando com outros estudos em diferentes tipos de tumores (YASUDA

et al. 2005; ECKERT et al. 2005).
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CONCLUSOES

Visto que o presente trabalho usou 2 grupos distintos para casuistica.

Primeiramente, nos referiremos aos pacientes submetidos ao exame de Pet-

Scan, concluimos que:

1)

2)

3)

H& uma boa concordancia entre a expressao imunoistoquimica de
GLUT-1 e a deteccdo de tumores recidivados pelo Pet-Scan em
carcinomas da cabeca e pescoc¢o e do ovario;

O exame de Pet-Scan independe da expressao de GLUT-1 para a
deteccdo de tumor, portanto, essa proteina ndo influencia na analise
desse exame de imagem,;

Aparentemente a expressao ou nao da GLUT-3 nao influencia na
acuracia do exame de Pet -Scan em carcinomas da cabeca e

pescoco e do ovario.

Posteriormente, através da analise da expressao das proteinas, GLUT-1 e

GLUT-3, em CECP da boca pela técnica de imunoistoquimica analisadas

nesse presente estudo, concluimos que:

1)

2)

3)

A expressdo imunoistoquimica de GLUT-1 € mais frequente que a de
GLUT-3 em carcinoma epidermdide da boca;

A presenca da expressao de GLUT-1 nuclear se associa com o maior
consumo de alcool e pior sobrevida global;

A expressao de GLUT-3 é fator preditivo de pior sobrevida livre de

doenca.
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ANEXOS




Anexo 1 - Ficha de levantamento de prontuarios

Fundacéo Antdnio Prudente — Hospital A. C. Camargo

Critérios de Inclusédo Critérios de Exclusdo

Sem tratamento prévio Tratamento prévio

Carcinoma Epiderméide Outros tumores de CP previamente
Lingua oral , gengiva superior , gengiva inferior, soalho bucal, palato duro, Tumores multiplos simutaneos
regido jugal, sulcos bulco-alveolares, area retromolar Outras histologias ou sem AP
Qualquer T e qualquer N M1

Cirurgia como tratamento inicial RT ou QT prévias

IDENTIFICACAO E DADOS DEMOGRAFICOS

1. NOmero do estudo: s I[NNI
2. RGH: e —————— I[NNI
3. Idade: ANOS <.ttt b e [T
4. Sexo: (1) Masculino  (2) FEMININO .....oooiiiiiiie e [1]
5. Raca: (1) Branca (2) Amarela (3) Negra (4) Outra e []
6. Residéncia: (1) Capital (2) Outra cidade de Sdo Paulo (3) Outro estado .........ccccceeevevevieveevennnnn, []
HISTORIA CLINICA

7. Tempo de histdria: meses (999 se desconhecido) .......cccveeveveviivciieiesie e []

8. Queixas: (1) Somente do tumor primario (2) Somente metéastase (3) Ambos (9) Desconhecido ... [ ]

9. Bidpsia prévia: (0) Ndo (1) Priméario (2) Linfonodo (3) AMDOS ........ccccevevvevieiviieiene e []

10. Histdria familiar de cancer: (0) Nao (1) Pais (2) Irméos (3) Outro parentes (9) Desconh. [ 1[ 1[ ]

11. Tabagismo: (0) Ndo (1) + (2) ++ (3) +++ (4) ++++ (9) Desconhecido .......ccccvvevevveveivreienennnn, [1]

12. Etilismo: (0) Ndo (1) + (2) ++ (3) +++ (4) ++++ (9) Desconhecido .......ccccevvevrivrvnnrnsesinienens []

LOCO-REGIONAL

13. Local do tumor: (1) ponta de lingua  (2) corpo de lingua (3) ponta e corpo de lingua (4) sulco pelve-lingual  (5)

soalho (6) gengiva inferior  (7) retromolar ..........c.cccoveivieiincnienee []

14. Extensdo do tumor: (0) Ndo (1) lingua (2) soalho (3) gengiva (4) retromolar (5) labio (6) jugal (7) palato
(8) 10Ja MG ....veieee ettt [N

15. Linha média: (1) distal >1cm (2) distal <1cm (3) chega (4) ultrapas. <lcm (5) ultrapas. >1cm ...[ ]

16. Tipo de lesdo: (1) Ulcero-vegetante (2) Ulcero-infiltrativa (3)Outra ..o, [1]

17. Diametro da aproximado da leséo: (o 1. RSP [11]

18. Niveis de linfonodos ipislat. N+ clinicamente: (O) Nao () I QUG M @OIVE VI LN I ]

19. Diametro do maior linfonodo ipislat. +: CM (0) SE N- oo [11]

20. Niveis de linfonodos contralat. N+ clinical.: (0) Nao () I ) U @)@ IVE)VI T I I ]

21. Didmetro do maior linfonodo contralat. +: M (0) SE N- oo [11

22. Mobilidade dos linfonodos: (1) Méveis (2) diminuicdo da mobil. (3) fixacao superf. (4) fixacao prof.
............................................................................................................................................. []

23. Estadio T (atualizar UICC 87): (1) T1(2) T2 (3) T3 (4) T4 (9) TX veoeveeevreeieeireeseinsiesesesesnenns [1

24. Estadio N (atualizar UICC 87): (0) No (1) N1 (2) N2a (3) N2b (4) N2c (5) N3 (9) NX ....cevvnneee []
CIRURGIA

25. Data da cirurgia: / OO OSSO PO PP PRURTRTR PO I | |

26. Cirurgia tumor primario: (1) Glossectomia parc. (2) Hemiglossect. (3) Pelveglossect. (4) Pelve(gl.)mand. marg. — Pull



(5) Pelve(gl.)mand. sec. — Com. (6) Retrom. (7) Retrom. Ampliada...[ ]

27. Esvaz. cervical ipislat.: (0) Ndo (1) ESOH (2) ECR (3) ECRM(XI) (4) ECRM (XI+VJ)) ........... []
28. Esvaz. cervical contral. (simult.): (0) Néo (1) ESOH (2) ECR (3) ECRM(XI) (4) ECRM (XI+VJ)) [ ]
29. Esvaz. Cervical: (0) Ndo (1) Monobloco (2) DibIOCO .......ccoeviiiriiiiiiiicee s [1]
30. Ampliacéo do esvaz. Cervical: (0) Néo (1) pele (2) car6tida (3) hipoglosso (4) vago (5) Outros

31. Reconstrucao: (0) Ndo (1) lingua (2) outro retalho local (3) Mc Gregor-frontal (4) Backanjian- deltop. (5) mioc.
peitoral maoior (6) mioc. peitoral menor (7) outro miocut. (8) microcirdrgico

32. Complicacdes imediatas: (0) Ndo (1) infeccdo (2) necrose de retalhos (3) fistula oro-cerv. (4) ruptura da carétida (5)
fistula quilosa (6) infeccéo resp. (7) outra LI
33. Data da alta hospitalar: / L e ————————————— [ U I 1

RADIOTERAPIA POS-OPERATORIA

34.Datadeinicio: [/ /| (0/0/0 SE NEO TEZ) ..covevveeviiciii e [ I I 1
35. Aparelho: (0) N&o fez (1)Ortov. (2) Cesium (3) Cobalto (4) Al ..oocvovevieieeecee e []
36. Dose do campo cervico-facial: Gy (056 N0 T€Z) vvvvvveeeceeeee e, [11
37. Dose em fossa ipislat.: GY (056 NA0 TEZ) vvcvvvvvviveceeceee e [ 1]
38. Dose em fossa contralat.: GY (05 N0 TEZ) ..ocvvieeieieeeeeee e L]
39.Datadofinal: _ /[ (0/0/0 S€ NAO TEZ) ..ceovvvieirieiieiieeseeeeee e I | O |

ANATOMOPATOLOGICO DA PECA DA CIRURGIA INICIAL

40. NUMEro do AP: I[NNI
41. Histologia do primario: (1) CEC | (2) CEC Il (3) CEC Il (4) CEC SOE (5) CA indef. .............. []
42. Embolizacéo vascular: (0) Nao (1) linfatica (2) sangiiinea (3) ambas (4) “presente” (9) Ign. .....[ ]
43. Infiltracdo perineural: (0) N&o (1) presente (9) igNOrado .........cccccovreiirininienene e []
44, Margens: (0) livres (1) proximas (< 0,5 cm) (2) comprometidas (9) ign. .....ccocvevvvivieveriniienerienns []
45, Espessura: mm (999 se ndo relatado) .......cccceevvevevcieiiirein, []
46. NUmero de linfonodos comprometidos ipislat. : (99 se ndo esvaziado) ....[ ]
47. Numero de linfonodos dissecados ipislat. : (99 se ndo esvaziado) .[ 1[ 1[ ]
48. Nivel de linfonodos comprom. ipislat. : (O) N- (1)1 )11 ) I 4) 1V (B5)V (9)ign./ndo

L)Y TSRO [N
49. Numero de linfonodos comp. contral.: mm (99 se ndo esv.) ............ []
50. NUmero de linfonodos dissecados contralat.: mm (999 se ndoesv.) ...[ 1[ 1[ ]
51. Nivel de linfonodos comprom. contralatet. : (O) N- (1)1 ()11 @)1l @) IV (5)V (9) ign./ndo esv.

..................................................................................................................... [N



EVOLUCAO

52. Data da primeira recidiva: / / (0/0/0 58 NAO0 T€Z) ..veveveecieree e, [ 1
53. Locais de recidiva: (0) ndo teve (1) local (2) pescoco ipisi. (3) pescoco contra. (4) pulmdo (5) osso (6) figado (7)
outras distancias (8) recidiva, local ign. (9) ignorado- perdido de vista assintomatico < 5 anos

............................................................................ [T

54. Data de diagndstico do segundo tumor primario: _ / /  (0/0/0sendofez)...[ 1[ 1 1

55. Local do segundo tumor primario: CID-0 (Osendoteve)...[ MMM M 1 1

56. Data da Ultima informagdo objetiva de segmento: _ /| e [ T I 1

57. Status: (1) Vivo s/ doenca  (2) Vivo com doenca (3) Morte pés-op  (4) MOCA  (5) Obito p/ out/causas

(6) Perdido de vista (definicdo: Para pacientes com menos de 5 anos de seguimento todos os que
deixaram de retornar por um periodo igual ao dobro estipulado. Pacientes assintomaticos perdidos apos 5 anos devem ser

classificados COMO VIVOS 000) ......cceiiiieiieiieiiictise e ete et te st sttt se e testestesbesbesbesbe st e aetessesaeeteseesrenrenreses []

Para pacientes perdidos de vista: Anotar nome, endereco e telefone.
Entregar o prontuario aos responsaveis pela convocacgéo de pacientes desta lista, diariamente.

Coletador de Dados:

Fonte: Kowaski (1996)



Anexo 2 — Método para realizacédo da técnica de imunoistoquimica.

Fonte: Hospital do Cancer A C Camargo

Em todos os casos, inicialmente, foi feita a desparafinizacdo dos

cortes de 3um de espessura em trés banhos de xilol, por 5 minutos cada,

seguido por quatro passagens em etanol 100%, 95%, 80% e 70%, por 30

segundos, em temperatura ambiente.

2.

10.

Recuperacéo antigénica:
Lavar em agua corrente, por 5 minutos.
Bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio (H20,
10 vol), com 3 trocas de 5 minutos cada.
Lavar em agua corrente, por 5 minutos.
Bloqueio das proteinas:
GLUT-1 E GLUT-3- bloqueador de proteina Preotein Block Serum-

Free (DAKO, X0909,Denmark)
Incubacéo das laminas com o anticorpo primario diluido em diluente
(DAKO, GLUT-1 and Lab Vison Corporation- GLUT-3), em titulo pré-
estabelecido, por 2 horas, em temperatura ambiente.
GLUT-1- 1:500, titulo padronizado no préprio laboratdrio.
GLUT-3- 1:400, titulo padronizado no proprio laboratério.
Lavagem individual das laminas, com tampédo PBS, seguida por 3
trocas do mesmo tampéao, de 5 minutos cada.
Incubacdo com o anticorpo secundério biotinilado:
Lavagem individual das laminas, com tamp&do PBS, seguida por 3
trocas do mesmo tampéo, de 5 minutos cada.
Incubacédo com o complexo streptavidina-biotina peroxidase:

e GLUT-1 E GLUT-3- Kit LSAB+ peroxidase (DAKO, K0690,

Denmark), em temperatura ambiente, por 20 minutos.

Lavagem individual das laminas, com tampdo PBS, seguida por 3

trocas do mesmo tampéao, de 5 minutos cada.



11. Incubar as laminas em solugcdo de 3,3' Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride do kit Liquid DAB + Subtrate (DAKO, K3468,
Denmark) diluido 1:50, em temperatura ambiente, por 5 minutos.

12. Lavagem em agua corrente, por 5 minutos.

13. Contracorar com Hematoxilina de Harris, por 2 minutos e diferenciar
imergindo 2 vezes em solucdo contendo agua e acido cloridrico ou
agua amoniacal (solucdo de hidroxido de aménio 9,5%), seguida por
lavagem em agua corrente, por 5 minutos.

14. Desidratacdo das laminas em etanol 80, 95 e 100% e xilol, em
passagens sucessivas.

15. Montagem das laminas em Entellan neu (MERCK, 1.07961,
Germany).

As reacdes sempre foram acompanhadas de controle positivo, em
tecido sabidamente positivo para o anticorpo testado e dois controles
negativos. O primeiro deles foi realizado pelo ndo uso do anticorpo primario
e 0 segundo, através da retirada do anticorpo secundario durante os passos
da reacéo.

Os anticorpos primarios utilizados foram contra GLUT-1 e GLUT-3,
ambos comerciais. O anticorpo contra GLUT-1 utilizado foi o de fabricacéo
da DAKO (Carpinteria, USA). O anticorpo utilizado é policlonal MYM contra a
proteina GLUT-1 (Dako Cytomation®). A reatividade desse anticorpo é
positivamente controlada pela expressdo na membrana celular de eritrocitos
em tecidos normais e neoplasicos os quais foram usados como controles
internos positivos. A proteina GLUT-1 tem sido localizada em microvasos do
cérebro, trofoblastos placentais, tabulos renais e células do centro

germinativo em tecido linféide reativo.



Para a proteina GLUT-3 se utilizou o anticorpo policlonal (Lab Vision
Corporation), produzido a partir de peptideo sintético da porcéo terminal-C
da proteina. Como controle positivo foram usados cortes de placenta e
testiculo, respectivamente. Este anticorpo € detectavel em poucas células
normais do tipo espermatides em testiculos com espermatogénese ativa,
membrana de trofoblastos placental e neurbnios. GLUT-3 também é
detectavel em céanceres humanos, incluindo ovério, pulméo e testiculos.
Para validar as reacfOes imunoistoquimicas utilizamos como controles

internos positivos as células inflamatdrias adjacentes ao tumor.



