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RESUMO

Sousa EA. Linfangiogénese em carcinoma epidermdide oral e
associagdao com caracteristicas clinicopatolégicas. Sao Paulo; 2012.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O carcinoma de cabeca e pescogo € o quinto tumor mais comum em todo o
mundo, sendo 90% das neoplasias orais correspondentes a carcinomas de
células escamosas (ou carcinoma epidermoide). Os principais tratamentos
para pacientes com carcinoma epidermoéide de cabeca e pescog¢o sao
cirurgia e radioterapia. Apesar dos avangos nas técnicas cirurgicas, em
quimioterapia e radioterapia, a taxa de sobrevida de 5 anos ndo melhorou
significativamente nas duas ultimas décadas, sendo que a taxa de
recorréncia do carcinoma oral varia de 18 a 76% nos pacientes submetidos
ao tratamento padrdo. Muitos fatores clinicos e patolégicos tém sido
associados a recorréncia local do carcinoma oral, tais como estadio da
doencga, metastases em linfonodos, invasao perineural e vascular, grau
histoldgico, género, idade e local do tumor. O acometimento de linfonodos é
o fator prognéstico mais importante para sobrevida de pacientes com
carcinoma de cabeca e pescogo. A linfangiogénese é o crescimento de
novos vasos linfaticos por um processo de multiplos passos similar ao da
angiogénese: migracdo de células endoteliais, proliferagdo e rearranjo,
associado a degradacéo, reconstrugdo e produgdao de matriz extracelular.
Contudo, o mecanismo inicial para a proliferagao linfatica ainda nao esta
estabelecido. Diversos estudos tém analisado linfangiogénese por meio de
imunoistoquimica em diversos tipos tumorais, mas os resultados sé&o
controversos. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de
marcadores de linfangiogénese em amostras de pacientes portadores de
carcinoma epidermdide oral por imunoistoquimica utilizando-se os
marcadores VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40, e integrina-B1 e associar a

expressdo desses marcadores com caracteristicas clinicopatolégicas dos



tumores. Foram selecionados 52 pacientes portadores de CEC de cavidade
oral e 30 linfonodos comprometidos por tumor correspondentes a 21 desses
pacientes. As proteinas VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 foram
predominantemente negativas: a proteina VEGF-C foi positiva em 16
(38,8%) pacientes e negativa em 32 (61,2%) e positiva em 06 (23,0%)
linfonodos e negativa em 14 (77,0%). A proteina VEGF-D foi positiva em 02
(4,0%) pacientes e negativa em 50 (96,0%) e positiva em 01 (0,3%)
linfonodo e negativa em 20 (99,7%). A proteina VEGFR3 foi positiva em 07
(18,8%) pacientes e negativa em 40 (81,2%) e positiva em 07 (30,7%)
linfonodos e negativa em 10 (69,3%). J& a proteina integrina-g1 foi
predominantemente positiva: 45 (90,0%) pacientes apresentaram
positividade e 05 (10,0%) auséncia de expressdo e 13 (65,0%) linfonodos
foram positivos e 07 (35,0%) negativos. A expressao da proteina D2-40 foi
avaliada no equipamento ACISIII. As regides peritumorais foram delimitadas
manualmente (10 areas por lamina) e a contagem de vasos foi realizada
utilizando-se o algoritmo MVD. A média do numero de vasos no tumor foi de
0,000661291 e nos linfonodos foi de 0,000519792. A média da area dos
vasos no tumor foi de 0,601975065 e no linfonodo foi de 0,388945956,
sendo observada positividade nas amostras provenientes de todos os
pacientes. Nao foram observadas associagdes entre a expressado das
proteinas VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 e caracteristicas clinico-patoldgicas:
parece haver uma associagao entre a expressao das proteinas integrina-f31
no tumor, D2-40 (area dos vasos) nos linfonodos e tumores em estadio
avancgado. Ndo houve associacdo da expressdo dessas proteinas quando
comparada a expressao no tumor e linfonodo comprometido por tumor.
Contudo, foi observada uma associagao entre maior densidade de vasos
linfaticos e auséncia de expressao de VEGFR3 no linfonodo comprometido
por tumor. Com relacdo a analise de sobrevida, ndo foi observada
associacao da expressao das proteinas VEGF-C, VEGF-D, VEGFRS3, D2-40
e integrina-B1 e as taxas de sobrevida cancer especifica e livre de doenca.
Considerando-se as variaveis clinico-patolégicas, foi observada uma

diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de sobrevida céancer



especifica entre os pacientes com estadiamento clinico/patoldgico
inicial/avangcado e também pacientes portadores de tumores com e sem
invasdo perineural, fatores que ja sdo avaliados na determinacdo do

progndstico dos pacientes.



SUMMARY

Sousa EA. [Lymphangiogenesis in oral squamous cell carcinoma and
association with clinicopathological characteristics]. Sdo Paulo; 2012.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Head and neck cancer is the fifth-most prevalent cancer worldwide and
squamous cell carcinoma (SCC) constitutes at least 90% of all oral
malignancies. The main treatments for patients with head neck SCC are
surgery and radiotherapy. Although the advances in surgical techniques,
chemotherapy and radiotherapy, the 5-year survival rate has not improved
significantly in the last two decades, being the rates of recurrence of oral
carcinoma ranging from 18 to 76% in patients undergoing standard
treatment. Many clinical and pathological factors have been associated with
local recurrence of oral carcinoma, such as stage of disease, metastases in
lymph nodes, perineural invasion. Lymph node involvement is the strongest
prognostic factor for head and neck patients. Lymphangiogenesis is the
growth of newly formed lymphatic vessels by a multiple-step process similar
to that of angiogenesis: endothelial cell migration, proliferation and
rearrangement, along with degradation, reconstruction and production of
extracellular matrix. However, the exact initiating mechanism for lymphatic
proliferation is not established yet. Several studies have examined
lymphangiogenesis by means of immunohistochemistry in several tumor
types. However, the results are controversial. The goal of this study was to
investigate the presence of VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40, and
integrin-B1 in samples from patients with oral squamous cell carcinoma by
immunohistochemistry and associate the expression of these proteins with
clinicopathological characteristics of the tumors. Fifty-two oral squamous cell
carcinoma patients and 30 lymph nodes (from 21 out of the 52 patients) were
selected. VEGF-C, VEGF-D and VEGFR3 were predominantly negative:
VEGF-C protein was positive in 16 (38.8%) patients and negative in 32



(61.2%) and positive in 06 (23.0%) lymph nodes and negative in 14 (77.0%).
VEGF-D protein was positive in 02 (4.0%) patients and negative in 50
(96.0%) and positive in 01 (0.3%) lymph node and negative in 20 (99.7%).
VEGFR3 protein was positive in 07 (18.8%) patients and negative in 40
(81.2%) and positive in 07 (30.7%) lymph nodes and negative in 10 (69.3%).
Integrin-B1 protein was predominantly positive: 45 (90.0%) patients were
positive and 05 (10.0%) were negative and 13 (65.0%) lymph nodes were
positive and 07 (35.0%) negative. The expression of D2-40 protein was
evaluated using and automated cell imaging system (ACISIII). Peritumoral
regions were manually delineated (10 fields to slide) and the vessels count
was performed using the algorithm MVD. The mean number of vessels in the
tumor was 0.000661291 and 0.000519792 in lymph nodes. The mean area of
the vessels in the tumor was 0.601975065 and 0.388945956 in lymph nodes.
Positivity for D2-40 was observed in all patient samples. No associations
were observed between the expression of VEGF-C, VEGF-D and VEGFR3
and clinicopathological characteristics: there seems to be an association
between the expression of B1-integrin proteins in the tumor, D2-40 (vessel
area) in the lymph nodes with advanced tumors. There was no association
between the expression of the proteins in the tumor and in the lymph nodes.
However, we observed an association between higher density of lymph
vessels and absence of expression of VEGFR3 in the lymph node. Cancer-
specific and disease-free survival rates were not statistically different
between the patients with positive or negative expression of VEGF-C, VEGF-
D, VEGFRS3, D2-40 and integrin-B1. Considering the clinical and pathological
characteristics, we observed a statistically difference between cancer-specific
survival rates between patients with early/advanced clinical/pathological
stage of the disease and in patients with/without perineural invasion, factors

that are already assessed in determining the prognosis of patients.
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1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

O carcinoma de cabeca e pescoco € o quinto tumor mais comum em
todo o mundo, sendo 90% das neoplasias orais correspondentes a
carcinomas de células escamosas (ou carcinoma epidermdide)
(HARDISSON 2003; JEMAL et al. 2006; PEREZ-SAYANS et al. 2009). O
carcinoma oral € o oitavo mais incidente no mundo, incluindo os tumores de
labio e de cavidade oral (mucosa bucal, gengivas, palato duro, lingua oral,
assoalho da boca e retromolar) (MASSANO et al. 2006). Estimativas do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2012 indicam a
ocorréncia de 14170 pacientes no Brasil sendo, 9990 pacientes homens e
4180 mulheres (Ministério da Saude 2011). Esses valores correspondem a
um risco estimado de 10 novos pacientes a cada 100 mil homens e 4 novos
pacientes a cada 100 mil mulheres.

Os principais tratamentos para pacientes com carcinoma epidermoéide
de cabega e pescogo sdo cirurgia e radioterapia (MENDENHALL et al.
2006). Apesar dos avangos, com novas técnicas cirurgicas, quimioterapia e
radioterapia, ndo mostraram significativamente uma melhora na sobrevida
em 5 anos nas duas ultimas décadas (SOTIRIOU et al. 2004), sendo que a
taxa de recorréncia do carcinoma oral varia de 18 a 76% nos pacientes que

sdo submetidos ao tratamento padrédo (RODRIGO et al. 2005; DE AGUIAR



et al. 2007). Muitos fatores clinicos e patolégicos tém sido associados a
recorréncia local do carcinoma oral, tais como estadio da doencga,
metastases em linfonodos, invasao perineural, entre outros (MASSANO et
al. 2006; DE AGUIAR et al. 2007). A disseminagao metastatica destes
tumores usualmente ocorre via sistema linfatico. A presenga de metastase
linfonodal € o fator progndstico mais importante e reduz significantemente a
sobrevida de pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco
(LEEMANS et al. 1994; DIAS et al. 2001; LIM et al. 2004; FERLITO et al.

2006; ZHANG et al. 2010).

1.2 LINFANGIOGENESE

A linfangiogénese & o crescimento de novos vasos linfaticos por um
processo de multiplos passos similar ao processo da angiogénese: migragéo
de células endoteliais, proliferagdo e rearranjo, associado a degradagao,
reconstrucdo e producdo de matriz extracelular. Contudo, o mecanismo
inicial para a proliferagdo linfatica ainda néo esta estabelecido (WALSH et al.
2007; ZHANG et al. 2010).

Anteriormente, muitos pesquisadores acreditavam que tumores nao
poderiam induzir linfangiogénese porque n&o havia vasos linfaticos em
tumores. Nos ultimos 15 anos, com a aplicacdo de anticorpos especificos
contra as células linfaticas endoteliais (LECs, do inglés lymphatic endothelial
cells), o conceito de linfangiogénese em tumores tem sido gradualmente

investigado (ZHANG et al. 2010). A entrada de células tumorais em vasos



linfaticos € um dos primeiros passos na metastase linfatica e a
linfangiogénese ao redor de tumores solidos pode promover metastase
linfatica, proporcionando uma rota de escape das células tumorais do sitio
primario (SUGIURA et al. 2009; ZHANG et al. 2011).

Estudos sobre linfangiogénese utilizando a técnica de
imunoistoquimica foram realizados em diversos tipos de cancer, incluindo
tumores de mama, pancreas, de células renais, de figado, de prostata e
assim por diante, mas as conclusdes foram controversas (ZHANG et al.
2010). Para o cancer de cabeca e pescoco a linfangiogénese foi detectada
na maioria das amostras clinicas: diversos estudos demonstraram a
presenca de vasos linfaticos intratumorais e peritumorais heterogeneamente

distribuidos nos tumores (MIYAHARA et al. 2007; ZHANG et al. 2010).

1.3 FATORES DE CRESCIMENTO DO ENDOTELIO VASCULAR
(VEGFS, DO INGLES VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH

FACTORS)

O mecanismo inicial de indugdo de linfangiogénese nao esta
estabelecido. No entanto estudos revelam que fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGFs do inglés vascular endothelial growth factor)
dentro dos tumores poderiam estimular células endoteliais a crescer e gerar
novos vasos linfaticos (AL-RAWI et al. 2005; ZHANG et al. 2010). Os VEGFs
e seus receptores (VEGFRs do inglés vascular endothelial growth factor

receptor) sdo bem conhecidos em tratamento antiangiogénicos. O VEGF faz



parte uma superfamilia da qual fazem parte: VEGF-A, B, C, D e E além dos
fatores de crescimento placentario (PIGFs, do inglés placenta growth factor).
Esses fatores desempenham papel importante na angiogénese e
linfangiogénese. Enquanto a angiogénese € promovida predominantemente
por VEGF-A e B, VEGF-C e D tém surgido como promotores da
linfangiogénese, atuando via seu receptor VEGFR-3 (também conhecido
como Flt-4). Apds a ativagao do VEGFR3 pela ligagdo ao VEGF-C e VEGF-
D, uma cascata de sinalizagao leva ao crescimento e migragao das células
linfaticas endoteliais, protegendo-as da apoptose (Figura 1) (DUFF et al.
2003; AL-RAWI et al. 2005; WARBURTON et al. 2007; OHNO et al. 2007;
WALSH et al. 2007; KILVAER et al. 2010; ZHANG et al. 2010; TAMPOURIS
et al. 2012; KARATZANIS et al. 2012).

Alguns trabalhos vém avaliando o papel da expressdo de
componentes da familia VEGF na progressao tumoral e metastase linfonodal
em carcinomas epidermoides de cabeca e pescogo. Contudo, os resultados
ainda sao controversos (KISHIMOTO et al. 2003; WARBURTON et al. 2007;

FAUSTINO et al. 2008; SUGIURA et al. 2009).



ANGIOGENESE

LINFANGIOGENESE

Fonte: (Modificado de AL-RAWI et al. 2005).
Figura 1 - Fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGFs) e seus

receptores.

1.3.1 VEGF-C

VEGF-C é fundamentalmente um fator linfangiogénico, induzindo o

crescimento de vasos linfaticos em condicdes normais e patogénicas

(ZHANG et al. 2010).

Estudos tém demonstrado que a expressdo de VEGF-C em células
tumorais pode induzir a linfangiogénese e promover metastases linfaticas em

carcinoma epidermoide oral e tumores gastrointestinais (DUFF et al. 2003;

DONG et al. 2011).




1.3.2 VEGF-D

O VEGF-D é um potente indutor da linfangiogénese na fase inicial do
processo de metastase linfonodal enquanto VEGF-C é mais efetivo na fase
tardia. Dessa forma, tumores que expressam as duas proteinas
apresentariam uma disseminagdao metastatica mais agressiva (SUGIURA et

al. 2009; HIROTA et al. 2012).

1.3.3 VEGFR3

A proteina VEGFR-3 (também conhecida como FIt-4) é um receptor
de tirosina quinase expresso predominantemente no endotélio linfatico
controlando o desenvolvimento e crescimento do sistema linfatico (AL-RAWI
et al. 2005; HIROTA et al. 2012). A expressao elevada de VEGF-C aumenta
a densidade de vasos Flt-4 positivos (FVD, do inglés Fit-4-positive vessel
density) e acelera a invasao linfatica ou metastase em linfonodo em tumores
experimentais e também em diversos tumores humanos (MIYAHARA et al.
2007).

Diversos estudos tém demonstrado associacdo da expressdo de
VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 com metastase em linfonodo, invasao linfatica

e pior prognéstico em diferentes tipos de tumores (HIROTA et al. 2012).



1.4 D2-40

Podoplanina é uma glicoproteina de membrana com 38KDa
reconhecida pelo anticorpo monoclonal D2-40, que é considerado o
marcador para vasos linfaticos mais fidedigno, associado com alta
especificidade e sensibilidade: € um marcador seletivo para o endotelio
linfatico enquanto células endoteliais dos vasos sanguineos n&o sé&o
reconhecidas (OHNO et al. 2007; MIYAHARA et al. 2007; VOLKER et al.
2009; GOES et al. 2012).

Pacientes com alta densidade de vasos linfaticos (LVD, do inglés
lymphatic vessel density) podem apresentar um risco aumentado para
metastase linfonodal, corroborando a idéia de que a LVD é responsavel pela
predominancia de disseminacgao linfatica no carcinoma oral (SUGIURA et al.
2009; VOLKER et al. 2009; ZHANG et al. 2011; KARATZANIS et al. 2012).
Bidpsias pré-operatérias seguidas de colorag&o adicional para D2-40 podem
ser importantes indicadores prognosticos para progressdao da doenga e
podem ser cruciais para decidir as estratégias terapéuticas para pacientes

com cancer de boca (MIYAHARA et al. 2007).

1.5 INTEGRINA-B1

As integrinas fazem parte de uma familia de glicoproteinas

transmembrana heterodiméricas expressas por diversos tipos celulares,

principalmente de origem epitelial. Funcionam como importantes receptores



tanto para os componentes da matriz extracelular mediando a interagao
entre célula e substrato ou como moléculas de adesdo de célula-célula. A
expressao aberrante de integrinas tem sido implicada na invasdo e
metastase de carcinomas de cabecga e pescogco (CORTESINA e MARTONE
2006).

A integrina-B1 promove fundamentalmente migragdo e proliferagao
celular, diferenciacdo e sobrevivéncia e € indispensavel para o
desenvolvimento e homeostase (MEVES et al. 2011).

OHARA et al. (2009) observaram uma associagao significativa entre a
expressao de integrinas e metastase linfonodal em amostras de carcinoma
epiderméide oral: a positividade para integrinas alfa3, alfabA e f1
decrescem a medida que aumenta a taxa de metastase regional e a
distancia. Dessa forma, a avaliagdo da expressao dessas integrinas poderia
representar um fator util para determinar o progndstico e decidir a estratégia
de tratamento. MEVES et al. (2011) também demonstraram que a integrina-
B1 apresenta uma expressdao elevada em diversos tumores, incluindo
carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo, sendo considerada um fator
importante no processo de tumorigénese e determinante essencial para

células resistentes a terapia.

1.6 JUSTIFICATIVA

Levando-se em conta que a disseminacdo metastatica dos tumores

de cabeca e pescogo usualmente ocorre via sistema linfatico e que estudos



sobre linfangiogénese tém sido realizados em varios tipos de cancer, mas
apresentam resultados contraditorios, neste presente estudo foi investigada
a expressao de marcadores de linfangiogénese em carcinoma epidermoide

oral utilizando-se a técnica de imunoistoquimica.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenga de marcadores de linfangiogénese, por
imunoistoquimica, em amostras de carcinoma epidermdéide oral e em

linfonodos comprometidos por tumor.

21 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a expressao das proteinas VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3, D2-
40 e integrina-B1 por imunoistoquimica;

o Verificar se existe associacao entre a expressao das proteinas VEGF-
C, VEGF-D, VEGFRS3, D2-40 e integrina-p1;

o Verificar se existe associagao entre a expressao das proteinas VEGF-
C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40 e integrina-f1 nas amostras de tumor e
linfonodos comprometidos por tumor;

° Verificar se existe associagao entre a expressao das proteinas VEGF-
C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40 e integrina-1 com as caracteristicas

clinicopatoldgicas dos tumores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEGAO DAS AMOSTRAS E REVISAO

Foram selecionados 52 pacientes diagnosticados com carcinoma
epidermdide oral, submetidos a cirurgia durante o periodo de 2000 a 2005
provenientes dos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital A.C. Camargo. Foram selecionados também 30 linfonodos
correspondentes a 21 dos pacientes, sendo que alguns pacientes possuiam
mais de 01 linfonodo comprometido por tumor.

As laminas coradas em hematoxilina e eosina de cada caso foram
analisadas por um patologista (Silvia Vanessa Lourengo) para checagem
das estruturas e selecdo do material utilizado na pesquisa. Dados
demograficos e clinicopatoldégicos de cada caso foram estudados nos
prontuarios arquivados no Servigo de Arquivo Médico e Estatistico-SAME do
Hospital A.C. Camargo (Anexo 1). Foram incluidos pacientes que dispunham
de material (bloco de parafina) para a realizagdo da imunoistoquimica e
pacientes que n&o realizaram tratamento neoadjuvante. A avaliagéo
imunoistoquimica foi realizada em material proveniente de pecgas cirurgicas e
nao em bidpsias, avaliando a presenga dos marcadores na regido tumoral e
peritumoral de acordo com cada anticorpo.

Apods a escolha do fragmento do tumor a ser utilizado na pesquisa, os

blocos de parafina foram separados e cortes histologicos desse material,
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com 3um de espessura, foram utilizados para a realizagdo da técnica de
imunoistoquimica para detecgao de proteinas relacionadas ao processo de
linfangiogénese.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Instituigdo (Protocolo n © 1548/11; Anexo 2).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

As laminas preparadas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol
por 5 minutos. O tecido foi re-hidratado em etanol e as laminas lavadas em
agua.

A recuperagéao antigénica € um processo que aumenta a reatividade e
foi realizada por tratamento com calor na presencga de: citrato de sédio pH
6.0 ou EDTA/Tris pH 9.0, utilizando-se panela de pressao, microondas ou
banho maria 96 °C, de acordo com a padronizacdo de cada anticorpo
utilizado (Quadro 1). Apds a recuperagao antigénica foi feito o bloqueio da
peroxidase endogena utilizando-se solugao de peréxido de hidrogénio em 3
banhos de 5 minutos.

Em seguida foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas utilizando-
se a solugao Protein Block (Dako) por 20 minutos. As laminas foram entado

incubadas por 16 horas a 4°C com o anticorpo especifico (Quadro 1).
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Quadro 1 - Anticorpos utilizados, clonalidade, procedéncia e padronizagéao

Soro Clone Procedéncia | Diluigdo Recuperagao Controle Padrao de
primario antigénica positivo marcagao
Integrina-B1 7F10 Neomarkers 1:100 Citrato pH®6,0, Tonsila Membrana
panela de
pressao 15’
VEGF-D Policlonal Abcam 1:300 EDTA/Tris Carcinoma | Membrana e
pH9,0, de pulméo citoplasma
panela de
pressao 15’
VEGF-C Policlonal Novus 1:400 Citrato pH®6,0, Carcinoma | Membrana e
biologicals panela de de colon citoplasma
presséo 15’

VEGFR3/ Policlonal Neomarkers 1:1000 Citrato pH6,0, Placenta Membrana e
FLT-4 microondas 20’ citoplasma
D2-40 D2-40 Dako 1:200 Citrato pH®6,0, Seminoma Membrana

(podoplanina) banho-maria
96°C 40’

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo Advance (Dako). A revelagao foi feita utilizando-se como substrato
cromégeno 3,3 — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloracdo foi feita
utilizando-se a hematoxilina. Todas as reagdes foram acompanhadas de um
controle, em tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado. As
reagcdes foram analisadas em microscépio convencional e os dados
estudados de forma descritiva e semiquantitativa. Na analise
semiquantitativa, para as proteinas VEGF-C, VEGF-D, VEGFRS e integrina-
B1, a marcagao imunoistoquimica foi considerada: negativa, quando até 10%
das células marcadas e positiva, quando havia marcagdo em mais de 10%
das células. Na literatura encontramos ponto de corte variando desde 2 até
25%, entao foi adotado um valor médio como ponto de corte (WARBURTON

et al. 2007; HIROTA et al. 2012; CAl et al. 2012; CIANFARANI et al. 2012).
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A analise do marcador D2-40 foi realizada quantitativamente, por meio
do sistema automatizado de imagem celular (ACIS Ill, DAKO) utilizando um
algoritmo para medicdo da densidade de microvasos MVD (do inglés,
microvessel density). O ACIS Ill é um sistema composto por um microscoépio
digital automatizado que faz o “escaneamento” das ladminas e um
computador que captura e faz o processamento das imagens. Para cada
imagem digitalizada foram selecionadas manualmente 10 areas na regiao
peritumoral. Feita a selecdo de cada area, o programa fornece uma série de
valores como numero de vasos, area do vaso, etc. A densidade de
microvasos linfaticos foi entdo computada, considerando-se a média dessas

10 areas, da seguinte maneira:

N° de vasos = Contagem de vasos (do inglés, Vessels count)

Area do tecido (do inglés, Tissue area)

Area relativa = Area dos vasos (do inglés, Vessel area)

Area do tecido (do inglés, Tissue area)

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A associacao entre a expressao das proteinas e caracteristicas clinico
patolégicas (estadio do tumor (I/1l ou IlI/IV), metastase em linfonodo (sim ou
ndo), invasédo vascular (sim ou ndo), infiltracdo perineural (sim ou n&o) e
grau histolégico (bem diferenciado ou moderadamente/pouco diferenciado))
e associacao entre as proteinas foi avaliada pelo teste do qui-quadrado,

utilizando-se a correcéo de Yates.
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A analise da relagcdo da expressdao da proteina no tumor e no
linfonodo foi realizada utilizando-se o teste de McNemar e coeficiente de
Spearman.

As analises de sobrevida cancer especifica e livre de doenga foram
calculadas pelo método de Kaplan-Meier e a diferenca entre os riscos
relativos foi avaliada pelo teste de log-rank.

O nivel de significancia adotado foi de 5% para todos os testes. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software R versao 2.13

(R Development Core Team 2010)
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4 RESULTADOS

41 SELEGAO DOS PACIENTES

Foram selecionados 52 pacientes com diagnostico de carcinoma
epidermdide oral e 30 linfonodos comprometidos por tumor, correspondentes
a 21 desses pacientes. Imagens representativas de alguns pacientes
selecionados de carcinoma epidermdide oral podem ser observados na

Figura 2.

4.1.1 Dados clinico-patolégicos e demograficos

Dos pacientes de carcinoma epidermdide de cavidade oral incluidos
no estudo 9 eram mulheres e 43 homens e as idades variaram entre 22 e 90
anos de idade (média das idades = 59,19 anos). O local mais
frequentemente acometido foi a lingua (18 pacientes) assoalho (05
pacientes) e tumores regido retromolar, laringe, gengiva, palato mole, palato
duro, fossa nasal, amigdala, regido jugal e mandibula (29 pacientes). O grau
histolégico bem diferenciado foi prevalente, ocorrendo em 29 pacientes

(Tabela 1).



Figura 2 - Imagens representativas de algumas amostras selecionadas de
carcinoma epidermoide oral corados com HE. A, carcinoma epidermoide invasivo a
partir da superficie da mucosa e ocupando toda lamina prépria (aumento original x100); B,
ilha de carcinoma epidermoide proximo a vaso sanguineo (aumento original x400); C,
Carcinoma epiderméide infiltrando parénquima linfonodal (aumento original x200); D,
infiltragdo do parénquima linfonodal em maior detalhe, mostrando a ilha de carcinoma
epidermoide bem diferenciado (aumento original x200).



Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas dos pacientes

com carcinoma epidermoide oral

Caracteristicas Categorias Numero de pacientes (%)
Idade <=60 29 (55,7%)
>60 23 (44,3%)
Género Feminino 09 (17,3%)
Masculino 43 (82,7%)
Estadio clinico 1/l 22 (42,3%)
/v 23 (44,2%)
N/D* 07 (13,5%)
Estadio patolégico (T) I/ 13 (25,0%)
/v 35 (67,3%)
N/D* 04 (7,7%)
Local do tumor Lingua 18 (34,6%)
Assoalho da boca 05 (9,6%)
Outros 29 (55,7%)
Metastase em linfonodo Sim 22 (42,3%)
Nao 20 (38,4%)
N/D* 10 (19,2%)
Invasao perineural Sim 20 (38,4%)
Nao 29 (55,7%)
N/D* 03 (5,7%)
Invasao vascular Sim 08 (15,3%)
Nao 41 (78,8%)
N/D* 03 (5,7%)
Grau histolégico Bem diferenciado 29 (55,7%)
Moderadamente 02 (3,8%)

diferenciado

Pouco diferenciado

N/D*

18 (34,6%)
03 (5,7%)

*, N/D informag&o néo disponivel
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4.2 IMUNOISTOQUIMICA

Foi realizada a técnica de imunoistoquimica para as proteinas VEGF-
C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40 e integrina-1 nos 52 pacientes de carcinoma
epidermdide oral e nos 30 linfonodos comprometidos. Os resultados estédo

ilustrados na Figura 3 e na Tabela 2.

Tabela 2 - Imunoexpressao dos marcadores de linfangiogénese em
amostras de carcinoma epiderméide oral e linfonodos comprometidos por
tumor

Total de

Proteina Pacientes Positivo Negativo pacientes

(numero)**
VEGF-C Tumor 16 (38,8%) 32 (61,2%) 48
Linfonodo 06 (23,0%) 14 (77,0%) 20
VEGF-D Tumor 02 (4,0%) 50 (96,0%) 52
Linfonodo 01(0,3%) 20 (99,7%) 21
VEGFR3 Tumor 07 (18,8%) 40 (81,2%) 47
Linfonodo 07 (30,7%) 10 (69,3%) 17
Integrina- 1 Tumor 45 (90,0%) 05 (10,0%) 50
Linfonodo 13 (65,0%) 07 (35,0%) 20
D2-40* Tumor (numero de vasos) 0,000661291 52
Linfonodo (nimero de vasos) 0,000519792 20
Tumor (area dos vasos) 0,601975065 52
Linfonodo (area dos vasos) 0,388945956 20

*, valor da média da expressao
** o valor total de pacientes pode variar de acordo com a disponibilidade de material para a

realizagédo da técnica de imunoistoquimica

v VEGF-C
A proteina VEGF-C foi expressa em um padrdao de
membrana/citoplasma, com positividade bem estabelecida nos centros das

ilhas tumorais. Ja nas frentes de invasao ocorreu perda da expressao dessa
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proteina (Figura 3). A analise semiquantitativa revelou positividade em 16
dos 48 pacientes (38,8%) e 6 dos 20 linfonodos (23,0%) e auséncia de

expressdo em 32 dos 48 pacientes (61,2%) e 14 dos 20 linfonodos (77,0%).

v VEGF-D

A proteina VEGF-D, com padrdo de membrana/citoplasma, foi
predominantemente negativa nas amostras de carcinoma epidermdide oral
avaliadas (Figura 3). Cinquenta tumores (96,0%) e 20 linfonodos (99,7%)
nao expressaram VEGF-D sendo que apenas 2 tumores (4,0%) e 1 linfonodo

(0,3%) apresentaram positividade.

v VEGFR3

A proteina VEGFRS, com padrao de expressao
membrana/citoplasma, foi predominantemente expressa no centro das ilhas
tumorais, apresentando intensa positividade nos microvasos em areas de
infiltrado inflamatoério (Figura 3). A expressdo da proteina VEGFR3 foi
observada em 7 tumores (18,8%) e em 7 linfonodos (30,7%) e a auséncia de
expressado dessa proteina foi observada 40 de 47 tumores (81,2%) e 10 de

17 linfonodos (69,3%).
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Figura 3 - Resultados representativos das reagdes de imunoistoquimica em

amostras de carcinoma epidermaoide oral.

Legenda: A, expressdo de VEGF-C na mucosa oral displasica (aumento original x200); B,
expressdo de VEGF-C no carcinoma superficialmente invasivo (aumento original x100); C,
expressdao de VEGF-C observada nas ilhas de carcinoma (aumento original x200); D,
expressao focal de VEGF-C nos centros das ilhas tumorais (aumento original x200); E,
expressao focal de VEGF-C nos centros das ilhas tumorais em maior aumento (aumento
original x400); F, fraca expressao de VEGF-C em ilhas tumorais observadas em linfonodos
(aumento original x200) ;G, fraca expressado citoplasmatica de VEGF-D no epitélio de
revestimento da mucosa oral (aumento original x200); H, fraca expresséo citoplasmatica de
VEGF-D em ilhas tumorais (aumento original x400); I, expressdao de VEGF-D em areas
focais; raras células neoplasicas apresentam marcagao citoplasmatica (aumento original
x400); J, expressdo de VEGFRS3 na porgao central de ilha tumoral (aumento original x200)

K, expressdo de VEGFR3 em parede de vaso (aumento original x400); L, expressado de

VEGFR3 em células inflamatérias (aumento original x200).
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v D2-40

As laminas coradas com o anticorpo D2-40 foram digitalizadas no
equipamento ACISIIl. As regibes peritumorais foram delimitadas
manualmente (10 areas por lamina) e a contagem foi realizada utilizando-se
o algoritmo MVD. A média do numero de vasos no tumor foi de 0,000661291
e nos linfonodos foi de 0,000519792. A média da area dos vasos no tumor

foi de 0,601975065 e no linfonodo foi de 0,388945956 (Figura 4).

v Integrina-p1

A proteina integrina- 1 foi expressa em 45 dos 50 tumores (90,0%) e
13 dos 20 linfonodos (65,0%) e negativo em 5 (10,0%) tumores e 7
linfonodos (35,0%). Foi expressa em um padrédo de membrana, de maneira
difusa nas ilhas de carcinoma invasivo, principalmente nas areas menos
diferenciadas do tumor. Nas ilhas tumorais bem estabelecidas a regido
central € negativa e a periférica positiva. As frentes de invasdo tumorais sao

negativas para o marcador (Figura 4).



Figura 4 - Resultados representativos das reagdes de imunoistoquimica em

amostras de carcinoma epidermaide oral.

Legenda: A, expressdo de D2-40 em parede de vasos na regidao do estroma proximo a
mucosa (aumento original x200); B, expressao de D2-40 na porgéo periférica de ilha tumoral
(aumento original x400); C, expressao difusa de D2-40 em microvasos (aumento original
x400); D, expressdo de integrina-B1 em padrdo de membrana, difusa nas ilhas de
carcinoma epiderméide invasivo, principalmente nas areas menos diferenciadas do tumor
(aumento original x200); E, expressdo de integrina 1 em ilha de carcinoma em maior
aumento (aumento original x400); F, expressao de integrina-1em infiltracdo neoplasica em
area periférica de linfonodo (aumento original x100).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

4.3.1 Andlise da associagdo da expressdao das proteinas com
caracteristicas clinico- patolégicas

Na analise de associagcao entre a expressao protéica e caracteristicas
clinico-patolégicas do tumor foi observado que a expresséo de integrina-g1

esta associada a tumores em estadio avancado (p=0,04) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associagdo da expressdo da proteina integrina-1 com
caracteristicas clinico-patolégicas em amostras de carcinoma epidermoéide
oral

Integrina-p1
Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo  total p

I+I1 4 (18) 18 (82) 22

Estadio clinico 0,04
H=+1v 0 22 (100) 22
) ) 1+2 3(23) 10 (77) 13

Estadio patoldgico 0,10
3+4 1(3) 33 (97) 34
assoalho 0 5 (100) 5

Local do tumor lingua 1(6) 17 (94) 18 0,44
outros 4 (15) 23 (85) 50
bem diferenciado 2(7) 28 (93) 30

Grau histolégico moderadamente diferenciado 3 (20) 12 (80) 15 0,35
pouco diferenciado 0 2 (100) 47
nao 5(13) 34 (87) 39

Invasao vascular 0,66
sim 0 8 (100) 8
nao 5(18) 23 (82) 28

Invasao perineural 0,14
sim 0 19 (100) 19
Metastase em nao 3 (15) 17 (85) 20

0,56

linfonodos sim 1(5) 20 (95) 21
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Considerando-se a expressao dessa proteina no linfonodo ndao houve
associagao estatisticamente significativa com nenhuma das caracteristicas

avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Associagdo da expressdao da proteina integrina-1 com
caracteristicas  clinico-patologicas em  amostras de linfonodos
Comprometidos por carcinoma epidermadide oral

Integrina-1

Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo  total p

[+11 4 (50) 4 (50) 8

Estadio clinico 0,71
H+Vv 3(30) 7 (70) 10

Estadio 142 1(33) 2 (67) 3 0.61
patolégico 3+4 6 (38) 10 (62) 16
assoalho 0 0 0

Local do tumor lingua 3 (38) 5 (62) 8 0,77
outros 4 (33) 8 (67) 20
bem diferenciado 4 (36) 7 (64) 11

Grau histolégico moderadamente diferenciado 2 (29) 5(71) 7 0,38
pouco diferenciado 1(100) 0 19
nao 5 (36) 9 (64) 14

Invas&o vascular 0,71
sim 2 (40) 3 (60) 5

Invaséo nao 4 (57) 3 (43) 7 0.36
perineural sim 3 (25) 9 (75) 12

Metastase em nao 3 (75) 1(25) 4 0.20
linfonodos sim 4 (25) 12 (75) 16

Também foi observada uma associagdo marginal entre uma maior
area vascular medida pela expressdo da proteina D2-40 em linfonodos
comprometidos por tumor e estadio avangado do tumor (p=0,055).
Considerando-se a proteina D2-40 (numero de vasos), ndo foi observada

nenhuma associagao estatisticamente significativa (Tabelas 5-8).



Tabela 5 - Associagdo da expressao da proteina D2-40 (numero de vasos) com caracteristicas clinicopatolégicas em

amostras de carcinoma epidermdide oral

Variavel Categoria N Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p
I+I1 22 0.66 0.28 0.24 0.66 1.36
Estadio clinico 0.36
H+1v 23 0.72 0.19 0.36 0.75 1.14
Estadio 1+2 13 0.64 0.26 0.31 0.62 1.36 0.23
patoldgico 3+4 35 0.70 0.23 0.24 0.75 1.14 '
Nao 41 0.67 0.25 0.24 0.69 1.36
Invasao vascular 0.93
Sim 8 0.66 0.27 0.27 0.58 1.02
Invaséo Néo 29 0.66 0.27 0.24 0.68 1.36 0.62
perineural Sim 20 0.68 0.22 0.27 0.72 1.02 '
Metastase em Nao 20 0.70 0.26 0.28 0.69 1.36 0.74
linfonodos Sim 22 0.67 0.26 0.24 0.65 1.14 '
Assoalho+lingua 23 0.69 0.26 0.30 0.70 1.36
Local do tumor 0.46
Outros 29 0.64 0.24 0.24 0.61 1.14
) ) Bem diferenciado 30 0.65 0.24 0.24 0.71 1.02
Grau histolégico 0.88
Pouco+moderadamente 19 0.70 0.28 0.28 0.62 1.36
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Tabela 6 - Associacdo da expressdo da proteina D2-40 (niumero de vasos) com caracteristicas clinico-patologicas em
amostras de linfonodos comprometidos por carcinoma epidermdide oral

Valor de
Variavel Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana  Maximo
p

I+I1 8 0.462 0.163 0.263 0.444 0.796

Estadio clinico 0.408
H=+1v 10 0.565 0.170 0.328 0.571 0.787
] . 1+2 3 0.566 0.221 0.356 0.545 0.796

Estadio patologico 0.634
3+4 16 0.520 0.165 0.263 0.477 0.787
lingua 8 0.440 0.131 0.263 0.436 0.668

Local tumor 0.115
outros 12 0.573 0.173 0.356 0.575 0.796
Bem diferenciado 7 0.609 0.150 0.411 0.643 0.787

Grau histolégico 0.100
Pouco+moderadamente 12 0.477 0.168 0.263 0.423 0.796
nao 14 0.534 0.176 0.263 0.502 0.796

Invasao vascular 0.257
sim 0.449 0.143 0.343 0.410 0.700
nao 0.556 0.153 0.411 0.506 0.796

Invaséo perineural 0.167
sim 12 0.487 0.178 0.263 0.412 0.787

Metastase em nao 0.586 0.241 0.263 0.643 0.796 0.385

linfonodos sim 16 0.503 0.150 0.328 0.444 0.787 '
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Tabela 7 - Associacado da expressao da proteina D2-40 (area dos vasos) com caracteristicas clinicopatolégicas em amostras
de carcinoma epidermaide oral

Variavel Categoria N Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo  Valor de p

[+l 22 0.66 0.53 0.08 0.59 2.31

Estadio clinico 0.69
HI+1V 23 0.57 0.46 0.17 0.48 2.27
1+2 13 0.72 0.63 0.14 0.64 2.31

Estadio patolégico 0.85
3+4 35 0.59 0.42 0.08 0.49 2.27
Nao 41 0.59 0.46 0.07 0.48 2.31

Invasao vascular 0.86
Sim 08 0.70 0.68 0.10 0.50 2.27
Nao 29 0.64 0.51 0.07 0.56 2.31

Invasao perineural 0.74
Sim 20 0.57 0.49 0.10 0.44 2.27

Metastase em Nao 20 0.69 0.54 0.07 0.55 2.31 0.39

linfonodos Sim 22 0.56 0.47 0.08 0.48 2.27 '

Assoalho+lingua 23 0.74 0.60 0.13 0.60 2.31

Local do tumor 0.1
Outros 29 0.49 0.34 0.07 0.48 1.35
Bem diferenciado 30 0.61 0.48 0.08 0.49 2.31

Grau histolégico 0.96
Pouco+moderadamente 19 0.63 0.53 0.07 0.55 2.27
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Tabela 8 - Associagao da expressao da proteina D2-40 (area dos vasos) com caracteristicas clinico-patolégicas em amostras
de linfonodos comprometidos por carcinoma epidermoide oral

Variavel Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p

[+l 8 0.186 0.080 0.049 0.211 0.279

Estadio clinico 0.055
H+1v 10 0.572 0.475 0.136 0.391 1.550
1+2 3 0.178 0.118 0.049 0.207 0.279

Estadio patolégico 0.303
3+4 16 0.436 0.412 0.105 0.256 1.550
lingua 8 0.382 0.476 0.136 0.244 1.550

Local tumor 0.792
outros 12 0.394 0.326 0.049 0.264 1.067
Bem diferenciado 7 0.539 0.358 0.159 0.487 1.067

Grau histolégico 0.120
Pouco+moderadamente 12 0.313 0.398 0.049 0.234 1.550
nao 14 0.447 0.446 0.049 0.222 1.550

Invasao vascular >0,990
sim 0.244 0.062 0.136 0.260 0.294
nao 0.323 0.333 0.105 0.216 1.067

Invasao perineural 0.592
sim 12 0.435 0.430 0.049 0.268 1.550

Metastase em nao 0.425 0.431 0.147 0.243 1.067 0.963

linfonodos sim 16 0.380 0.383 0.049 0.256 1.550 '
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Para as demais proteinas (VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3) néao foi
observada nenhuma associagdo estatisticamente significativa com as
caracteristicas clinico-patoldgicas, considerando-se a expressao tanto no

tumor como no linfonodo (Tabelas 9-14).

Tabela 9 - Associacdo da expressdao da proteina VEGF-C com
caracteristicas clinico-patolégicas em amostras de carcinoma epidermoide
oral

VEGFC
Valor de
Variavel categoria Negativo  Positivo total p

[+1 13 (68) 6 (32) 19

Estadio clinico 0,91
H+1V 14 (67) 7 (33) 21

Estadio 1+2 7 (58) 5(42) 12 0.43
patoldgico 3+4 22 (71) 9 (29) 31
Assoalho 3 (75) 1(25) 4

Local do tumor Lingua 10 (62) 6 (38) 16 0,85
Outros 18 (69) 8 (31) 46
bem diferenciado 18 (62) 11 (38) 29

Grau histolégico moderadamente 0,55
diferenciado 8 (67) 4 (33) 12
pouco diferenciado 2 (100) 0 43

Invaséao Nao 24 (65) 13 (35) 37 0.67
vascular Sim 5 (83) 1(17) 6

Invasao Nao 19 (76) 6 (24) 25 0.16
perineural Sim 10 (56) 8 (44) 18
Metastase em Nao 1(69) 5(31) 16

) 0,67

linfonodos Sim 13 (62 8 (38) 21
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Tabela 10 - Associacdo da expressdao da proteina VEGF-C com
caracteristicas  clinico-patologicas em  amostras de linfonodos
comprometidos por carcinoma epidermoide oral

VEGFC
Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo total p
Estadio clinico I 6 (86) 104 ’ 0,71
Hi+Iv 8 (67) 4 (33) 12
Estadio 1+2 2 (100) 0 2 0.87
patolégico 3+4 12 (67) 6 (33) 18 ’
Assoalho 0 0 0
Local do tumor Lingua 7 (78) 2 (22) 9 0,74
Outros 8 (62) 5(38) 22
bem diferenciado 8 (80) 2 (20) 10
Grau moderadamente 0.22
histologico diferenciado 6 (60) 4 (40) 10 ’
pouco diferenciado 0 1(100) 21
Invasao Nao 12 (80) 3 (20) 15 0.40
vascular Sim 3 (50) 3 (50) 6 ’
Invasao Nao 8 (89) 1(11) 9 0.30
perineural Sim 7 (58) 5 (42) 12 ’
Mt?tastase em ) 0.33
linfonodos Nao 4 (100) 0 4

Sim 10 (59) 7 (41) 17
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Tabela 11 - Associacdo da expressdao da proteina VEGF-D com
caracteristicas clinico-patolégicas em amostras de carcinoma epidermoide
oral

VEGFD
Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo total p

I+l 21 (95) 1(5) 22

Estadio clinico 0,49
N+Iv 22 (96) 1(4) 23

Estadio 142 13 (100) 0 13 0.93
patologico 3+4 32 (94) 2 (6) 34
assoalho 5 (100) 0 5

Local do tumor lingua 17 (94) 1(6) 18 0,84
outros 27 (96) 1(4) 51
bem diferenciado 28 (97) 1(3) 29

Grau moderadamente

histologico diferenciado 16 (94) 1(6) 17 088
pouco diferenciado 2 (100) 0 48

Invasao nao 40 (100) 0 40 0.37
vascular sim 7 (88) 1(12) 8

Invasao nao 28 (100) 0 28 0.86
perineural sim 19 (95) 1(5) 20
Metastase em nao 20 (100) 0 20

0,96

linfonodos sim 21 (95) 1(5) 22
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Tabela 12 - Associacdo da expressdo da proteina VEGF-D com
caracteristicas  clinico-patologicas em  amostras de linfonodos
comprometidos por carcinoma epidermoide oral

VEGFD
Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo total p
[+l 8 (100) 0 8
Estadio clinico NA*
H+Iv 11 (100) 0 11
Estadio 142 3 (100) 0 NA
patolégico 3+4 17 (100) 0 17
assoalho 0 0
Local do tumor lingua 8 (100) 0 8 0,80
outros 12 (92) 1(8) 21
bem diferenciado 10 (91) 1(9) 11
Grau moderadamente 0.65
histologico diferenciado 8 (100) 0 8 ’
pouco diferenciado 1 (100) 0 20
Invaséo nao 15 (100) 0 15
0,55
vascular sim 4 (80) 1 (20) 5
Invasao nao 8 (100) 0 8
0,83
perineural sim 11 (92) 1(8) 12
Metastase em nao 4 (100) 0 4 0.42
linfonodos sim 16 (94) 1(6) 17 ’

*, N/A nao avaliavel
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Tabela 13 - Associagcdo da expressdao da proteina VEGFR3 com
caracteristicas clinico-patolégicas em amostras de carcinoma epidermoide
oral
VEGFR3
Variavel categoria Negativo Positivo total P
_ _ I+l 18 (90) 2(10) 20
Estadio clinico 0,95
+1Vv 18 (86) 3(14) 21
Estadio 142 10 (83) 2(17) 12 0.07
patolégico 3+4 26 (84) 5 (16) 31
assoalho 4 (80) 1(20) 5
Local do tumor lingua 14 (88) 2(12) 16 0,91
outros 21 (84) 4 (16) 46
bem diferenciado 21 (78) 6 (22) 27
Grau histolégico mO(.jerada.mente 0,38
diferenciado 14 (93) 1(7) 15
pouco diferenciado 1 (100) 0 43
Invasao nao 29 (83) (17) 35 0.49
vascular sim 8 (100) 0 8
Invasao nao 21 (91) 2(9) 23 0.53
perineural sim 16 (80) (20) 20
Metastase em nao 13 (81) (19) 16 0.70
linfonodos sim 18 (82) (18) 22
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Tabela 14 - Associacdo da expressdao da proteina VEGFR3 com
caracteristicas  clinico-patologicas em  amostras de linfonodos
comprometidos por carcinoma epidermoide oral
VEGFR3
Valor de
Variavel categoria Negativo Positivo total p
+1 3 (43) 4 (57) 7
Estadio clinico 0,46
HI+1V 6 (75) 2 (25) 8
Estadio 142 1(33) 2 (67) 3 062
patoldgico 3+4 9 (69) 4 (31) 13 ’
assoalho 0 0 0
Local do
lingua 5 (100) 0 5 0,12
tumor
outros 6 (46) 7 (54) 18
bem diferenciado 4 (50) 4 (50) 8
Grau moderadamente 0.84
histoldgico diferenciado 6 (67) 3 (33) 9 '
pouco diferenciado 0 0 17
Invasao nao 9 (60) 6 (40) 15 0.62
vascular sim 1 (50) 1 (50) 2 ’
Invasao nao 6 (67) 3 (33) 9 0.84
perineural sim 4 (50) 4 (50) 8 ’
Metastase em nao 3 (75) 1(25) 4 0.86
linfonodos sim 7 (54) 6 (46) 13 ’
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4.3.2 Anadlise da associacao da expressao das proteinas no tumor e no
linfonodo

Na analise de associacdo da expressao das proteinas no tumor e no
linfonodo ndo foi observada nenhuma relagdo estatisticamente significativa

para todas as proteinas avaliadas (Tabelas 15-18 e Figura 5).

Tabela 15 - Associacado da expressao da proteina VEGF-C nas amostras de
carcinoma epidermoide oral e linfonodos comprometidos por tumor

VEGF-C linfonodo

VEGF-C Negativo Positivo Total Valor de p
Negativo 11 (78.6) 3(21.4) 14 0,99
Positivo 3 (50) 3 (50) 6

Total 14 6 20

Tabela 16 - Associacdo da expressao da proteina VEGF-D nas amostras de
carcinoma epidermoide oral e linfonodos comprometidos por tumor

VEGF-D linfonodo

VEGF-D Negativo Positivo Total Valor de p
Negativo 20 (95.2) 1(4.8) 21 0,99
Positivo 0 0 0

Total 20 1 21
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Tabela 17 - Associacao da expressao da proteina VEGFR3 nas amostras de
carcinoma epidermoide oral e linfonodos comprometidos por tumor

VEGFRS3 linfonodo

VERFR3 Negativo Positivo Total Valor de p
Negativo 8 (61.5) 5 (38.5) 13 0,221
Positivo 1(33.3) 2 (66.7) 3

Total 9 7 16

Tabela 18 - Associagao da expressao da proteina integrina-f1 nas amostras
de carcinoma epidermaide oral e linfonodos comprometidos por tumor

Integrina-B1 linfonodo

Integrina-p1 Negativo Positivo Total Valor de p
Negativo 1 (50) 1 (50) 2 0,131
Positivo 6 (35.3) 11 (64.7) 17
Total 7 12 19
] ¢ r=0.21 @ - ° r=0.22
. p=0.37 p=0.35
L ] . o
_ 2 o]
E -
| . . g « 7
g
| * e @ P 8 g _/
- * 0.00 ¢
° o _] *
T T T T T o T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 0.0 0.5 1.0 15 2.0

D2-40 vasos - tumor

D2-40 area - tumor

Figura 5 - Analise da correlagdo da expressao da proteina D2-40 (numero

de vasos e area dos vasos) em amostras de carcinoma epidermoide oral e

linfonodos comprometidos por tumor.
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4.3.3 Anadlise da associagao da expressao das proteinas entre si

Na analise de associagdo da expressdo das proteinas entre si, foi
observada que expressdo de integrina-B1 no tumor estd associada a
expressao da proteina D2-40 (area dos vasos) no tumor (p=0,04). Também
foi observada associagao entre a proteina D2-40 (maior numero de vasos)
no tumor e auséncia de expressao de VEGFR3 no linfonodo (p=0,01)

(Tabelas 19-24).



Tabela 19 - Associacao da expressao das proteinas D2-40 (area dos vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3 e integrina-1 em
amostras de carcinoma epidermdide oral

Marcador Categoria N Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valorde p

Negativo 05 0.28 0.27 0.07 0.25 0.74

Integrina-p1 0.04
Positivo 45 0.63 0.50 0.08 0.51 2.31
Negativo 39 0.57 0.52 0.07 0.39 2.31

VEGFR3 0.28
Positivo 07 0.68 0.39 0.17 0.64 1.28
Negativo 49 0.57 0.43 0.07 0.48 2.31

VEGFD 0.40
Positivo 02 1.32 1.34 0.38 1.32 2.27
Negativo 31 0.50 0.31 0.07 0.48 1.35

VEGFC 0.75
Positivo 15 0.58 0.59 0.10 0.41 2.31
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Tabela 20 - Associagao da expressao das proteinas D2-40 (area dos vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFRS e integrina-f1 em
amostras de linfonodo comprometidas por carcinoma epidermaoide oral

Marcador Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p
Integrina-B1 Negativo 7 0.312 0.339 0.105 0.207 1.067 0.241
Positivo 13 0.430 0.409 0.049 0.275 1.550
VEGER3 Neggfivo 9 0.534 0.498 0.147 0.279 1.550 0.252
Positivo 7 0.304 0.257 0.049 0.216 0.793
VEGE-D Negativo 19 0.395 0.391 0.049 0.253 1.550 0.900
Positivo 1 0.275 NA 0.275 0.275 0.275
VEGE-C Negativo 13 0.387 0.432 0.105 0.229 1.550 0.127
Positivo 6 0.449 0.279 0.216 0.295 0.821

Tabela 21 - Associacdo da expressao da proteina D2-40 no tumor (area dos vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3 e
integrina-B1 em amostras de linfonodo comprometidos por carcinoma epidermaéide oral

Marcador Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p

Negati 07 0.37 0.25 0.08 0.30 0.85

Integrina-p1 egéllvo 0.64
Positivo 13 0.54 0.58 0.10 0.33 2.31

VEGER3 Negéflvo 11 0.72 0.59 0.19 0.67 2.31 0.01
Positivo 07 0.24 0.20 0.08 0.17 0.64

VEGED Negativo 20 0.52 0.48 0.08 0.36 2.31 019
Positivo 01 0.10 NA 0.10 0.10 0.10
Negati 15 0.58 0.55 0.08 0.33 2.31

VEGFC egativo 0.68
Positivo 07 0.62 0.76 0.10 0.48 2.27
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Tabela 22 - Associacado da expressao das proteinas D2-40 (numero de vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3 e integrina-1
em amostras de carcinoma epidermadide oral

Marcador Categoria n Média Desvio padrao  Minimo Mediana Maximo Valor de p

Negativo 5 0.50 0.16 0.28 0.58 0.64

Integrina-g1 Positivo 45 0.67 0.25 0.24 0.69 1.36 0.13
Positivo 44 0.66 0.26 0.24 0.69 1.36
Negativo 39 0.65 0.27 0.24 0.64 1.36

VEGFR3 Positivo 7 0.72 0.18 0.46 0.75 0.94 0.42
Negativo 49 0.67 0.25 0.24 0.68 1.36

VEFGFD 0.94
G Positivo 2 0.65 0.15 0.54 0.65 0.76
Negativo 31 0.64 0.25 0.24 0.61 1.14

VEGFC Positivo 15 0.63 0.20 0.27 0.68 0.86 0.93

Tabela 23 - Associacado da expressao das proteinas D2-40 (numero de vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3 e integrina-1
em amostras de linfonodo comprometidas por carcinoma epidermdoide oral

Marcador no linfonodo Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p
integrina b1 Poutve 13 0sr  otse  oms  oss o O
Negati 9 0.523 0.160 0.263 0.498 0.741
VEGFR3 P?)i?ti::/(:) 7 0.557 0.186 0.356 0.506 0.796 0.837
oo e w o pm om om0 om
Negati 13 0.494 0.176 0.263 0.431 0.796
VEGFC Pigs?ti::f 6 0.602 0.133 0.379 0.655 0.717 0.282

42



Tabela 24 - Associacdo da expressao da proteina D2-40 no tumor (numero de vasos) e VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3 e

integrina-B1 em amostras de linfonodo comprometidos por carcinoma epidermaéide oral

Marcador Categoria n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maximo Valor de p

Negativo 07 0.54 0.28 0.24 0.53 1.08

Integrina-g1 0.44
Positivo 13 0.62 0.22 0.27 0.61 0.98
Negativo 11 0.69 0.27 0.30 0.68 1.14

VEGFR3 0.09
Positivo 07 0.48 0.21 0.24 0.50 0.83
Negativo 20 0.63 0.25 0.24 0.60 1.14

VEGFD 0.19
Positivo 01 0.27 NA 0.27 0.27 0.27
Negativo 15 0.66 0.27 0.24 0.62 1.14

VEGFC 0.41
Positivo 07 0.55 0.22 0.27 0.53 0.86
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Para as demais proteinas nao foi observada nenhuma associagao,

considerando-se tanto a expressao das proteinas nos tumores quanto a

expressao nos linfonodos (Tabelas 25-30).

Tabela 25 - Associacdo da expressao das proteinas VEGF-C e VEGF-D,

VEGFR3 e integrina-B1 em amostras de carcinoma epidermoide oral

VEGFC
Integrina-f1 Negativo Positivo Total p
Negativo 4 (80.) 1(20.) 5 0,955
Positivo 27 (67.5) 13 (32.5) 40
Total 31 14 45
VEGF-C
VEGFR3 Negativo Positivo Total p
Negativo 24 (70.6) 10 (29.4) 34 0,095
Positivo 2 (28.6) 5(71.4) 7
Total 26 15 41
VEGF-C
VEGF-D Negativo Positivo Total p
Negativo 30 (68.2) 14 (31.8) 44 0,721
Positivo 0 1 (100) 1
Total 30 15 45
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Tabela 26 - Associacdo da expressao das proteinas VEGF-C e VEGF-D,
VEGFR3 e integrina-f1 em amostras de linfonodo comprometidos por
carcinoma epidermoide oral

VEGF-C
Integrina-p1 Negativo Positivo Total p
Negativo 6 (85.7) 1(14.3) 7 0,467
Positivo 7 (58.3) 5(41.7) 12
Total 13 6 19
VEGF-C
VERFR3 Negativo Positivo Total p
Negativo 9(81.8) 2(18.2) 11 0,413
Positivo 3 (50.) 3 (50.) 6
Total 12 5 17
VEGF-C
VEGF-D Negativo Positivo Total p
Negativo 14 (73.7) 5(26.3) 19 0,654
Positivo 0 1(100) 1
Total 14 6 20

Tabela 27 - Associacdo da expressao das proteinas VEGF-D e VEGFR3 e

integrina-B1 em amostras de carcinoma epidermaéide oral

VEGFD
Integrina-f1 Negativo Positivo total p
Negativo 5(100) 0 5 0,480
Positivo 42 (95.5) 2 (4.5) 44
total 47 2 49
VEGFD
VERFR3 Negativo Positivo total p
Negativo 37 (94.9) 2(5.1) 39 0,694
Positivo 7 (100) 0 7
total 44 2 46
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Tabela 28 - Associacdo da expressao das proteinas VEGF-D e VEGFRS3 e
integrina-B1 em amostras de linfonodo comprometidos por carcinoma
epidermaide oral

VEGF-D
Integrina-f1 Negativo Positivo Total p
Negativo 7 (100) 0 7 0,747
Positivo 12 (92.3) 1(7.7) 13
Total 19 1 20
VEGF-D
VERFR3 Negativo Positivo total p
Negativo 10 (100) 0 10 0,853
Positivo 6 (85.7) 1(14.3) 7
Total 16 1 17

Tabela 29 - Associagcédo da expressao das proteinas VEGFRS3 e integrina-g1
em amostras de carcinoma epidermdide oral

VERFR3
Integrina-p1 Negativo Positivo total p
Negativo 5(100) 0 5 0,716
Positivo 33 (82.5) 7(17.5) 40
total 38 7 45

Tabela 30 - Associacado da expressao das proteinas VEGFRS3 e integrina-$1
em amostras de linfonodo comprometidos por carcinoma epidermdide oral

VERFR3
Integrina-B1 Negativo Positivo total p
Negativo 3(60.) 2 (40.) 5 0,734
Positivo 6 (54.5) 5 (45.5) 11

total 9 7 16
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4.3.4 Analise de sobrevida

Considerando-se as variaveis clinico-patolégicas, foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de sobrevida cancer
especifica em 5 anos: os pacientes com doenca em estadio inicial (clinico e
patolégico) e com tumores sem invasao perineural apresentaram sobrevida
maior (p=0,003, p=0,043 e p=0,024, respectivamente). Pacientes com
tumores localizados no assoalho da boca também apresentaram uma
sobrevida livre de doenca menor quando comparados a pacientes com
tumores localizados em outras regides da cavidade oral (p=0,051). Esses

dados podem ser observados nas Tabelas 31-34 e nas Figuras 6-9.

Tabela 31 - Taxas de sobrevidas cancer especifica e livre de recidiva em
pacientes com carcinoma epidermoide oral

Variavel Categoria N SCE(5anos)* N SLR(5anos)*
. [+ 21 85% 21 95%
Estadio clinico
HI+V 23 33% 23 68%
Estadio 1+2 13 83% 13 92%
patolégico 3+4 34 45% 34 81%
Assoalho 4 50% 4 75%
Local do tumor Lingua 18 56% 18 85%
Outros 29 49% 29 87%
Bem diferenciado 30 56% 30 91%
Grau histolégico Moderadamente
diferenciado 16 40% 16 69%
Pouco diferenciado 2 0% 2 100%
Invasao vascular Nao 40 o4% 40 86%
Sim 8 29% 8 75%
Invasao Nao 28 65% 28 86%
perineural Sim 20 29% 20 80%
Metastase em Né&o 19 59% 19 78%
linfonodos Sim 22 42% 22 87%

*SCE, sobrevida cancer especifica; SLR, sobrevida livre de recidiva
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Tabela 32 - Risco relativo para sobrevida cancer especifica em pacientes
com carcinoma epidermoide oral

Risco Valor
Variavel Categoria N Relativo IC(95%) de p
Estadio I+l 21 1
clinico H+1V 23 4.22 1.52 11.71 0,003
Esta'dl.o 1+2 13 1 0,043
patolégico 3+4 34 3.29 0.97 11.14
Local do Assoalho 4 1
tumor Lingua 18 0.82 0.17 3.93 0,584
Outros 29 1.29 0.30 5.63
Bem diferenciado 30 1
Grau Moderadamente 0.356
histolégico diferenciado 16 1.63 0.72 3.67 ’
Pouco diferenciado 2 2.78 0.35 21.82
Invasao Nao 40 1
vascular Sim 8 1.24 0.46 3.30 0,673
| a Na 2 1
nvasao a0 8 0,024
perineural Sim 20 2.43 1.10 5.40
Metastase em Nao 19 1 0.360
linfonodos Sim 22 1.50 0.63 3.60 ’

Tabela 33 - Risco relativo para sobrevida livre de recidiva em pacientes com
carcinoma epidermoide oral

Risco Valor
Variavel Categoria N Relativo IC(95%) de p
Estadio clinico I 21 ! 0,169
H+v 23 3.18 056 1798
Estadio 1+2 13 1
patoldgico 3+4 34 0.81 0.18 3.69 0,787
Assoalho 4 1
Local do tumor Lingua 18 0.24 0.04 1.51 0,051
Outros 29 0.12 0.02 0.87
Bem diferenciado 30 1
Grau Moderadamente 0512
histologico diferenciado 16 2.40 048 1198
Pouco diferenciado 2 0.00 0.00 Inf
Invaséo Nao 40 1
vascular Sim 8 0.63 0.07 5.79 0,683
Invaséao Nao 28 1
72
perineural Sim 20 0.70 0.13 3.71 0.6
Mgtastase em N?o 19 1 0,454
linfonodos Sim 22 0.51 0.08 3.08
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sobrevida cancer especifica

7] LogRank p = 0.003
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Figura 6 - Sobrevida cancer especifica para pacientes com carcinoma

epidermdide da cavidade oral, considerando-se o estadiamento clinico.
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sobrevida cancer especifica
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Figura 7 - Sobrevida cancer especifica para pacientes com carcinoma
epidermoide da cavidade oral, considerando-se o estadiamento patoldgico.
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sobrevida cancer especifica

7] LogRank p = 0.024
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Figura 8 - Sobrevida cancer especifica para pacientes com carcinoma
epidermdide da cavidade oral, considerando-se a presencga/auséncia de
invasao perineural.
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sobrevida livre de recidiva

100

| LogRank p = 0.051
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I
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Figura 9 - Sobrevida livre de recidiva para pacientes com carcinoma
epidermdide da cavidade oral, considerando-se o local do tumor.

Considerando-se a expressao das proteinas VEGF-C, VEGF-D,
VEGFR3, D2-40 e integrina-f1, n&o foi observada nenhuma diferenca nas
taxas de sobrevidas céncer especifica e livre de recidiva entre os pacientes
que expressaram ou ndo essas proteinas. Esses dados podem ser

observados nas Tabelas 34-37.
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Tabela 34 - Taxas de sobrevidas cancer especifica e livre de recidiva em
pacientes com carcinoma epidermoide oral, considerando-se a expressao
das proteinas integrina-1, VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3

Proteina Categoria n SCE(5anos)* n SLR(5anos)*
Negativo 5 80% 5 100%
Integrina-g1
Positivo 44 52% 44 87%
Negativo 38 53% 38 86%
VEGFR3
Positivo 7 57% 7 100%
Negativo 48 53% 48 85%
VEGF-D-
Positivo 2 50% 2 100%
Negativo 31 55% 31 85%
VEGF-C
Positivo 15 57% 15 91%

*SCE, sobrevida cancer especifica; SLR, sobrevida livre de recidiva

Tabela 35 - Risco relativo para sobrevida cancer especifica em pacientes
com carcinoma epidermoide oral, considerando-se a expressao das
proteinas integrina-p1, VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3

Risco Valor
Proteina Categoria n Relativo IC(95%) de p
Negativo 5 1
Integrina-p1 0,329
Positivo 44 2.62 0.35 19.42
Negativo 38 1
VEGFR3 0,737
Positivo 7 1.20 0.41 3.58
Negativo 48 1
VEGF-D 0,868
Positivo 2 0.84 0.11 6.26
Negativo 31 1
VEGF-C 0,982

Positivo 15 1.01 0.41 2.50
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Tabela 36 - Risco relativo para sobrevida livre de recidiva em pacientes com
carcinoma epidermdide oral, considerando-se a expressao das proteinas
integrina-B1, VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3

Valor
Proteina Categoria n Risco Relativo IC(95%) de p
Negativo 5 1
Integrina-g1 0,425
Positivo 44 80181330.00 0.00 infinito
Negativo 38 1
VEGFR3 0,736
Positivo 7 0.68 0.07 6.41
Negativo 48 1
VEGF-D 0,590
Positivo 2 0.00 0.00 infinito
Negativo 31 1
VEGF-C 0,490
Positivo 15 0.47 0.05 4.21

Tabela 37 - Risco relativo para sobrevidas cancer especifica e livre de
recidiva em pacientes com carcinoma epidermdide oral, considerando-se a
expressao da proteina D2-40

Valor de
Marcador n Risco Relativo IC(95%) p
D2-40 area 51 0.963 0.436 2127 0.926
SCE D2-40 vasos 51 0.922 0.178 4.766 0.923
D2-40 area 51 0.823 0.147 4.617 0.820
StR D2-40 vasos 51 7.099 0.213 236.253 0.267

*SCE, sobrevida cancer especifica; SLR, sobrevida livre de recidiva
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressdo de marcadores de
linfangiogénese utilizando-se da técnica de imunoistoquimica em pacientes
portadores de carcinoma epidermoide (CEC) de cavidade oral.

A disseminacdo metastatica do CEC de cavidade oral usualmente
ocorre via sistema linfatico, sendo a presenca de metastase linfonodal o fator
prognoéstico mais importante e que reduz significantemente a sobrevida de
pacientes portadores de cancer de cabega e pescogo (LEEMANS et al.
1994; DIAS et al. 2001; LIM et al. 2004; FERLITO et al. 2006; ZHANG et al.
2010).

A linfangiogénese é o crescimento de novos vasos linfaticos por um
processo de multiplos passos similar ao processo da angiogénese: migragéo
de células endoteliais, proliferagdo e rearranjo, associado a degradacéo,
reconstrucdo e produgdo de matriz extracelular. Ocorre, com excec¢ao da
fase embrionaria, em processos de cicatrizagao, inflamacdo e neoplasias,
desempenhando um papel significativo na progressao do tumor, metastase e
disseminagao de células cancerigenas, sendo apontada como um potencial
parametro para diagndéstico em tumores de cabeca e pescogo (WALSH et al.
2007; ZHANG et al. 2010; KUMAR et al. 2011; HIROTA et al. 2012;
KARATZANIS et al. 2012).

O mecanismo inicial de indugdo de linfangiogénese nao esta
estabelecido. No entanto estudos revelam que fatores de crescimento do

endotélio vascular (VEGFs, do inglés vascular endothelial growth factor)
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dentro dos tumores poderiam estimular células endoteliais a crescer e gerar
novos vasos linfaticos (AL-RAWI et al. 2005; ZHANG et al. 2010).

A proteina VEGF-C apresenta uma funcado fundamental no processo
de linfangiogénese, sendo que diversos estudos tém demonstrado uma
associacao entre a expressao de VEGF-C e metastase linfonodal em CEC
da cavidade oral (KUMAR et al. 2011). Neste mesmo estudo foi
demonstrada expresséo elevada de VEGF-C (RNA mensageiro e proteina)
em CEC de cavidade oral, sendo a expressdo de VEGF-C associada com o
crescimento do numero de vasos linfaticos e invaséo linfatica.

MATSUURA et al. (2009), utilizaram diferentes técnicas em diversos
tipos tumorais, avaliaram a expressdao de marcadores de linfangiogénese e
demonstraram uma associagdo entre VEGF-C e FLT-4 (VEGFR3) que
ajudaria no desenvolvimento da neovascularizagdo contribuindo para a
progressao tumoral.

Nosso estudo demonstrou positividade para VEGF-C em cerca de um
terco dos pacientes avaliados. Contudo, ndo houve associacédo da
expressdo de VEGF-C com nenhuma caracteristica clinico-patoldgica.

A proteina VEGF-D foi pouco expressa nas amostras de CEC de
cavidade oral avaliadas neste estudo. BECKER (2010) também n&o obteve
positividade para o marcador VEGF-D em CEC de cavidade oral. Ja
KARATZANIS et al. (2012) observaram uma positividade do marcador em
metastase linfonodal para pacientes portadores de CEC de cavidade oral.
Contudo, VEGF-C demonstrou-se mais significativamente associado a
ocorréncia de metastase linfonodal.

HIROTA et al. (2012) observaram uma positividade para o marcador
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VEFG-D em amostras de CEC de lingua associada com a expressao de
VEGF-C. O aumento dessas duas proteinas estava associado a uma maior
contagem de vasos linfaticos e também a uma menor sobrevida livre de
recorréncia, sugerindo que a avaliagdo da expressao da linfangiogénese em
CEC lingua possa ajudar na previsdo de que pacientes terdo metastase
linfonodal. Apontam ainda uma potencial aplicagdo terapéutica com o
bloqueio dos fatores linfangiogénicos VEGF-C e D, que poderia ser util na
supressao da disseminacgao linfatica do CEC de lingua.

Os fatores VEGF-C e VEGF-D estimulam a linfangiogénese pela
ativacdo do seu receptor VEGFR3. Diversos estudos tém demonstrado
associacao da expressao de VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 com metastase
em linfonodo, invasdo linfatica e pior progndstico em diferentes tipos de
tumores (HIROTA et al. 2012).

A ativacdo do complexo VEGF-C/VEGFR3 pode participar da
progressao tumoral regulando diferentes fungbées como invaséo e
proliferagdo celular. Essa regulacao diferencial depende de diferentes vias
de sinalizacédo intracelular estimuladas pelo complexo VEGF-C/VEGFR3 (SU
et al. 2006, 2007). Estudos também tém sugerido que VEGF-C também
possa estimular a angiogénese em adi¢cdo a linfangiogénese, sendo capaz
de ativar o receptor VEGFR2, quando a proteina sofre maturagdo completa
(KUMAR et al. 2011).

Nosso estudo demonstrou expressao de VEGFR3 em cerca de 20%
dos tumores avaliados. Contudo, ndo houve associagdo da expressao de
VEGFR3 com nenhuma caracteristica clinico-patolégica.

A pouca expressdao das moléculas VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3
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descrita neste estudo, aliada ao fato de ndo haver nenhuma associagao
dessas moléculas com caracteristicas clinico-patologicas, esta em
desacordo com o demonstrado em alguns outros estudos em cabeca e
pescogo. Esses resultados controversos podem ser devidos a utilizagao de
diferentes métodos de avaliagdo (manual ou automatizado) e também
podem refletir a subjetividade da avaliagdo manual. As proteinas VEGF-C e
VEGFR3 apresentaram um padrdao de expressao diferenciado, com a
marcagao positiva nos centros das ilhas tumorais e negativo nas frentes de
invasdo e o VEGFR3 quando negativo no tumor apresentou positividade nos
vasos na area peritumoral. Dessa forma, a avaliacdo do padrao de
expressao nas diferentes areas do tumor, possa revelar associagao com as
caracteristicas do tumor.

Alguns estudos também tém sugerido a ativagcao da linfangiogénese
independentemente da via VEGF-C/D e VEGFRS3, através de estimulagéo
pelos fatores IGF1 e IGF2, o que induziria a proliferagdo e migragao de
células endoteliais linfaticas (BJORNDAHL et al. 2005). Outra via que
também tem sido apontada como relacionada a linfangiogénese é a da
angiopoietina: estudos em camundongos tém demonstrado que a
angiopoietina-1 seria capaz de induzir a expresséo de VEGFRS3, tornando as
células mais responsivas ao VEGF-C e VEGF-D (KARATZANIS et al. 2012).
Em carcinoma epidermoide oral foi demonstrado o aumento da expressao de
angiopoietina-1 e angiopoietina-2 associado a um pior prognostico (CHIEN
et al. 2008).

A podoplanina € uma glicoproteina reconhecida pelo anticorpo

monoclonal D2-40, que é considerado o marcador para vasos linfaticos mais
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fidedigno, associado com alta especificidade e sensibilidade: € um marcador
seletivo para o endotelio linfatico enquanto células endoteliais dos vasos
sanguineos nao sao reconhecidas (OHNO et al. 2007; MIYAHARA et al.
2007; ZHAO et al. 2008; VOLKER et al. 2009; FUNAYAMA et al. 2011;
GOES et al. 2012; KARATZANIS et al. 2012).

ZHAO et al. (2008) avaliaram a expressdao do marcador D2-40 em
CEC de cavidade oral e demonstraram uma proliferacdo de vasos linfaticos
intratumorais e peritumorais e sugerem que a disseminagdo de células
metastaticas também possa ocorrer via vasos intratumorais. JIN et al. (2012)
discutiram que a regido intratumoral ndo contém vasos linfaticos funcionais e
que os vasos linfaticos na margem do tumor facilitariam a disseminacéo das
células tumorais.

Neste estudo, na avaliagdo da marcacdo do anticorpo D2-40 foi
considerada somente marcagcdo em estruturas vasculares na regido
peritumoral. Ndo foi avaliada a presenca de marcacao intratumoral, pois foi
observada marcacdo em células epiteliais neoplasicas. De fato, ja foi
descrita a expressao de podoplanina em diversos tecidos humanos normais
como células osteoblasticas, queratinocitos basais, células mioepiteliais
entre outros (RAICA et al. 2008). VAN DER AUWERA et al. (2006) também
descrevem a marcacgao de D2-40 nas camadas basais de células epiteliais
na epiderme e consideram controverso o papel dos vasos intratumorais e
peritumorais nos processos de desenvolvimento e progressao tumoral.

Recentes estudos tém demonstrado o uso da marcacgao intratumoral
de D2-40 na distingdo entre tricoepiteliomas e carcinoma de células basais

(PLAZA et al. 2010; TEBCHERANI et al. 2012). Contudo, apesar de D2-40
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ser difusamente expresso nos tricoepiteliomas, o carcinoma de células
basais também pode apresentar uma expressao focal desse marcador.

CUENI et al. (2010) citaram a importancia de usar a expressao da
podoplanina como um marcador para metastase linfonodal e metastase a
distancia em pacientes com carcinoma de cabeca e pesco¢o. OHNO et al.
(2007) e ZHAO et al. (2008) também ressaltam a importancia da marcagéao
imunoistoquimica de D2-40 em CEC de cavidade oral.

Neste estudo, todos os pacientes avaliados apresentaram expressao
peritumoral de D2-40. Foi observada uma associacédo entre maior densidade
de vasos linfaticos e auséncia de expressao de VEGFR3 em amostras de
linfonodos comprometidos por tumor. Também foi observada uma
associagdao marginalmente significativa entre a expressdo de D2-40 (maior
area dos vasos) no linfonodo comprometido por tumor e tumores em estadio
mais avangado.

ALl et al. (2008) também avaliaram a marcacao de D2-40 na regido
peritumoral em carcinoma epidermoéide oral e descreveram uma maior
densidade linfovascular em tumores quando comparado a mucosa normal,
mas nao encontraram nenhuma associagdo com grau histologico, 0 que
também foi observado por FRANCHI et al. (2004) e MIYAHARA et al. (2007).

FUNAYAMA et al. (2011) avaliaram a expressdo de podoplanina em
amostras de mucosa oral normal e hiperplasica, displasias e também em
amostras de carcinoma in situ e carcinoma epidermdide oral, sugerindo que
a expressao de D2-40 possa estar associada a severidade das lesdes orais.
Também descrevem expressao de D2-40 na periferia das ilhas tumorais,

assim como também observado neste estudo



61

A integrina-p1 promove fundamentalmente migracdo e progressao
celular, proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia e € indispensavel para o
desenvolvimento e homeostase (MEVES et al. 2011).

OHARA et al. (2009) observaram uma associagao significativa entre a
expressao de integrinas e metastase linfonodal em amostras de carcinoma
epiderméide oral: a positividade para integrinas alfa3, alfabA e f1
decrescem a medida que aumenta a taxa de metastase regional e a
distancia. Dessa forma, a avaliagdo da expressao dessas integrinas poderia
representar um fator util para determinar o progndstico e decidir a estratégia
de tratamento.

Em nosso estudo a integrina-B1 foi expressa na maioria dos tumores
e sua expressao foi associada a tumores em estadiamento avancgado.
Contudo, esse dado deve ser avaliado com cautela devido ao reduzido
numero de pacientes negativos para integrina-1.

Alguns de nossos resultados estdo em desacordo com a literatura.
Contudo deve-se levar em consideracdo o uso de diferentes clones de
anticorpos, diferentes formas de avaliagdo da reacdo imunoistoquimica e
também a padronizagéo dos anticorpos para o uso.

Em resumo, as proteinas VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 foram
predominantemente negativas; a proteina integrina-B1 foi
predominantemente positiva e a proteina D2-40 foi expressa em todas as
amostras de carcinoma epidermoide.

Nao foram observadas associagcdes entre a expressao das proteinas
VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 e caracteristicas clinico-patologicas. Parece

haver uma associacdo entre a expressao das proteinas integrina-f1 no
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tumor, D2-40 (area dos vasos) nos linfonodos e tumores em estadio
avancgado. Contudo, esses resultados precisam ser confirmados em um
maior numero de pacientes.

Neste estudo também foi comparada a expressao das proteinas
VEGF-C, VEGF-D, VEGFRS3, D2-40 e integrina-B1 nos tumores e linfonodos
comprometido por tumor, na tentativa de se determinar se ha um padrao de
expressado durante a progressao tumoral. Contudo, ndo houve associagao
entre a expressdo dessas proteinas nos tumores e nos linfonodos
comprometidos por tumor. Apenas podemos ressaltar que ha uma tendéncia
da expressao no tumor e no linfonodo serem equivalentes.

Com relagao a analise de sobrevida, nao foi observada associag¢ao da
expressao das proteinas VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40 e integrina-g1
e as taxas de sobrevida cancer especifica e livre de doenca. Considerando-
se as variaveis clinico-patolégicas, foi observada uma diferenga
estatisticamente significativa entre as taxas de sobrevida cancer especifica
entre os pacientes com estadiamento clinico/patolégico diferente e também
pacientes portadores de tumores com e sem invasao perineural, fatores que

ja sédo avaliados na determinac&o do progndstico dos pacientes.
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6 CONCLUSOES

As proteinas VEGF-C, VEGF-D, VEGFR3, D2-40 e integrina-p1 foram
expressas nas amostras de carcinoma epiderméide oral e de linfonodos
comprometidos por tumor

As proteinas VEGF-C, VEGF-D e VEGFR3 foram predominantemente
negativas; a proteina integrina-f1 foi predominantemente positiva e a
proteina D2-40 foi expressa em todas as amostras de carcinoma
epidermoéide e de linfonodos comprometidos por tumor

Existe uma associacdo entre a expressao das proteinas D2-40 e
integrina-B1 nas amostras de carcinoma epidermadide oral e uma associagao
entre a expressao da proteina D2-40 e auséncia da expressao da proteina
VEGFR3 nas amostras de linfonodo comprometidas por tumor

Nao existe associagcao da expressao das proteinas VEGF-C, VEGF-D,
VEGFR3, D2-40 e integrina-f1 nas amostras de carcinoma epidermoide oral
e de linfonodos comprometidos por tumor

Parece existir uma associagdo entre a expressao das proteinas
integrina-B1 no tumor, D2-40 (area dos vasos) nos linfonodos e tumores em
estadio avangado, ou seja, pacientes com tumores em estadio mais
avancado apresentar maior expressdo da proteina integrina-B1 nas
amostras de tumor e maior densidade de vasos nos linfonodos

comprometidos por tumor
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Com relagcdo aos dados clinico-patolégicos existem associagcdes
estatisticamente significativas entre estadio clinico e patoldgico, local do

tumor e invasao perineural, dados ja bem estabelecidos na literatura.
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Anexo 1 - Ficha de coleta de dados dos pacientes

Dados do paciente

Paciente (iniciais): Sexo:

RGH Raca

Idade ao diagnéstico:

Data do 1° diagndstico

Tabagista: (0) ndo (1) sim (9) ign
Etilista: (0) n&o (1) sim (9) ign

Dados do tumor
N° AP peca
Diagnéstico:

Tipo histoldgico:

Grau histolégico: (1) bem diferenciado (2) moderadamente diferenciado (3)
pouco diferenciado (4) indiferenciado

Estadio clinico:

Localizagao:

Tamanho da lesdo:

Status margem: (0) livre (1) comprometida
Embolia vascular: (0) ndo (1) sim (9) ign

Invasao perineural: (0) ndo (1) sim (9) ign
Linfonodos comprometidos: (0) ndo (1) sim (9) ign
TNM:

Tratamento:

Data da cirurgia:

Quimioterapia neoadjuvante: (0) ndo (1) sim

Radioterapia neoadjuvante: (0) ndo (1) sim



Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Radioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Segundo tumor primario: (0) ndo (1) sim

Localizagao:

Evolugao:

1) Recidivas locais: (0) ndo (1)sim
data:

AP

Cirurgia: data

Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Radioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

1) Metastases: (0) n&do (1)sim

data:

Local:

Cirurgia: (0) ndo (1) sim
data

Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Radioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Status atual

Data da ultima informacao

(1) vivo com doenga (2) vivo sem doenga (3) morto por doenga (4) morto

outras causas



Anexo 2 - Protocolo do comité de ética

Hospital ’
A.C.Camargo Comité de Etica em

Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

S&o Paulo, 18 de JTulho de 2011.

A

Dra. Claudia Malheiros Coutinho Camillo

Ref.: Pro;eto de Pesquisa n°. 1548/11
“Linfangiogénese em carcinoma epiderméide oral e associagiio com caracteristicas
clinicopatolégicas”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Antonio
Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de 12/07/2011, apos
analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunidio de 14/06/2011, aprovaram a
realizacdio do estudo em referéncia, datado de 27 de Junho de 2011 (Versdo 2) e tomaram
conhecimento dos seguintes documentos:

YVYV VY VYV ¥V

"f

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com resolugdes do Consclho Nacional de
Satude;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Declaragdo sobre os Dados Coletados, Publicagao dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas;

Declaracio sobre Uso e Destino do Material Biolégico, Publica¢ao dos Dados e
Propriedade das Informagoes Geradas;

Orgamento financeiro detalhado;

Declaragdo de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de Anatomia Patologica:
Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patologica;

Declaragio de Ciéneia do Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e
Otorrinolaringologia.

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

e

Dr. Alexandre $4 de Angracfe
2° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

1/1

Fundacfio Antonio Prudente — CNPJ/MF N. 60.961.968/G001-06
Rua Prof. Amamu Prudente, 211 — Liberdade — S&o Paulo. SP - 01509-9G0
Telefone: (113 2189-5000
www.accamargo.org.b



Anexo 3 - Dados clinicopatolégicos dos pacientes portadores de carcinoma epidermoide de cavidade oral.

Data do Estadio Invasao Invaséao
Paciente | ldade | Género | Raga | 1°diagnostico | clinico THM Local tumor Grau histoldgico Margens vascular | perineural | Linfonodos
1 ] M B 02/03/00 1 T2NOMO Faringe (regido bem diferenciado livre nio sim 1 de 19
Laringe(loja moderadamente
2 56 M B 14/02/00 I T3INTMO amigdalina direita) diferenciado livre n3o sim 9 de 37
3 59 M B 23/03/00 TINOMO Laringe(loja bem diferenciado livre n3o nao 2de V5
4 52 M B 20/04/00 1] T2NOMO Lingua bem diferenciado livre nio nao 0 de 82
5 56 M B 17/05/00 1 T3INOMO Orofaringe bem diferenciado livre n3o sim 0 de 65
moderadamente
5] 41 M B 07/08/00 1 T2NOMO Loja amigdaliana diferenciado livre nio nao 0 de 41
T 43 M B 14/08/00 I TIN3IMO | Amigdala esquerda bem diferenciado livre sim sim 2de 70
[5] 52 M B 26/03/01 I TANTMO Amigdala bem diferenciado livre sim sim 1 de 64
9 ir F B 07/04/01 I TTNOMO Lingua bem diferenciado livre n3o n3ioc
moderadamente
10 56 M B 29/03/01 A% TANZMO Orofaringe diferenciado livre nio nio 1 de 86
11 B0 M 24/05/01 Amigdalas bem diferenciado livre sim sim 37 de 142
Gengiva inferior moderadamente
12 67 F B 23/05/01 1 T3INOMO esquerda diferenciado livre nio =1 0de 77
13 44 M B 12/06/01 I T2N1MO Palato mole bem diferenciado livre
moderadamente
14 75 F B 09/05/01 Fossa nasal diferenciado comprometida n3o nao
15 66 M B 08/08/01 11 TIN2MO Amigdalas livre sim sinn 5 de 144
Cavidade oral e moderadaments
16 30 M NB 01/02/01 1 TINIMO faringe diferenciado livre n3o nao 2de 57
17 58 M NB I T1NOMO Assoalho bucal 3 bem diferenciado livre nio nio
Loja amigdaliana moderadamente
18 62 M B 26/04/02 I TANZMO direita diferenciado comprometida nao sim 5 de 55
19 55 M B 25/04/02 Il T1MOMO | Lingua (borda direita) livre nao nao
20 88 F B 06/03/02 I TINOMOD | Regido jugal direita livre
moderadamente
21 32 F B 09/05/02 I T2ZN1MO Gengiva diferenciado livre nio n3o 1 de 24
22 B3 M 25/04/02 M TIN1MO Orofaringe Pouco diferenciado livre sim sim 1 de 67
23 90 M B 02/07/02 11 TINOMOD palato bem diferenciado livre nao sim
moderadamente
24 59 M B 22/05/02 T-NOMOD palato mole diferenciado livre n3o nio 0 de 63
25 41 F B 06/09/02 T-NOMD Lingua bem diferenciado livre n3o n3io
26 74 F B 2410002 I\ TANOMO | Mandibula, assoalho bem diferenciado livre nao nao 0 de 97
moderadamente
27 56 M B I TI1N3IMO Assoalho bucal diferenciado nio nio 0 de 31
28 79 [ B 19/11/02 TAMOMO | Rebordo gengival e bem diferenciado livre n3o nioc
moderadaments
29 61 M B 06/02/03 M TANDOMO Gengiva diferenciado livre n3o nio 0de 77
30 64 M 14/04/03 TxpN1MO Lingua bem diferenciado livre 1 de 35




Data do Estadio Invasao | Invasao
Paciente | ldade | Género | Raga | 1°diagnostico | clinico THM Local tumor Grau histologico Margens vascular | perineural | Linfonodos
K} 66 M B 16/01/03 | TINOMO Lingua bem diferenciado livre nio nio 0 de 98
32 75 M B 18/04/02 Il T3NOMO Lingua bem diferenciado livre nio sim 0de 21
moderadamente
33 70 M B 07/04/03 I T4N2MO Lingua, Laringe diferenciado livre sim sim 2de 128
moderadamente
34 84 M B 15/05/03 IV TANOMO | Rebordo gengival diferenciado livre nio ndo 0 de 41
35 40 F B 01/07/03 Il T2N3MO Lingua bem diferenciado livre nio sim 3de 74
moderadamente
36 43 M B 28/05/03 IV TANZMO Retromolar diferenciado livre n3o sim 12 de 67
a7 71 M B 05/03/03 I T2MNOMO Lingua bem diferenciado livre nio nio 0 deld
moderadamente
38 48 M B 1] T2NOMOD Lingua diferenciado livre nio ndo 0de 28
39 il F NB 25/08/03 Il T2NOMOD Cavidade oral bem diferenciado livre ndo ndo Ode 17
Palato mole, moderadamente
40 63 M Il T3NOMO | duro,assoalho da diferenciado livre n3o nio 0 de 58
41 66 M B 259/09/03 I T4NOMO [ Assoalho da boca bem diferenciado comprometida nio sim 0de 83
42 43 M B 09M10/03 | T1NOMO Cavidade oral bem diferenciado livre nio ndo
43 54 M B 26/09/03 I T3N2MO Lingua bem diferenciado livre nao sim 2de 79
44 49 M B 23/10/03 Il T3NOMO | Loja amigdaliana Pouco diferenciado livre ndo ndo 0de 52
moderadamente
45 [ M B 11/11/03 I T2N1MO Lingua diferenciado livre ndo nio 1de 37
46 60 M B 11/11/03 I TIN2MO | Loja amigdaliana bem diferenciado livre nio nio 2def9
mederadamente
47 55 M B 24111703 I\ TINZMO Lingua diferenciado livre sim sim 1de 86
43 66 M B 14/08/04 Ii T2ZN1MOD Gengiva bem diferenciado livre ndo nio 1de 135
49 52 M B 25/11/04 | TINOMD Lingua bem diferenciado livre nio nio 0 de 31
50 75 M B 16/02/05 I T2NOMO Lingua bem diferenciado livre nao nio 0 de 24
51 57 M NB 26/01/05 I T2N1MD Lingua bem diferenciado livre sim sim 1de 33
52 22 M B 21/02/05 Il T2N2MO Lingua bem diferenciado livre nio sim 1de 79




Data da | Quimio Radio Cluimio Radio 20 tumor Data altima
Paciente | Tabagismo | Etilismo | cirurgia neo neo adjuvante | adjuvante | primario | Recidiva | Metidstase status atualizacéio
1 SIM SIM 20/01/00 | NAC NAD NAD SIM NAD NAD NAD Morto por doenca 30/05/06
2 SIM SiM 15/02/00 | NAD NAC SIM sSiM NAD NAQ NAC Morto por doenca 12/01/01
3 SIM S DE/04/00 | NAD NAD NAD S NAD NAD NAD Morto por doenca 07/09/02
4 NAD NAD | 2000400 [ NAD NAD NAD SIM NAD SIM NAD Wivo com doenca 2406112
5 SIM SIM D1/02/01 | NAD NAC SIM SIM NAO NAD NAO Wivo sem doenca 31/08/11
5 SIM SiM 11/08/00 | NAO NAC NAD SiM NAO NAQ NAC Wivo sem doenca 29/08/11
7 SIM 22/08/00 | NAD NAD NAD SIM NAD NAD NAD Wivo sem doenca 23001712
3 SIM SIM D4/04/01 | NAD NAC NAD SIM NAD NAD NAC Morto por doenca 02/01/02
E] NAD NAD | 0770401 [ NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAD Wivo sem doenca T2/06/07
10 SIM SiM 09%/05/01 NAC SIM NAO SiM NAO NAO NAC Morto por doenca 14/12404
11 SIM SIM 30/05/01 SIM NAC NAD SIM NAD NAD NAC Morto por doenca 19/09/04
12 SIM NAC 08/08/01 NAC NAC NAD siM NAD NAQ NAC Morto por outras causas 25/03/02
13 SIM SIM 12/06/01 | NAD NAO NAD SIM NAD NAD NAD Wivo sem doenca 22002012
14 NAD MNAO 19/06/01 MNAO NAO MAO NAD NAD NAD NAO Morto por doenca 15/12/01
15 NAD NAD 18/08/01 | NAD NAC NAD SIM SIM NAD NAC Wivo com doenca 14702712
16 SIM siM 21112401 NAC NAO NAD SiM NAC NAD NAO Morto por outras causas 01/05/06
ik D4/10/06 | NAD NAC MNAD NAD NAO SIM NAO Wivo com doenca 28/056/12
18 SIM SiM 24/04/02 | NAQ NAC SIM SiM NAO MNAQ SIM Morto por doenca 01/08/05
19 SIM SIM 30/04/02 | NAO NAC NAD NAD NAD NAD NAC Wivo sem doenca 13/10/11
20 SIM NAC 15002 | NAD NAC NAD NAD NAD NAD NAC Vivo 23/ 10/04
21 SIM 00/04/05 | NAD NAC NAD SIM NAD NAQ NAC Vivo sem doenca 06/02/12
22 SIM NAD | 2770702 | NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAO Morto por doenca 10/06/05
23 SIM SIM 31/07/02 | NAD NAC NAD SIM NAD NAD NAC Morto por doenca 14/05/04
24 SIM SiM 31/07/02 | NAD NAC NAD NAQ NAD NAQ NAC Morto por doenca 09/09/02
25 NAD NAD | 0909702 [ NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAD Vivo 11709702
26 NAD NAC | 02111702 | NAD SIM NAD SIM NAD SIM NAD Morto 12/01/06
27 SIM NAO NAO NAD NAD NAD NAO NAO Wivo sem doenca 08/12411
28 SIM S 271702 | NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAD Morto por doenca 27702705
29 SiM SIM 19/03/03 | NAOD NAO MNAD SiM NAD SiM NAO Morto por doenca 06/12/09
30 SIM NAD 14/04/02 | NAD NAD NAD SIM NAD NAD SIM Wivo com doenca 17/01/06




Data da | Quimio | Radio Quimio Radio 20 tumor Data ultima
Paciente | Tabagismo | Etilismo | cirurgia neo neo | adjuvante | adjuvante | primario | Recidiva | Metastase status atualizagao
31 16/04/03 | NAD | NAO NAD SIM NAO NAD NAD Vivo com doenga 16/11/10
a2 SIM SIM_| 31/05/03 | NAO | NAO NAD NAD NAOQ NAQ NAO Morto por doenca 25/10/03
33 SIM SIM | 11/06/03 | NAC | NAO NAD SIM NAO NAO NAQ Morto por doenca 18/06/06
34 NAO NAO | 20/06/03 | NAO | NAD NAD SIM NAQ NAO SIM Morto por doenca 09/03/04
35 SIM NAD | 23/07/03 | NAO | NAD NAD SIM NAO NAO NAO Vivo sem doenca 11/06/12
36 SIM SIM | 25/07/03 | NAC | NAQ NAD NAD NAC SIM NAQ Morto por doenca 25/09/05
37 14/03/03 | NAD | NAO NAD SIM NAO NAO NAD Morto por doenca 01/07/07
38 SIM NAO | 10/08/03 | NAO | NAD NAD NAD NAO SIM SIM Morto por doenca 26/10/04
39 NAOD NAD | 12/09/03 | NAC | NAD NAD NAD NAOQ NAQ NAO Vivo sem doenca 01/11/05
40 SIM SIM | 24/09/03 | NAC | NAQ NAD SIM NAQ NAO NAQ Vivo sem doenca 05/09/12
a1 SIM SIM_| 2171003 | NAD | NAO NAD SIM NAO NAO NAD Morto por doenca 22/07/05
42 NAD SIM_ [ 2211003 | NADO | NAO NAD NAD NAO NAQ NAD Vivo sem doenca 04/06/12
43 SIM SIM_ | 30/10/03 | SIM SIM NAD NAD NAO NAOC SIM Morto por doenca 04/01/05
44 NAD NAD | 05/03/11 | NAC [ NAO NAD NAD NAQ NAQ NAQ Vivo sem doenca 04/08/11
45 SIM SIM | 241103 | NAO | NAO NAD NAD NAO NAO NAO Vivo sem doenca 26/03/12
46 SIM SIM_[ 191103 [ NADO | NAO NAD NAD NAO NAO NAD Vivo sem doenca 1301712
47 5IM siM | 1611203 | NAO NAD NAQ NAD NAO SiM Sim Morto por doenca 29/11/08
48 NAD NAD | 22/09/04 | NAC [ NAO NAD NAD NAO NAQ NAQ Morto por doenca 06/01/10
49 NAO SIM_[ 01/12/04 | NADO | NAO NAD NAD NAOQ NAC NAQ Vivo sem doenca 09/01/12
50 SIM SIM_| 19/02/05 | NAD | NAO NAD NAD NAO NAO NAO Vivo sem doenca 10/10/11
51 SIM SIM_| 01/03/05 | NAD | NAO NAD SIM NAO NAQ SIM Vivo sem doenca 29101707
52 SIM SIM_ | 22/03105 | NAD | NAO SIM SIM NAO NAD SIM Morto por doenca 23/05/06




