UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ODONTOLOGIA
DOUTORADO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO: PATOLOGIA BUCAL

EXPRESSAO DE MARCADORES DE TRANSICAO EPITELIO-
MESENQUIMAL EM CASOS DE CARCINOMA ESPINOCELULAR DE
CABECA E PESCOCO DE UMA POPULACAO DO
HOSPITAL SOLCA - EQUADOR.

MARIA CRISTINA ROCKENBACH BINZ ORDONEZ

Porto Alegre
2019



MARIA CRISTINA ROCKENBACH BINZ ORDONEZ

EXPRESSAO DE MARCADORES DE TRANSICAO EPITELIO-
MESENQUIMAL EM CASOS DE CARCINOMA ESPINOCELULAR DE
CABECA E PESCOCO DE UMA POPULACAO DO
HOSPITAL SOLCA - EQUADOR.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pds-graduagédo em Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como pré-requisito
para obtencédo do titulo de Doutora em

Odontologia, é&rea de concentracdo Patologia

Bucal.

Orientador: Prof. Dr. Pantelis Varvaki Rados

Linha de pesquisa: Cancer Bucal

Porto Alegre
2019



CIP - Catalogacao na Publicagao

ROCEENEBACH BINZ ORDONEZ, MARIE CRISTINZ

EXPRESSAC DE MRRCADORES DE TRANSIGEO
EPITELIO-MESENQUIMAL EM CASO3 DE CARCINOMAZ
ESPINCCELULAR DE CABEGA E PESCO(O DE UMAR POPULARCAO DO
HOSPITRL SOLCAR — EQUADOR. / MARIA CRISTINA :
ROCKENEACH BINZ ORDONEZ. -- 2019.

58 f£.

Orientador: Pantelis Varvaki Rados.

Tes= (Doutorado) —— Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Odontologia, Programa de
pés—-Graduagdo em Odontologia, Porto Rlegre, BR-RS,
2019.

1. Carcinoma espinocelular. 2. Epidemiclogia. 3.
Vimentina. 4. N-Caderina. 5. E-Caderina. I. Varvaki
Rados, Pantelis, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




“No final, o importante € a familia que abriga teu corag¢do.”

(Maria Cristina Rockenbach Binz Ordéfiez)



DEDICATORIA

Ao meu esposo Jack, pela ajuda e apoio incondicional, por acreditar sempre

na minha capacidade e entender minha paixao pelo ensino. Te amo

A Sebastian e Enrique, meus filhotes, que literalmente cresceram com a tese

e comigo. S0 meus bens mais preciosos.

Aos meus irmdos, Ana Jualia, Mario Arthur, Juan Domingo e Milene, por
cuidarem dos meus filhos, muitas vezes por ano, durante este doutorado;

sabemos que apesar de longe, nosso laco € mais forte que tudo.
Aos meus pais, Mario e Margaret, agradeco a educacao e oportunidade que

me deram de crescer por meio dos seus exemplos... sdo fonte de inspiragédo

eterna. Amo vocés.

A vocés, dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos aqueles que de alguma maneira contribuiram para a
realizacéo deste trabalho.

A minha amiga de coracgéo ...nunca guardando nada para si, ajudando
sempre gue necessitei, Rubia da Rocha Vieira. O mundo precisa de mais

pessoas como VOCcé, meu muito obrigada pelo apoio e carinho.

As minhas amigas que o doutorado me trouxeram, obrigada pelo apoio e

gentileza sempre... Caroline Klabunde e Taiane Berguermaier.

As minhas amigas de Quito, Paulina, Gabriela e Ana, obrigada pela
amizade construida ao longo destes anos e incentivo constante, vocés fazem o

Equador ser meu lar.

Professores Pantelis Varvaki Rados e Manoel Sant’Ana Filho meu
muito obrigada pela oportunidade de aprender, crescer e conviver com VOCES...

homens de bem e docentes fenomenais.

Aos professores e administrativos da Faculdade de Odontologia da

UFRGS, pelos ensinamentos transmitidos;

Aos colegas da pés-graduacao, pelas amizades e companheirismo

durante o doutorado;

A Alessandra, a Chris e ao Pedro, por todo apoio e gentileza que

sempre tiveram comigo.

Aos colegas e amigos do Hospital Solca de Quito, especialmente ao
doutor Felipe Rosero, Ramiro Hidalgo, Zelma Paz, Lucho e Fanny pela
abertura e carinho em me receber dentro desta instituicdo tdo importante para

o Equador, meu muito obrigado.



Aos colegas e amigos da Universidad de los Hemisferios, pelo
constante suporte e estimulo para finalizar o doutorado, especialmente a

Marcia Cedefio, que me fechava no escritério e me obrigava a trabalhar na
tese.

A banca, pelo tempo dedicado a revisdo e engrandecimento do trabalho
apresentado.

Ao Equador, pais que me recebeu com tanto carinho e gentileza.

Obrigada!



LISTA DE ABREVIATURAS

CECP: Carcinoma espinocelular de cabeca e pescocgo
CT: Centro do tumor

EA: Epitélio ndo neoplasico adjacente ao tumor
E-CAD: E-caderina

EMT: Transicéo epitélio-mesenquimal

FOUFRGS: Faculdade de odontologia da UFRGS
HSQ: Hospital SOLCA de Quito

MET: Transicdo mesénquima-epitelial

N-CAD: N-caderina

NPBO: Nucleo de pesquisa basica em odontologia
SOLCA: Sociedad de Lucha contra el Cancer
UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
VIM: Vimentina

ZIl: Zona de invasao



RESUMO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) apresenta
altos indices de mortalidade e baixa taxa de sobrevida quando em estagios
avancados. Esta caracteristica esta associada além das recorréncias locais, as
metastases loco regionais a distancia e devido a falta de diagnostico precoce.
A identificacdo das caracteristicas clinico-epidemiolégicas de uma populacao
especifica faciltam o entendimento da patologia em si, favorecem o
diagnéstico , prognaostico e tratamento .

No Equador ndo existem estudos especificos destas caracteristicas,
tampouco do perfil de expressdo das proteinas envolvidas no processo de
transicdo epitélio mesenquimal (EMT), fator relacionado com processos de
invasdo e metastases e responsavel pela baixa taxa de sobrevida.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram analisados 309
prontuarios de pacientes com diagnéstico de tumor maligno de cabeca e
pescoco no periodo de janeiro de 2004 a junho de 2017 do Hospital SOLCA de
Quito- Equador (HSQ).

Foram coletados dados epidemioldgicos, parametros clinicos,
caracteristicas histopatolégicas e prognostico destes pacientes. Desta
populacao foram selecionados 148 prontuéarios de pacientes com o diagndéstico
de CECP que cumpriram com os critérios de incluséo e exclusao.

Destes 48,6% eram homens e 51,4% mulheres, 30,4% tinham menos
de 50 anos e 69,6% tinham mais de 50 anos de idade. A analise dos dados,
mostrou que o desfecho (favoravel para pacientes vivos e sem recidiva e
desfavoravel para os pacientes com recidiva, metastases ou Obitos) tem
associacao significativa com: o tempo de evolucéo, localizacdo das lesdes, tipo
de tratamento, presenca de metastases a distancia, metastases regionais,
tamanho do tumor e com o estado civil dos pacientes.

Utilizamos 22 amostras tumorais de carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco (CECP) desta populacdo, e, correlacionamos as caracteristicas
clinicas e histopatologicas, os dados epidemiolégicos e prognostico com a
expressao de marcadores vinculados ao processo EMT.

Foi observada relacdo estatisticamente significativa em relagcdo a

metastase a distancia, onde a auséncia desta, estava associada a um melhor



prognéstico, e sua presenca a um pior prognostico e verificamos ainda
associacao significativa entre a baixa expressdo de E-CAD e o processo de
EMT, assim como a alta expressao desta proteina com o processo de transicao

mesénquima-epitelial (MET).

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular, epidemiologia, Vimentina, N-

Caderina, E-Caderina, transicao epitélio-mesenquimal, prognostico



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (CECP) has high rates of
mortality and low survival rate. This characteristic is linked to local
recurrences, distant and nodal metastases and lack of early diagnosis. The
identification of the clinical and epidemiological features of a specific population
facilitates the understanding of the disease, and facilitates diagnosis, prognosis
and treatment.

These studies have not been carried out in Ecuador, nor there are
studies about the expression of proteins involved in the epithelial-mesenchymal
transition (EMT), related to invasion and metastasis and responsible for the low
survival rate.

In order to develop this work, a total of 309 medical records of patients
with a diagnosis of malignant tumors of the head and neck from January
2004 to June 2017, from the Hospital SOLCA of Quito - Ecuador (HSQ) were
analysed.

Epidemiological data, clinical parameters, histopathological features
and prognosis of these patients were collected. From this population, 148
medical records of patients with the diagnosis of CECP who met the inclusion
and exclusion criteria were selected for the study.

In these patients, 48.6% were men and 51.4% women, 30.4% has less
than 50 years and 69.6% were over 50 years. The data analysis showed that
the outcome (favorable for living patients and without recurrence and
unfavorable for patients with recurrence, metastasis or deaths) has a significant
association with: time of evolution, location of lesions, type of treatment,
presence of distant metastases, regional metastases, tumor size and patients’
marital status.

We use 22 CECP tumor samples from this population were studied, and
the clinical and histopathological characteristics, epidemiological data and
prognosis were correlated with the expression of EMT markers.

A statistically significant relationship was observed in relation to the
distant metastases, where their absence was associated with a better
prognosis, and their presence with a worse prognosis and a significant

association was also observed between a low expression of E-CAD and EMT,



as well as the high expression of this protein with mesenchymal-epithelial
transition (MET).

Keywords: Squamous cell carcinoma, epidemiology, vimentin, N-cadherin, E-

cadherin, epithelial-mesenchymal transition, prognosis
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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) € a sexta
neoplasia maligna mundial mais frequente, apresentando alto indice de
mortalidade, morbidade e baixa taxa de sobrevida dos pacientes. Na América
Latina, a maior incidéncia deste tipo de tumor foi encontrada na Argentina, sul
do Brasil e Uruguai, sendo no sul do Brasil os maiores percentuais registrados.

No entanto, em alguns lugares dos Estados Unidos, jA ocorre a
diminuicdo dos casos devido ao diagnostico precoce e tratamento oportuno.

No Equador segundo o Instituto Nacional de Estatisticas e Censo,
desde 1980 até 2016 houve um incremento de mais de 16% nas taxas de
Obitos de todos os tipos de cancer. Isso significa que a cada dia morrem mais
de 29 pessoas por essa causa. Nos casos de tumores de cabeca e pescoco 0s
dados epidemioldgicos existentes sugerem um aumento significativo dos anos
70 a atualidade.

No CECP, o processo de progressao tumoral se desenvolve de forma
gradual e se caracteriza pela acumulacdo de alteracbes genéticas que
influenciam na homeostase celular, na reparacdo do DNA e nos genes
supressores de tumor. JA 0 processo de invasédo local e de metastases esta
regulado por fatores relacionados com a capacidade das células tumorais
malignas de invadir o espaco extracelular e areas vasculares.

O processo conhecido como transicao epitélio-mesénquima (EMT)
vinculado ao processo de invasao tumoral no CECP inicia pela diminuicdo ou
supressao das proteinas epiteliais nas células tumorais para receber proteinas
mesenquimais e comecar a expressar um fenétipo de célula mesenquimal.

Proporcionar uma melhor compreensao dos mecanismos que atuam na
progressdo do tumor e sua correlacdo com o prognostico, facilitara, por meio
das expressdes dos marcadores especificos, a definicdo de progndsticos e a
determinacdo de novos tratamentos especificos para os pacientes portadores
de CECP e consequentemente aumentando as taxas de sobrevida.

Todas as ideias e considera¢gfes abordadas nesta introducdo serao

desenvolvidas, aprofundadas e referenciadas nos antecedentes e justificativas.



13
ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O carcinoma de cabeca e pesco¢co (CECP) € um problema de saude
publica global (SHIELD et al., 2016) com uma tendéncia ao crescimento e
compromete uma populagédo cada vez mais jovem. As etiologias séao diversas,
dependendo da regido estudada e podem estar associadas ou ndao ao tabaco
e alcool, infeccbes por Epstein-Barr e papillomavirus ou exposicao a radiacao
ultravioleta e deficiéncias dietéticas (HUSSEIN et al., 2017; BALASUNDARAM
et al., 2014; WARNAKULASURIYA, 2009).

As variagfes nas caracteristicas clinico epidemioldgicas do CECP séo
descritas por diversos estudos (SEOANE-ROMERO et al, 2012;
HERNANDEZ-GUERRERO et al., 2013; LING et al.,2013). Compreender a
variabilidade deste comportamento do CECP em termos geograficos, pode
ajudar a aumentar as taxas de sobrevida da doenca que sdo baixas,
principalmente pela ocorréncia de recidivas, metastases e pelo diagnéstico
tardio. (KUDO et al., 2004; CARVALHO et al., 2012)

No Equador, segundo o estudo da “Sociedad de Lucha contra el
Céncer” (SOLCA) o cancer mais prevalente em homens é o de prostata,
seguido por pele, estbmago, linfomas e colon retal. Em mulheres, o de mama
segue a tendéncia mundial como o de maior prevaléncia, seguido por tireoide,
pele, colo de utero e estbmago. Este mesmo estudo aponta que o cancer com
a maior taxa de mortalidade tanto em homens como em mulheres é o de
estbmago, seguido de prostata e pulmdo em homens e de colo de Utero e de
mama em mulheres. Como se pode observar nédo foi levado em consideracéo o
CECP de forma especifica (SOLCA, 2013).

Um estudo recentemente publicado no Equador, mostra que as taxas
de mortalidade por cancer de cabeca e pescoco, incluindo CECP e outras
variantes aumentaram significativamente nos ultimos 16 anos em contraste
com outros estudos de paises desenvolvidos que indicam taxas decrescentes
de mortalidade para estas patologias. (NUNEZ-GONZALES et al., 2018;
SIEGEL et al.,2012 ;SIEGEL et al., 2016 )

As metéstases e recidivas ocorrem pela disseminagdo de células
tumorais por meio do sistema linfatico e sanguineo (NOGUTI et al., 2012;

MANNELLI et al.,2011) e estas sdo as principais responsaveis pelos o6bitos e
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baixa taxa de sobrevida no CECP. (KUDO et al.,, 2004; CARVALHO et al.,
2012)

O comportamento maligno das neoplasias se caracteriza pela
capacidade das células tumorais realizarem disseminacao a distancia, burlando
o sistema de vigilancia imune, induzindo angiogénese e outros mecanismos
proprios de uma célula tumoral maligna (HILDEBRAND et al., 2014; SMITH et
al., 2013).

Estas alteracbes permitem que as células epiteliais migrem para o
tecido conjuntivo e, neste processo, as células tumorais se separam e se
espalham no estroma subjacente. (PECTASIDES et al., 2014 ).

Nos ultimos 10 anos, a compreensdo do mecanismo de disseminagao
das células malignas foi progressivamente desvendado, culminando com a
definicdo de um novo processo conhecido por EMT. ( NIETO et al., 2016)

O processo de EMT é dinamico, (SMITH et al., 2013) e durante este
mecanismo a célula tumoral com caracteristicas epiteliais se modifica através
de uma alteracdo da polaridade e adesdo, tornando-se em uma célula com
caracteristicas mesenquimatosas (SHOOK & KELLER, 2003; ZHANG et al.,
2014).

Com a finalidade de determinar a correlacdo da expressdo das
proteinas envolvidas na ocorréncia do processo EMT, o estudo de marcadores
tumorais para E-caderina (E-CAD), N-caderina (N-CAD) e Vimentina (VIM)
poderiam prever a tendéncia ao desenvolvimento de metastases. (CRUZ et al.,
2009; LIU et al., 2010; VON ZEIDLER et al., 2014)

Alguns estudos como o de PECTASIDES et al., (2014), mostraram que
a sobrevida geral dos pacientes esta relacionada com a alta expressédo de E-
caderina em comparacdo com aqueles que apresentavam baixa expressao do
mesmo marcador. (LIU et al., 2010)

O inverso funciona para a N-CAD e VIM onde as altas expressoes
destas sdo associadas a menores taxas de sobrevida e maior ocorréncia de
metastases (THIERAUF et al.,2017).



15

Transicao epitélio-mesenquimal (EMT)

O processo celular de EMT € dinamico e considerado indispensavel para
o desenvolvimento de metastases no CECP. Durante este mecanismo, a célula
tumoral com caracteristicas epiteliais se modifica, através de uma alteracao da
polaridade e adesdo, transformando-se em uma célula com caracteristicas
mesenquimatosas (SMITH et al., 2013; NIETO et al., 2016), caracterizando o
processo de EMT. Estas alteracdes permitem a invasao do tecido conjuntivo e
a separacao das células tumorais. (PECTASIDES et al., 2014).

Para identificar o processo de EMT se utilizam diversos marcadores
epiteliais e mesenquimais, dentre eles a E-caderina (E-CAD), N-caderina (N-
CAD) e Vimentina (VIM) (THIERAUF et al.,2017). Diferentes estudos mostram
que a transicado de uma célula epitelial a uma mesenquimatosa € caracterizado
pela perda de expressdo da E-CAD e por uma excessiva expressao de VIM e
N-CAD, o que se relaciona com a conversdo de tumores incipientes em
tumores invasivos (SHOOK & KELLER, 2003; ZHANG et al., 2014).

PECTASIDES et al.,(2014) comprovou que a E-CAD estava
superexpressa haqueles casos em que 0S pacientes apresentavam maior
sobrevida comparada quando esta se apresentava subexpressa, destacando o
rol primordial que tem esta proteina na progressao e metastases do CECP.

Nos estudos que utilizam a E-CAD como um potencial biomarcador de
transformacao tumoral de leucoplasias, foi determinado que quando esta se
apresenta subexpressa, pode ser usada para identificar potenciais riscos de
transformacdo maligna o que poderia determinar uma oportunidade de
tratamento cirargico profilatico em grupos de pacientes de risco (VON ZEIDLER
et al., 2014). Coloco o que ocorre nas leucoplasias com a expressao de
ECAD?

ZHANG et al., (2014) observou que as células tumorais que se
encontravam proximas de um vaso sanguineo exibiam baixa expressao de E-
CAD e alta expressdo de VIM e quando estas ja se encontravam dentro dos
vasos exibiam alta expressdo de E-CAD e baixa de VIM, ou seja, quando as
células epiteliais recém invadem o tecido conjuntivo voltam a apresentar suas

caracteristicas epiteliais ao atingir um vaso sanguineo.
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Assim mesmo, a N-CAD e a VIM apresentam valores aumentados de
expressdo nas amostras tumorais e valores de expressdo diminuidos nas
amostras de mucosa normal. (SHOOK & KELLER, 2003; ZHANG et al., 2014;
THIERAUF et al.,2017)

Este trabalho mostrou as principais caracteristicas epidemioldgicas,
parametros clinicos, caracteristicas histopatoldgicas e progndstico relacionadas
ao CECP no Hospital SOLCA — Quito e relacionou estas caracteristicas com
as expressbes dos marcadores do processo de EMT e o progndstico destes

pacientes.



17

REFERENCIAS

Shield KD, Ferlay J, Jemal A, Sankaranarayanan R, Chaturvedi AK, Bray F,
Soerjomataram |. The global incidence of lip, oral cavity, and pharyngeal

cancers by subsite in 2012,” Cancer Journal for Clinicians 2016;67:51-64.

Hussein AA, Helder MN, de Visscher JG, Leemans CR, Braakhuis BJ, de Vet
HCW, Forouzanfar T. Global incidence of oral and oropharynx cancer in
patients younger than 45 years versus older patients: a systematic review,”
European Journal of Cancer 2017;82:115-127.

Balasundaram P, Singh MK, Dinda AM, Thakar A, Yadav R. Study of B-catenin,
E-cadherin and vimentin in oral squamous cell carcinoma with and without

lymph node metastases. Diagnostic Pathology 2014, 9:145.

Warnakulasuriya S. Global epidemiology of oral and oropharyngeal cancer. Oral
Oncol 2009;45(4-5):309-16.

Seoane-Romero JM, Vazquez-Mahia |, Seoane J, Varela-Centelles P, Tomas I,
Lépez-Cedrun JL. Factors related to late stage diagnosis of oral squamous cell
carcinoma. Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2012; 17:e35-40.

Hernandez-Guerrero JC, Jacinto-Aleman LF, Jiménez-Farfan MD, Macario-
Hernandez A, Hernandez-Flores F, Alcantara-Vazquez A. Prevalence trends of
oral squamous cell carcinoma. Mexico City's General Hospital experience. Med
Oral Patol Oral Cir Bucal. 2013;18(2):306-11.

Ling W, Mijiti A, Moming A.Survival pattern and prognostic factors of patients
with squamous cell carcinoma of the tongue: a retrospective analysis of 210
cases. J Oral Maxillofac Surg. 2013; 71:775-85.

Kudo Y, Kitajima S, Ogawa |, Hiraoka M, Sargolzaei S, Keikhaee MR, Sato S,
Miyauchi M, Takata T. Invasion and Metastasis of Oral Cancer Cells Require



18

Methylation of E-Cadherin and/or Degradation of Membranous Beta-
Catenin.Clin Cancer Research 2004;10: 5455-5463.

Carvalho ALH, Hildebrand IC, Haas AN, Lauxen IS, Sant’ana M. Head and
neck squamous cell carcinoma: decline in clinical stage at the time of diagnosis
in a reference hospital in southern Brazil. Applied Cancer Research.
2012;32(4):111-115.

Incidencia del Cancer en Quito — Periodo 2011 — 2013 — SOLCA. Ndcleo de
Quito, 2011-2013. Disponivel em:
https://issuu.com/solcaquito/docs/rnt_2010_2013.

Nufez-Gonzales S, Delgado-Ron JA, Gault C, Simancas-Racines D, Trends
and Spatial Patterns of Oral Cancer Mortality in Ecuador, 2001-2016. Int J Dent
2018;2018:6086595.

Siegel R, Naishadham D, Jemal A, Cancer Statistics. Ca Cancer J Clin
2012;62:10-29.

Siegel R, Miller K, Jemal A, Cancer Statistics. Ca Cancer J Clin 2016;66:7-30

Noguti J, Foot Gomes de Moura C, Protasio Pacheco de Jesus G, Pereira da
Silva VH, Ayako Hossaka T, Fujiyama Oshimo CT, et al,. Metastasis from Oral

Cancer: an Overview Oral Cancer and Metastasis (Review) 2012; 9:329-335.

Mannelli G, Gallo O. Cancer stem cells hypothesis and stem cells in head and
neck cancers. Cancer Treat Rev 2011;38 :515-539.

Hildebrand LC, Carvalho AL, Lauxen IS, Nor JE,. Cerski CTS, Sant’ana Filho
M._Spatial distribution of cancer stem cells in head and neck squamous cell

carcinomas. J Oral Pathol Med 2014; 43(7):499-506.

Smith A, Teknos TN, Pan Q. Epithelial to Mesenchymal Transition in Head and
Neck Squamous Cell Carcinoma.Oral Oncol 2013; 49(4):287-292.

Pectasides E, Rampias T, Sasaki C, Perisanidis C, Kouloulias V, Burtness B,



19

Zaramboukas T, Rimm D, Fountzilas G, Psyrri A. Markers of Epithelial to
Mesenchymal Transition in Association with Survival in Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma (HNSCC). PLoS ONE 2014; 9(4): e94273.

Nieto MA, Huang RY, Jackson RA, Thiery JP. EMT: 2016. Cell. 2016;166(1):21-
45. doi: 10.1016/j.cell.2016.06.028.

Shook D, Keller R. Mechanisms, mechanics and function of epithelial-
mesenchymal transitions in early development. Mech Dev 2003;120:1351-1383.

Zhang Z, Dong Z, Lauxen IS, Filho MS, Nor JE. Endothelial Cell-Secreted EGF
Induces Epithelial to Mesenchymal Transition and Endows Head and Neck
Cancer Cells with Stem-like Phenotype. Cancer Res 2014; 74(10): 2869-81.

Cruz MC, Pereira AL, Lopes F, Nokada CF, Silva R, Freitas R, Souza L, Pereira
Pinto L. Immunohistochemical Expression of E-cadherin and CD44v6 in
Squamous Cell Carcinomas of the Lower Lip and Tongue. Braz Dent J 2009;
20(1):64-69.

Liu LK, Jiang XY, Zhou XX, Wang DM, Song XL, Jiang HB. Upregulation of
vimentin and aberrant expression of E-cadherin/b-catenin complex in oral
squamous cell carcinomas: correlation with the clinicopathological features and
patient outcome. Modern Pathology 2010; 23:213-224.

Von Zeidler SV, Botelho TS, Mendonca EF, Batista AC. E-cadherin as a
potential biomarker of malignant transformation in oral leukoplakia: a
retrospective cohort study. BMC Cancer 2014;14:972.

Thierauf J, Veit JA, Hess J. Epithelial-to-Mesenchymal Transition in the
Pathogenesis and Therapy of Head and Neck Cancer. Cancers. 2017; 9(76):1-
13.



20

OBJETIVOS

Objetivo geral

Tracar o perfil clinico-histopatologico e desfecho dos pacientes com
diagnostico de CECP atendidos no Hospital SOLCA de Quito no periodo de
2004 a 2017, e correlacionar com o perfil de expressdo das proteinas

envolvidas no processo EMT de uma amostra desta populacao.

Objetivos especificos

» Correlacionar os dados demograficos, fatores de risco, aspectos
clinicos, microscopicos, TNM (tumor - linfonodo e metastases e
modalidades terapéuticas para identificar possiveis fatores progndésticos
do CECP. Artigo cientificol

= Avaliar a existéncia do processo EMT, através das imunomarcacdes
para E-caderina, N-caderina e Vimentina correlacionando os resultados
obtidos com os dados clinicos, caracteristicas histol6gicas e desfecho
dos pacientes analisados. Artigo cientifico 2
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ARTIGO CIENTIFICO 1

Artigo apresentado de acordo com as normas do periddico “Oral Oncology”
(Qualis Odontologia A1 — Ano Base 2017, fator de impacto 4.636).

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CABECAE
PESCOCO NO HOSPITAL SOLCA — QUITO — EQUADOR: RELACAO COM
O PROGNOSTICO EM 13 ANOS DE ACOMPANHAMENTO.

RESUMO

Este estudo tem por objetivo avaliar as principais caracteristicas
epidemioldgicas, parametros clinicos e caracteristicas histopatolégicas do
CECP nos pacientes atendidos no Hospital SOLCA — Quito - Equador no
periodo de 2004 a 2017 comparando os resultados com os dados de sobrevida
em busca de fatores prognésticos do CECP. Os pacientes incluidos neste
estudo foram divididos em dois grupos de acordo com o desfecho; favoravel
para 0s pacientes vivos e sem recidiva e desfecho desfavoravel para os
paciente com recidiva, metastase ou obito.

Dos 148 casos de CECP revisados, o 51,4% é feminino com uma
proporcdo homem:mulher de 1:1,05. Quanto a idade o 69,6% € maior que 50
anos de idade; Os tabagistas e etilistas correspondem a 41,3% e 38,4%
respectivamente e os ndo tabagistas e nao etilistas correspondem a 58,7% e
61,6% respectivamente.

O diagnostico, em 62,1% dos casos, foi realizado entre 0 a 6 meses
depois do inicio da sintomatologia clinica conforme referido pelos pacientes,
27,9 % entre 6 meses a 1 ano e 10% apds 1 ano.

Os pacientes exibem 51,4% de metastases regionais e 44,5% a
distancia e foram tratados em sua maioria por cirurgia associada a
quimioterapia e ou radioterapia. Os tumores apresentados sdo em sua maioria
de tamanhos avancados T3 e T4 (57,1%) e os intra bucais representam o
92,5% dos CECP desta populacgao.
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O desfecho foi desfavoravel em 64,1% e favoravel em 35,9%.
Observou-se que existe relacdo de desfecho desfavoravel entre o tamanho do
tumor T3 e T4 (p=0,000), presenca de metastase regional (p=0,003), metastase
a distancia (p=0,000) e em pacientes submetidos a tratamentos de
quimioterapia ou radioterapia isolados (p=0,000).

Com este estudo concluimos que no Equador alguns dados
epidemiologicos séo diferentes do resto da América do Sul, principalmente no
que diz respeito a proporcdo homem:mulher, em relacdo ao tempo de evolugéao
até o diagnostico e de que o habito do tabaco e alcool ndo mostraram relacao
com um prognostico desfavoravel e confirmamos de acordo com a literatura
mundial que o tamanho do tumor (T3 e T4), presenca de metastases e 0s
pacientes submetidos a tratamento somente de quimioterapia e/o radioterapia
sdo fatores que determinam um pior desfecho para estes pacientes.
Palavras-chave: cancer bucal; carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco;
etiologia; incidéncia; prognastico.

INTRODUCAO

O Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco é a patologia maligna
mais comum da cavidade bucal e destes, 95% sé&o do tipo espinocelular (1);
apresentam baixas taxas de sobrevida, principalmente associadas a ocorréncia
de metastases loco regionais e a distancia, recidivas e ao diagndstico tardio
(2,3).

No mundo, os paises que apresentam a maior incidéncia de CECP sao
india, Austrélia, Franca, Brasil e Africa do Sul (3,4,5); Na América do Sul, mais
especificamente no sul do Brasil, Argentina e Uruguai se apresentam as
maiores incidéncias de carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o (CECP)
e a maioria da populacéo afetada € a do sexo masculino (5,6,7,8).

Os dados da IARC levantados no Equador mostram que a prevaléncia €
para 0 sexo masculino ndo se confirma atualmente para o cancer de cabeca e
pesco¢co. Em 1998-2002, o cancer de cabeca e pescogo afetou 49 individuos
da populacdo masculina e 43 da feminina; ja nos anos de 2003-2007, esta

proporcdo se modificou significativamente, onde 56 casos afetaram a
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populacdo masculina e 81 casos a feminina. (3) Houve assim, um aumento
importante da populagcéo feminina afetada pelo cancer de cabeca e pescoco,
modificando a propor¢do homem:mulher 1.13:1 no ano de 1998-2002 para
homem:mulher de 2003-2007 a 0,69:1 (3,9).

Em alguns paises, tem sido observada uma tendéncia a reduzir a
ocorréncia de cancer bucal (10, 11, 12). No Equador, esta tendéncia, ndo se
confirma com as estatisticas apresentadas por a IARC e pelo ultimo estudo
apresentado por Nufiez-Gonzalez em 2018 (7).

As caracteristicas clinicas dos pacientes, sua graduacao histologica, os
habitos de risco, tipo de tratamento e idade s&o fatores envolvidos no
prognostico dos pacientes portadores de CECP e podem ajudar a entender o
comportamento desta patologia (10,13,14,15).

Este estudo teve por objetivo avaliar as principais caracteristicas
epidemiolodgicas, parametros clinicos e caracteristicas histopatolégica de uma
amostra de pacientes com diagnostico de CECP atendidos no Hospital SOLCA
— Quito - Equador no periodo de 2004 a 2017 comparando os resultados com

os dados de sobrevida em busca de fatores progndsticos para o CECP.

METODOLOGIA

- Amostra do Estudo

Para a realizacdo deste trabalho foram avaliados 309 prontuarios
eletrbnicos de pacientes atendidos no Hospital SOLCA de Quito- Equador
(HSQ) no periodo entre janeiro de 2004 a julho 2017. Foram incluidos no
estudo 148 pacientes com CECP de labio, lingua, boca, amigdala, orofaringe,
nasofaringe, hipofaringe e faringe que apresentaram ao menos 75 % de dados
clinicos completos.

As caracteristicas demograficas levantadas nos prontuarios foram: sexo,
idade, origem étnica, tipo sanguineo, estado civil, grau de instru¢do. Os fatores
de risco revisados foram o tabagismo e o consumo de alcool. As caracteristicas
clinicas observadas nos prontuarios foram: estadiamento clinico pela
classificagdo TNM ( T=tamanho, N= metastases regionais e M= metastases a

distancia), e a localizacdo da lesé&o (intra oral ou extra oral). Ademais, se
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verificou o grau de diferenciacdo do tumor, tempo de evolucdo da patologia,
tratamento realizado e desfecho (prognéstico favoravel ou desfavoravel).

Foi considerado como desfecho favoravel aqueles pacientes vivos e sem
recidiva e desfecho desfavoravel para os paciente com recidiva, metastase loco

regional e/ou a distancia ou obito.

- Critérios de Excluséo

Foram excluidas da amostra todas as neoplasias malignas diferentes de CECP
assim como todos os casos de neoplasias malignas que tinham como sitio
primario glandulas salivares maiores ou menores. Quando nao foi possivel
identificar o sitio primério, casos sem o diagndstico histopatolégico, registros
duplicados ou historias clinicas com menos de 75% de dados clinicos ou sem
dados e registros de outros tipos de cancer também foram excluidos da

amostra.

- Anélise estatistica

Foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher,
para verificar associagdo entre as caracteristicas coletadas e o desfecho
apresentado pelos pacientes. (nivel de significancia de p<0,05)

RESULTADOS

Um resumo dos dados revisados dos pacientes com CECP estdo
descritos na Tabela 1. De um total de 148 pacientes com diagndstico
histopatolégico de CECP, 72 (48,6%) masculinos e 76 (51,4%) femininos (com
uma propor¢do homem:mulher de 1:1,05). A idade do paciente no momento do
diagnéstico correspondeu a 30,4% menores de 50 anos e 69,6% maiores de 50
anos.

A origem étnica é completamente mestica e a tipificacdo sanguinea
demonstrou uma prevaléncia do tipo O, seguido pelos tipos A, B e AB. No que
se refere a estado civil e grau de instrucdo os pacientes sdo na sua maioria
casados (55,4%) seguidos por solteiros (20,9%), viuvos (10,7%), divorciados
(9,4%) e unido estavel (3,6%), instrucdo académica 42,6% completaram ensino

fundamental, 26,5% ensino médio, 19,1% ensino superior e 11,8% analfabetos.
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Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com CECP do
Hospital SOLCA no periodo de 2004-2017.

VARIAVEIS FREQUENCIA PORCENTUAL PORCENTAGEM VALIDA
SEXO
FEMININO 76 51,4 51,4
148
MASCULINO 72 48,6 48,6
IDADE
MENOR O =50 ANOS 45 30,4 30,4
148
MAIOR 50 ANOS 103 69,6 69,6

ORIGEM ETNICA

MESTICO 148 100,0 100,0
148

TIPO SANGUINEO

o) 82 55,4 70,1
A 23 15,5 19,6
AB 3 2,0 148 26
B 9 6,2 7,7
AUSENTE 31 20,9

ESTADO CIVIL

CASADO 77 52,0 55,4
SOLTEIRO 29 19,6 20,9
VIOVO 15 10,1 10,7
UNIAO ESTAVEL 5 3.4 148 3,6
DIVORCIADO 13 8,8 9,4
AUSENTE 9 6.1

GRAU INTRUCAO

ANALFABETO 16 10,8 11,8
ENSINO FUNDAMENTAL 58 30,2 426
ENSINO MEDIO 36 24,3 148 26,5
ENSINO SUPERIOR 26 17,6 19,1
AUSENTE 12 8.1

No que diz respeito aos habitos, a tabela 2 exemplifica que 41,3% eram
tabagistas e o 58,7% nao; 38,4% utlizava alcool e o 61,6% nao. A
quantificacdo, tipo, tempo ou intensidade do habito ndo foram possiveis de

serem estabelecidas por auséncia de dados especificos.
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Tabela 2. Distribuicdo dos dados referentes a fatores de risco dos pacientes
com CECP do Hospital SOLCA no periodo de 2004-2017.

VARIAVEIS FREQUENCIA PORCENTUAL PORCENTAGEM VALIDA

TABACO

TABAGISTA 57 38,5 41,3
NAO TABAGISTA 81 54,7 148 58,7
AUSENTE 10 6,8

ALcooL

ETILISTA 53 35,8 38,4
NAO ETILISTA 85 57,4 148 61,6
AUSENTE 10 6,8

O tamanho dos tumores de CECP desta amostra, foram de T1 eT2 em
429% e T3 e T4 em 57,1% dos casos, sendo principalmente intra-bucais
(92,5%) e diagnosticados dentro dos primeiros 6 meses de evolucéo (62,1%),
27,9% entre 6 meses e um ano e 10% com mais de um ano de evolucdo. O
grau de diferenciacdo dos tumores: 46,2% bem diferenciado, 45,2%
moderadamente diferenciado, 6,5% pouco diferenciado e o 2,1% indiferenciado

como se demonstra na Tabela 3.



27

Tabela 3. DistribuicAo dos dados referentes as caracteristicas clinicas,
microscépicas e tempo de evolucdo dos pacientes com CECP do Hospital
SOLCA no periodo de 2004 a 2017.

VARIAVEIS FREQUENCIA PORCENTUAL TOTAL PORCENTAGEM VALIDA

TAMANHO DO TUMOR

TleT2 60 40,5 42,9
148

T3eT4 80 54,1 57,1

AUSENTE 8 54

METASTASE REGIONAL

PRESENCA 71 48,0 51,4
148

AUSENCIA 67 45,2 48,6

AUSENTE 10 6,8

METASTASE A DISTANCIA

PRESENCA 61 41,2 44,5
AUSENCIA 76 51,4 148 55,5
AUSENTE 11 7.4

LOCALIZACAO DO TUMOR

INTRA-BUCAL 136 91,9 92,5
148

EXTRA-BUCAL 11 7,4 75

AUSENTE 1 0.7

GRADUAGAO DO TUMOR

BEM DIFERENCIADO 43 29,1 46,2
MODERADAMENTE

42 28,3 45,2
DIFERENCIADO
POUCO DIFERENCIADO 6 a1 148 6,5
INDIFERENCIADO 2 1,3 2,1
AUSENTE 55 37,2

TEMPO DE EVOLUGAO

0-6 meses 87 58,7 62,1
6 meses a 1 ano 39 26,4 27,9
mais de um ano 14 9,5 148 10,0
AUSENTE 8 5,4

O tratamento realizado (a que os pacientes foram submetidos)
corresponderam principalmente a cirurgia associado a quimioterapia e ou
radioterapia, seguido por quimioterapia e/ou radioterapia, somente cirurgia e

tratamento paliativo ao menor percentual dos pacientes.
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Tabela 4. Distribuicdo dos dados referentes ao tratamento administrado aos
pacientes com tumores de CECP do Hospital SOLCA no periodo de 2004 a
2017.

VARIAVEIS FREQUENCIA PORCENTUAL TOTAL PORCENTAGEM VALIDA

TRATAMENTO

QUIMIO + RADIO 40 27,0 32,2
CIRURGIA 14 9,5 11,3
QUIMIO + RADIO + CIR 62 41,9 148 50,0
PALIATIVO 8 54 6,5
AUSENTE 24 16,2

O desfecho dos pacientes com CECP apresentado neste estudo
(tabelab) correspondeu a 35,9 % favoravel e 64,1% desfavoravel.

Tabela 5. Distribuicdo dos dados referentes ao prognostico dos pacientes
portadores de tumores de CECP do Hospital SOLCA no periodo de 2004 a
2017.

VARIAVEIS FREQUENCIA PORCENTUAL TOTAL PORCENTAGEM VALIDA

PROGNOSTICO
PROGNOSTICO

B 47 31,7 35,9
FAVORAVEL
PROGNOSTICO 148
B 84 56,8 64,1
DESFAVORAVEL
AUSENTE 17 11,5

A tabela 6 demonstra a associacdo entre prognostico (n = 131) e o perfil sécio-
demogréfico, habitos e fatores de risco dos pacientes e caracteristicas clinicas
e histopatolégicas dos tumores. Os resultados mostram associagao significativa
com tamanho do tumor (p = 0,000) metastase regional (p = 0,003), metastase a
distancia (p = 0,000), tratamento (p = 0,000), localizagdo do tumor (p = 0,010),
estado civil (p = 0,018) e tempo de evolucédo (p = 0,004).
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Tabela 6. Distribuicdo da associacdo entre o prognoéstico e o perfil socio-
demogréfico, habitos e fatores de risco dos pacientes e caracteristicas clinicas
e histopatolégicas dos tumores de CECP do Hospital SOLCA no periodo de
2004 a 2017.

Prognéstico

VARIAVEIS p VALOR*
Favoravel Desfavoravel
IDADE
MENOR O =50 ANOS 18 (38,3%) 21 (25,0%)
p=0,110
MAIOR 50 ANOS 29 (61,7%) 63 (75,0%)
SEXO
FEMININO 23 (48,9%) 45 (53,6%)
p=0,611
MASCULINO 24 (51,1%) 39 (46,4%)
ORIGEM ETNICA
MESTIGO 47 (100,0%) 84 (100,0%)
VARIAVEL CONSTANTE
TABACO
TABAGISTA 23 (50,0%) 28 (35,9%)
R p=0123
NAO TABAGISTA 23 (50,0%) 50 (64,1%)
ALcooL
ETILISTA 21(45,7%) 28 (35,9%)
B p=0,283
NAO ETILISTA 25 (54,3%) 50 (64,1%)

TAMANHO DO TUMOR

TleT2 31 (67,4%) 25 (30,5%)
p = 0,000
T3eT4 15 (32,6%) 57 (69,5%)
METASTASE REGIONAL
PRESENCA 14 (31,1%) 49 (60,5%)
- p =0,002*
AUSENCIA 31 (68,9%) 32 (39,5%)
METASTASE A DISTANCIA
PRESENCA 6 (13,0%) 53 (66,2%)
- p = 0,000%
AUSENCIA 40 (87,0%) 27 (33,8%)
TRATAMENTO
QUIMIO + RADIO 4(8,7%) 36 (46,2%)
CIRURGIA 12 (26,1%) 2(2,6%)
p = 0,000
QUIMIO + RADIO + CIR 30 (65,2%) 32 (41,0%)
PALIATIVO 0 (0%) 8(10,2%)
TIPO SANGUINEO
(e} 25 (61,0%) 49 (76,6%)
A 12 (29,3%) 9 (14,1%)
p=0,280
AB 1(2,4%) 2 (3,1%)
B 3(7,3%) 4 (6,2%)
LOCALIZAGAO DO TUMOR
INTRA-BUCAL 40 (85,1%) 82 (97,6%)
p =0,007*
EXTRA-BUCAL 7 (14,9%) 2 (2,4%)
GRADUAGAO DO TUMOR
BEM DIFERENCIADO 14 (53,8%) 25 (42,4%)
MODERADAMENTE DIFERENCIADO 11 (42,4%) 27 (45,8%)
p=0,573
POCO DIFERENCIADO 1(3,8%) 5 (8,4%)
INDIFERENCIADO 0 (0%) 2 (3,4%)
ESTADO CIVIL
CASADO 27 (57,5%) 42 (52,5%)
SOLTEIRO 10 (21,3%) 17 (21,2%)
VIUVO 1(2,1%) 14 (17,5%) p = 0,029*%
UNIAO ESTAVEL 1(2,1%) 3 (3,8%)
DIVORCIADO 8 (17,0%) 4 (5,0%)
TEMPO DE EVOLUGAO
0-6 meses 24 (52,2%) 56 (69,1%)
6 meses a 1 ano 13 (28,2%) 23 (28,4%) p =0,004*
mais de um ano 9 (19,6%) 2 (2,5%)
GRAU_INTRUGAO
Analfabeto 5 (10,9%) 10 (12,4%)
Ensino fundamental 14 (30,4%) 39 (48,8%)
: . p =0,140
Ensino médio 14 (30,4%) 19 (23,8%)
Ensino superior 13 (28,3%) 12 (15,0%)

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05).
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DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que oferece uma visdo mais detalhada do
CECP nesta populacdo do Equador.

Em nosso estudo, algumas das caracteristicas sédo similares a literatura
publicada mundialmente, como por exemplo no que diz respeito a incidéncia,
que € maior em pacientes com mais de 50 anos de idade e as taxas de
sobrevida que também sdo baixas e ndo apresentam melhoras significativas
nos indices. No entanto, algumas das caracteristicas observadas parecem
diferir do resto da informacéo publicada para a América Latina (14,15,16).

Estas diferencas epidemioldgicas poderiam ser explicadas, em parte,
pelas diferencas culturais e geograficas que influenciam os diversos fatores de
risco associados ao cancer de cabeca e pescoco (8, 17).

Em estudos apresentados no sul do Brasil, Uruguai e Argentina (1,
2,17), ha uma maior incidéncia do CECP em pacientes masculinos (proporgcéo
aproximada de 3:1). No Equador esta caracteristica apresenta uma relagcédo
1:1,05 propor¢cdo homem:mulher, dado que se pode relacionar com os ultimos
dados mundiais de incidéncia de cancer de cabeca e pescoco enviados pelo
Equador ( 3, 7, 9).

O estudo nao pode elucidar este aumento de pacientes femininas, no
entanto, com base na literatura existente podemos pensar que esta
caracteristica pode estar associada a sensibilidade ao tratamento relacionada
aos receptores hormonais, presenca de lesdes causadas por Vvirus,
papilomavirus humano (HPV) (18), herpes simples (HSV-1), citomegalovirus
(CMV), virus do herpes humano (HHV-6) e (HHV-7), virus da Hepatite C (HCV)
e Epstein-Barr virus (EBV) (19).

N&o foi possivel estabelecer neste estudo uma relagéo estatisticamente
significativa entre o sexo e o progndstico, ndo obstante seria relevante analisar
a populacdo deste estudo para determinar a existéncia de relagdo entre
infec¢cdes virais presentes com o progndéstico.

No presente estudo, a maior parte dos pacientes ndo apresentavam
habitos tabagistas ou ingesta de alcool, ndo demonstrando relacdo com o
prognoéstico. O desenvolvimento de CECP sem os tipicos fatores de risco se
mantém em discussao (20), e a literatura indica que a correlagéo entre taxas de

sobrevida e o habito de fumar ndo séo estatisticamente significantes (21) e que
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devemos enfocar os recursos preventivos relacionados a fatores de estilo de
vida, comportamento como a exposi¢cdo ambiental a abuso de drogas, dieta,
infeccdes virais e imunodeficiéncia (21, 22).

Existe um consenso de que o melhor indicador de progndstico € o
estadiamento (TNM) (16) ao momento do diagndstico, assim como a presenca
de met4stases. A nossa populacdo estudada confirma este consenso e mostra
que tanto o tamanho do tumor, assim como a presenca de metastases tanto
regional como a distancia evidenciam sua relacdo com um pior progndstico
nesta populacéo (23).

O tratamento de cirurgia associado a quimioterapia e ou radioterapia foi
o tratamento mais utilizado, pela prevaléncia de tumores T3 e T4, seguido por
guimioterapia e ou radioterapia, em terceiro lugar, somente cirurgia e por ultimo
tratamento paliativo; ao realizar a analise estatistica foi possivel confirmar, que
o tratamento com maior taxa de sobrevida € o de cirurgia 0 que esta de acordo
com multiplos estudos publicados (17,20,24,25). Esse resultado € decorrente
do estadiamento do tumor e ndo uma opc¢ao terapéutica deliberada .

Frente a esta realidade, as agéncias de saude Equatorianas devem
implementar politicas de prevencao e diagnostico precoce do cancer de cabeca
e pescoco, estimulando o auto exame. As universidades de odontologia do
pais também devem estar envolvidas neste processo, uma vez que Sao as
responsaveis por formar os futuros professionais que deverdo desenvolver
habilidades para o diagnéstico precoce e orientar o autoexame, esperando
assim reduzir as taxas de mortalidade e aumentar a sobrevida desta populacao
(26).

Logo, os dados obtidos neste estudo proporcionam informacdes inéditas
de uma é&rea geogréfica especifica e estabelecem um perfil inicial do CECP no
Equador.
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ARTIGO CIENTIFICO 2

Artigo apresentado de acordo com as normas do periddico “Cancer Research”
(Qualis Odontologia A1 — Ano Base 2017, fator de impacto 9.130).

EXPRESSAO DE MARCADORES DO PROCESO EMT EM CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE CABECA E PESCOCO E SUA RELACAO COM O
PROGNOSTICO

RESUMO

Este estudo tem por objetivo avaliar a expressdo de marcadores do
processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e demonstrar que a
subexpressao da E-caderina (E-CAD) e sobreexpresséo da Vimentina (VIM) e
N-Caderina (N-CAD) em 22 amostras tumorais de carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco (CECP), implicaram em um pior progndéstico destes
pacientes. As amostras parafinadas de CECP foram submetidas a
imunomarcacdo e os resultados comparados com as caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e evolucdo dos pacientes. Foram avaliadas trés zonas: centro
do tumor (CT), zona de invasdo (ZI) e epitélio adjacente (EA), e para a
interpretacdo atribuiu-se o escore 1 (0-50%) e escore 2 (51-100%).

Foi observada relacdo estatisticamente significativa (p=0,004) em
relacdo a metastase a distancia, onde a auséncia desta estava associada a um
melhor prognadstico e sua presenca a um pior prognostico.

Nas analises de imunoistoquimica no que se refere a expressédo de E-
CAD e N-CAD em ZI, CT e EA, existiu associacdo de subexpressdo de E-CAD
no Zl e esta associou-se a tumores de tamanho entre T1 e T2 (p=0,032),
ademais ocorreu subexpressdo de E-CAD no CT e esta associou-se a
individuos com faixa etaria de até 50 anos (p=0,012), bem como a individuos
solteiros (p=0,046).

Verificamos, no que se refere a EMT, fase de transicdo e MET na Zl e
CT, associacdo significativa entre a baixa expressao de E-CAD e 0 processo

de EMT assim como a alta expressao desta proteina com o processo de MET
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(p=0,012), e associacéao significativa na alta expressédo de N-CAD associada ao

processo de EMT e na baixa expressao desta ao processo de MET (p=0,002).

Os resultados da analise do EA mostram que existiu superexpresséao de

E-CAD ao epitélio normal e expressao ao epitélio alterado (p=0,000).

N&do foram encontrados resultados significativos entre as demais
variaveis estudadas, concluindo que estes marcadores ndo tem valor
prognoéstico para o diagnéstico nesta amostra estudada, e casos com alta
expressdo de E-CAD tem melhor desfecho, independente da area do tumor

estudada.

Palavras—chave: Carcinoma espinocelular, E-CAD, N-CAD, VIM,

transicao epitélio-mesenquimal e prognéstico.

INTRODUCAO

A transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) participa no processo de
invasdo, progresso e no desenvolvimento de metastases do carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoc¢o (CECP) (1, 2). Neste mecanismo a célula
tumoral com caracteristicas epiteliais, altera sua polaridade e adeséo e se
modifica em uma célula com caracteristicas mesenquimatosas; as células com
este fendtipo acabam invadindo o tecido conjuntivo e neste processo as células
se separam e se disseminam no estroma adjacente (3, 4).

Um grande numero de artigos cientificos (5,6,7,8) confirma que, o
evento do processo EMT estd relacionado diretamente com um pior
prognéstico, o que inclui, metastases (6), tumores mais indiferenciados, (7)
aumento de recorréncias e diminuicdo das taxas de sobrevida em diversos
tipos de céancer, entre eles o CECP (3).

Existem diversos marcadores que se utilizam para identificar o processo
de EMT, entre eles E-caderina (E-CAD), N-caderina (N-CAD) e Vimentina
(VIM). A E-caderina, se utiliza como marcador que evidencia a perda das
caracteristicas epiteliais e a N-caderina e Vimentina para demostrar a aquisicdo

das caracteristicas mesenquimatosas (1, 2, 4, 6).
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Diversos estudos demostraram que quando a E-CAD esta
superexpressa 0s pacientes apresentaram maior sobrevida comparados a
quando esta estava subexpressa; Esta caracteristica demonstra que a E-CAD
€ uma das principais reguladoras do processo EMT e consequentemente a
maior responsavel (quando subexpressa) pela progressdo e metastases do
CECP (1, 4, 7).

Diferentes estudos mostraram que a transicdo de uma célula epitelial a
uma mesenquimatosa € caracterizada pela perda de expressédo da E-CAD e
por uma excessiva expressao de VIM e N-CAD, o que se relaciona com a
conversao de tumores incipientes, em tumores invasivos ( 1, 2, 4, 5).

No que respeita a VIM e a N-CAD, Zhang et al., observou que as
células tumorais que se encontravam préximas de um vaso sanguineo exibiam
alta expressdo de VIM e baixa de E-CAD e gquando esta ja se encontrava
dentro dos vasos exibiam baixa expressédo de VIM e alta de E-CAD, ou seja,
quando as células epiteliais recém invadem o tecido conjuntivo voltam a
apresentar suas caracteristicas epiteliais ao atingir um vaso sanguineo (8).

Corroborando esta observacdo, tanto a N-CAD como a VIM
apresentam valores aumentados de expressao nas amostras tumorais e
valores de expressdo diminuidos nas amostras de mucosa normal (1, 2, 4, 5,
8).

Os eventos de EMT e MET sao dindmicos o que possibilita diversos
ciclos de invasao e metastases (6). No processo EMT/transicAo/MET pode
existir um estado transacional ou hibrido, onde as células n&o adquirem
necessariamente caracteristicas mesenquimais; também pode ocorrer perda
parcial das caracteristicas epiteliais e apresentar caracteristicas mesenquimais
0 que pode gerar diferentes comportamentos durante a migracdo e invasao
tumoral (9).

Este estudo procurou avaliar a existéncia do processo EMT, utilizando
as imunomarcacoes para E-CAD, N-CAD e VIM no centro do tumor, zona de
invasdo e epitélio adjacente em 22 amostras parafinadas de CECP;
correlacionando os resultados obtidos com os dados clinicos, desfechos dos

pacientes e as caracteristicas histologicas dos tumores analisados.
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METODOLOGIA

- Descrigdo da amostra
Foram utilizadas 22 amostras tumorais de pacientes CECP primarios,
sem tratamento prévio, atendidos e tratados no Hospital Solca — Equador no

periodo de janeiro de 2004 até junho de 2017.

- Parametros clinicos dos pacientes

Foram coletados nos prontuarios eletrbnicos as caracteristicas clinicas
de: sexo, idade, etnia, estado civil, grau de instrucado, tipo sanguineo, fatores
de risco (tabaco e &lcool), tempo de evolugdo, modalidades de tratamento e

prognastico.

- Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos tumores

Os dados referentes a tamanho do tumor, localizagdo do tumor, presenga
de metastases regionais e/ou a distancia, foram obtidos nos registros dos
prontuarios. A graduacdo histolégica foi realizada por dois patologistas
previamente calibrados seguindo com os critérios de BRYNE et al., (1992) (10)
e as amostras apresentavam centro (CT), zona de invasdo (ZI) e epitélio
adjacente (EA)

Os pacientes incluidos neste estudo se dividiram em dois grupos
conforme o desfecho (favoravel para pacientes vivos e sem recidiva do tumor)

e desfavoravel (6bito pelo tumor, recidiva ou metastase).

- Imunoistoquimica

Foram realizados cortes histolégicos de 03 micrometros de cada bloco de
parafina previamente selecionados do repositério de patologia do Hospital
SOLCA - Quito e foram submetidos a técnica de imunoistoquimica de acordo
ao quadro 1. Todas as imunomarcagOes foram acompanhadas de controles
positivos e como controle negativo se realizou a supressao do anticorpo

primario.
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Quadro 1: Marca comercial, diluicdo, tipo de recuperacao antigénica e tempo

de incubacgéao e controle positivo para cada anticorpo avaliado

Anticorpo Marca/Clone Diluicao Recuperagé&o antigénica Tempo incubagéo Controle positivo
Cell Signaling® . . . .

E-caderina* Clone 24E10 1:200 P??%"’}ge_gngfo O"(‘Zig?ht Tecido epitefial

(coelho)

Abcam® 5 ) Tecido nervoso
N-caderina* Clone AB18203 1:300 P???g%ge_gngi‘o O"(‘Zigght

(coelho)

Dako® < ) Schwanoma
Vimentina* Clone V9 1:100 Pan((:l1a Oqg Firg:‘s)sao Ov(irrg:l? ht

(rato)

*Sistema de detecgdo: Envision dual link; (Dako®, Carpinteria, USA); Revela¢des: Diaminobenzidina (Dako®,

Carpinteria, USA); Contra-coloragdo: Hematoxilina de Mayer

- Quantificacdo da imunoistoquimica e reprodutibilidade

A expressdo da imunoistoquimica para cada marcador nas diferentes
zonas de interesse foi quantificada por trés avaliadores previamente calibrados,
utilizando um aumento final de 400X. Consideramos imunomarcacao positiva
E-CAD (membrana), N-CAD (citoplasma e nucleo) e VIM (membrana). As
células que apresentaram a coloracdo marrom se atribuiu o escore 1 (0-50% de
células imunopositivas) e escore 2 (51-100% de células imunopositivas).

Durante a execucdo das técnicas imunoistoquimica, ocorreu a
degradacdo do EA de uma das amostras. Se decidiu manter esta lamina sem

analise desta area especifica.

- Anélise do processo de EMT em amostras tumorais e classificagdo do
EA

Quando existiu baixa expressédo de E-CAD, e alta expressédo de N-CAD
e/ou VIM as amostras foram determinadas como em EMT, ao existir alta
expressdo de E-CAD, e baixa expressdo de N-CAD e/ou VIM se caracteriza
MET ou quando os tumores ndo condiziam nos critérios EMT ou MET se
determinou fase hibrida. Se considerou normal o EA quando existiu alta
expressdo de E-CAD, e baixa expressédo de N-CAD e VIM, e alterado quando

nao condizente com este padrao.
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- Reprodutibilidade
A reprodutibilidade foi confirmada durante o estudo. De cada 05 laminas

avaliadas de cada proteina, 01 foi sorteada para reavaliagdo apds um periodo
de 7 dias. Aceitamos valor de Kappa maior que 0,7. Durante a avaliacdo, os

examinadores estiveram cegos para qual paciente pertence o material.

- Anélise estatistica

Foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher,
para demonstrar a associacdo das expressdes imunoistoquimicas com as
varidveis analisadas através do software SPSS versdo 21 (IBM Corporation,
EUA).

Figura 1.

Figura 1 - Fotomocrografia com a marcagdao imunohistoquimica dos diferentes escores considerados nesse estudo. A)
Marcacéo de E-caderina mostrando o epitélio adjacente (EA) e a zona de invasao (ZI) com escore 1 (100 x). B) Marcagéo de
E-caderina escore 1 na porgdo do centro do tumor (CT) (200 x). C) Marcagdo de N-caderina mostrando epitélio adjacente
(EA) e a zona de invaséo (Zl) com escore 2. (40x). D) Marcagdo de N-caderina escore 2 na porgdo do centro do tumor (CT)
(200x). E) Marcagao de Vimentina sendo subexpressa de forma constante, mostrando o epitélio adjacente (EA) e a zona de
invasdo (ZlI) (100x). F) Controle interno de Vimentina mostrando marcagdao em tecido muscular e parede de vasos
sanguineos (200x).
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RESULTADOS

Observou-se que os individuos dos dois grupos possuiam faixa etaria de
mais de 50 anos (72,7%), pertenciam predominantemente ao sexo feminino
(59,1%), eram néao tabagistas (59,1%), nao etilistas (54,5%), tipo sanguineo O
(85%), estado civil casado (68,2%). Em relagcéo ao grau de instrugdo a maioria
dos individuos com prognostico favoravel possuiam ensino superior completo
(45,5%) e a maioria dos individuos com prognoéstico desfavoravel possuiam

ensino fundamental completo (54,5%) — Tabela 1.
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Tabela 1. Associacdo entre prognostico (n=22) e o perfil sdcio-demogréfico, e fatores

de risco para os grupos com progndstico favoravel e desfavoravel para o CECP.

VARIAVEIS FAVORAVEL [p]=S{\V/e]2¥:\V/=I p VALOR*
IDADE
Menor 50 anos 3(27.3) 3(27.3)
i >0,999
Maior 50 anos 8 (72,7) 8(72.7)
SEXO
Feminino 6 (54,5) 7 (63,6)
0,664
Masculino 5 (45,5) 4 (36,4)
TABACO
Tabagista 5 (45,5) 4 (36,4)
0,664
Né&o tabagista 6 (54,5) 7 (63,6)
ALCOOL
Etilista 5 (45,5) 5 (45,5)
>0,999
Néo etilista 6 (54,5) 6 (54,5)
TIPO SANGUINEO
o 9 (90) 8 (80)
A 0(0) 1(10) 0,485
B 1(10) 1(10)
ESTADO CIVIL
Casado 8(72,7) 7 (63,6)
Solteiro 2(18,2) 2(18,2)
- 0,693
Vidvo 0(0) 1(9.1)
Divorciado 1(9,1) 1(9,1)
GRAU DE INSTRUCAO
Analfabeto 1(9,1) 1(9,1)
Ensino fundamental 2(18,2) 6 (54,5)
Ensi di 0,305
nsino medio 3(27,2) 2(18,2)
Ensino superior 5 (45,5) 2(18,2)

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05).

Quanto as caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos tumores e sua
relacdo com o prognéstico, observou-se que a maioria dos individuos do grupo
de progndéstico favoravel, possuiam tumores de tamanhos menores (72,7%),
com auséncia de metastase regional (72,7%), cujo tratamento de eleicdo foi
cirurgia associada a quimioterapia e ou radioterapia (72,2%), tumor de
localizacgéo intraoral (81,8%), graduacdo moderadamente diferenciado (60%) e
tempo de evolucéo de ate 06 meses (81,8%).

No grupo de prognéstico desfavoravel, houve prevaléncia de tumores de
tamanhos maiores (63,6%), com presenca de metastase regional (63,6%),
onde o tratamento de eleicdo foi a cirurgia associada a quimioterapia e
radioterapia (63,6%), tumor de localizacdo intraoral (81,8%), graduacao
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moderadamente diferenciado (54,5%) e tempo de evolucédo de ate 06 meses
(54,5%).

Foi observado relacdo estatisticamente significativa (p=0,004) em
relacdo a metastase a distancia, onde a auséncia desta estava associada a um

melhor prognaostico e sua presenca a um pior prognéstico (Tabela 2).
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Tabela 2. Associagdo entre o progndstico (n=22) e as caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas da amostra de pacientes com CECP.

VARIAVEIS FAVORAVEL DESFAVORAVEL p VALOR*
TAMANHO DO TUMOR

TleT2 8(72,7) 4(36,4)
0,083
T3eT4 3(27,3) 7 (63,6)
METASTASE REGIONAL
Presenga 3(27,3) 7 (63,6)
0,083
Auséncia 8(72,7) 4 (36,4)
METASTASE A DISTANCIA
Presenga 0 (0) 7 (63,6)
0,004*
Auséncia 11 (100) 4 (36,4)
TRATAMENTO
Quimio + radio 1(9,2) 3(27,3)
Cirurgia 2(18,2) 1(9,1) 0.675
Quimio + radio + cirurgia
8(72,7) 7 (63,6)
LOCALIZACAO DO TUMOR
Intra-bucal 9 (81,8) 9(81,8)
Extra-b | >0,999
a-bucal 2(18,2) 2(18,2)
GRADUAGAO DO TUMOR
Bem diferenciado 3(30) 5 (45,5)
Moderadamente diferenciado 6 (60) 6 (54,5) 0.397
In situ 1(10) 0 (0)
TEMPO DE EVOLUGAO
0-6 meses 9(81,8) 6 (54,5)
6meses alano 1(9.1) 5 (45,5) 0,086
Mais de um ano 1(9,1) 0(0)

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05).

Andélises imunoistoquimicas
- Expressédo de E-CAD e N-CAD em ZI, CT e EA

A subexpressdo de E-CAD no Zl associou-se a tumores de tamanho
entre Tl e T2 (p=0,032).

A subexpressédo de E-CAD no CT associou-se a individuos com faixa
etaria de até 50 anos (p=0,012), bem como a individuos solteiros (p=0,046).

N&o foi constatada relacdo estatisticamente significativa entre as demais
variaveis estudadas e a imunoexpressédo de E-CAD e N-CAD em ZI, CT e EA
(Tabela 3 a 5).

- Expressao de VIM em ZI, CT e EA
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Encontrou-se 100% de subexpressao de VIM nas trés zonas estudadas de
ambos grupos, favordvel e desfavoravel. Por se tratar de uma variavel

constante nédo foi possivel realizar a andlise estatistica.

EMT, fase de transicdo e MET naZle CT

Na ZI cinco amostras se encontravam em EMT, treze na fase hibrida e
quatro no processo de MET. N&o foi encontrada diferengca estatisticamente
significante entre estas variaveis (EMT/Transicdo/MET) e o desfecho. No
entanto, foi possivel verificar associacao significativa entre a baixa expressao
de E-CAD e o processo de EMT assim como a alta expressao desta proteina
com o processo de MET (p=0,012) (Tabela 6).

Verificou-se também associacao significativa entre a alta expressédo de
N-CAD e o processo de EMT assim como a subexpressdo desta com o
processo de MET (p=0,006) (Tabela 6).

No CT, cinco amostras se encontravam em EMT, onze estavam na fase
hibrida e seis no processo de MET. Houve associacao significativa em relacao
a subexpressao de E-CAD com o processo de EMT e superexpressao desta
com MET (p=0,002). O contrario ocorreu com a proteina N-CAD onde
observou-se alta expressao desta proteina associada ao processo de EMT e a
baixa expressdo desta ao processo de MET (p=0,002). Nao foi encontrada

associacao significativa entre o desfecho e os processos estudados (Tabela 6).

Andlise do EA

No EA a superexpressao de E-CAD associou-se ao epitélio normal e sua
expressao ao epitélio alterado (p=0,000).

N&do houve resultados significativos entre o desfecho, N-CAD e as

demais variaveis estudadas em relacdo ao EA (Tabela 7).



46

Tabela 3. Associacao entre a imunoexpressao de E-CAD e N-CAD na zona de

invasdo do CECP em relacéo as variaveis estudadas

VARIAVEIS E-CADERINA N-CADERINA
Escore 1 Escore 2 Escore 1 Escore 2
n (%) n (%) n (%) n (%)
1- Favoravel 6 (54,5) 5 (45,5) 6 (60,0) 5(41,7)
Evolugao 2-Desfavoravel 5 (45,5) 6 (54,5) 4 (40,0) 7 (58,3)
p=0,670 p=0,390
<50 anos 5 (45,5) 1(9,1) 3(30,0) 3(25,0)
Idade > 50 anos 6 (54,5) 10 (90,9) 7 (70,0) 9 (75,0)
p=0,149 p=1,000
TleT2 9(81,8) 3(27,3) 7 (70,0) 5(41,7)
Tamanho T3eT4 2(18,2) 8 (72,7) 3(30,0) 7 (58,3)
p=0,032* p=0,231
Auséncia 3(27,3) 7 (63,6) 3(30,0) 7(58,3)
Metéstase regional Presenca 8(72,7) 4 (36,4) 7 (70,0) 5(41,7)
p=0,198 p=0,231
Auséncia 3(27,3) 4 (36,4) 3(30,0) 4(33,3)
Metéstase a distancia Presenca 8(72,7) 7 (63,6) 7 (70,0) 8 (66,7)
p>0,999 p>0,999
quimio + radio 1(9,1) 3(27,3) 3(30,0) 1(8,3)
Tratamento cirurgia 2(18,2) 1(9,1) 1(10,0) 2(16,7)
quimio+radio+cir 8(72,7) 7 (63,6) 6 (60,0) 9 (75,0)
p=0,675 p=0,442
Intra-bucal 9(81,8) 9(81,8) 10 (100,0) 8(66,7)
Localizagao do tumor Extra-bucal 2(18,2) 2(18,2) 0 (0,0) 4 (33,3)
p>0,999 P=0,096
Bem Diferenciado 5 (45,5) 3(30,0) 3(33,3) 5(41,7)
Graduacédo Moderadamente 6 (54,5) 6 (60,0) 6 (55,6) 7 (58,3)
In situ 0(0,0) 1(10,0) 1(11,1) 0 (0,00)
p=0,657 p=0,632
Casado 5 (45,5) 10 (90,9) 8(80,0) 7 (58,4)
Estado civil Solteiro 3(27,2) 1(9,1) 1(10,0) 3(25,0)
Vilvo 1(9,1) 0 (0,00) 0 (0,0) 1(8,3)
Divorciado 2(18,2) 0 (0,00) 1(10,0) 1(8,3)
p=0,124 p=0,785
0 a 6 meses 8(72,7) 7 (63,6) 7 (70,0) 8(66,7)
Tempo evolugéo 6 meses a 1 ano 3(27,3) 3(27,3) 3(30,0) 3(25,0)
Mais de 1 ano 0(0,0) 1(9,1) 0 (0,0) 1(8,3)
p>0,999 p>0,999

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05). *Resultados estatisticamente significativos destacados em
negrito.



Tabela 4. Associacdo entre a imunoexpressao de E-CAD e N-CAD no centro

do tumor do CECP em relacao as variaveis estudadas.

VARIAVEIS E-CADERINA N-CADERINA
Escore 1 Escore 2 Escore 1 Escore 2
n (%) n (%) n (%) n (%)
1-Favoravel 5 (45,5) 6 (54,5) 8 (66,7) 3(30,0)
Evolucéo 2-Desfavoravel 6 (54,5) 5 (45,5) 4 (33,3) 7 (70,0)
p=0,670 p=0,083
< 50 anos 6 (54,5) 0 (0,00) 4(33,3) 2(20,0)
Idade > 50 anos 5 (45,5) 11 (100) 8 (66,7) 8 (80,0)
p=0,012+ p=0,646
TleT2 7 (63,6) 5 (45,5) 9 (75,0) 3(30,0)
Tamanho T3eT4 4 (36,4) 6 (54,5) 3(25,0) 7 (70,0)
p=0,670 p=0,084
Auséncia 4(36,4) 6 (54,5) 3(25,0) 7 (70,0)
r'\gztiiit:fe Presenca 7 (63,6) 5 (45,5) 9 (75,0) 3(30,0)
p=0,670 p=0,084
Auséncia 3(27,3) 4 (36,4) 3(25,0) 4 (40,0)
Metastase a Presenca 8(72,7) 7(63,6) 9(75,0) 6 (60,0)
p>0,999 p=0,652
quimio + radio 2(18,2) 2(18,2) 2(16,7) 2 (20,0)
Tratamento cirurgia 2 (18,2) 1(9,1) 2(16,7) 1(10,0)
quimio+radio-+cir 7(63,6) 8(72,7) 8 (66,6) 7(70,0)
p>0,999 p>0,999
Intra-bucal 10 (90,9) 8(72,7) 11 (91,7) 7 (70,0)
rocalizacdo o gytra bucal 1(9.1) 3(27.3) 1(83) 3(30,0)
p=0,586 p=0,293
gi?er:enciado 5459 3(30,0 5 (45,5) 3(30,0)
Graduagéao Moderadamente 6 (54,5) 6 (60,0) 5 (45,5) 7 (70,0)
In situ 0(0,0) 1(10,0) 1(9,0) 0 (0,00)
p=0,657 p=0,505
Casado 5 (45,4) 10 (90,9) 9 (75,0) 6 (60,0)
Estado civil Solteiro 4 (36,4) 0 (0,00) 2 (16,7) 2 (20,0)
Vitivo 1(9,1) 0 (0,00) 0(0,0) 1(10,0)
Divorciado 1(9,1) 1(9,1) 1(8,3) 1(10,0)
p=0,046* p=0,879
0a 6 meses 6 (54,5) 9(81,8) 9 (75,0) 6 (60,0)
Tempo evolugao 0 meses &1 4 (36,4) 2(18,2) 3(25,0) 3(30,0)
Mais de 1 ano 1(9,1) 0 (0,00) 0(0,0) 1(10,0)
p=0,360 p=0,801

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05). *Resultados estatisticamente significativos destacados em

negrito.
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Tabela 5. Associacédo entre a imunoexpressao de E-CAD e N-CAD no epitélio

adjacente em relagdo as variaveis estudadas.

VARIAVEIS E-CADERINA N-CADERINA
Escore 1 Escore 2 Escore 1 Escore 2
n (%) n (%) n (%) n (%)
Favoravel 4 (40,0) 7 (63,6) 9 (47,4) 2 (100,0)
Evolugéo Desfavoravel 6 (60,0) 4 (36,4) 10 (52,6) 0 (0,00)
p=0,277 p=0,096
< 50 anos 4 (40,0) 1(9,1) 5 (26,3) 0 (0,00)
Idade > 50 anos 6 (60,0) 10(90,9) 14 (73,7) 2 (100,0)
p=0,149 p>0,999
TleT2 6 (60,0) 6 (54,5) 11 (57,9) 1 (50,0)
Tamanho T3eT4 4 (40,0) 5 (45,5) 8(42,1) 1(50,0)
p>0,999 p>0,999
Auséncia 5 (50,0) 5 (45,5) 9 (47,4) 1(50,0)
Metéstase
regional Presenca 5 (50,0) 6 (54,5) 10 (52,6) 1(50,0)
p>0,999 p>0,999
Auséncia 5 (50,0) 2(18,2) 7 (36,8) 0 (0,00)
Metéstase a
distancia Presenca 5(50,0) 9(81.8) 12 (63,2) 2 (100,0)
p=0,183 p=0,533
Quimio + radio 3(30,0) 1(9,1) 4(21,1) 0 (0,00)
Tratamento Cirurgia 2 (20,0) 1(9,1) 3(15,8) 0 (0,00)
Quimio+radio+cir 5(50,0) 9(81,8) 12 (63,1) 2 (100,0)
p=0,345 p>0,999
Intra-bucall 9 (90,0) 8(72,7) 16 (84,2) 1(50,0)
Localizagao
dotumor ~ DXtra-bucal 1(10,0) 3(273) 3(15,8) 1(50,0)
p=0,586 p=0,352
Bem
Diferenciado 3(33,3) 4 (36,4) 7 (38,8) 0 (0,00)
Graduagéo Moderadamente 6 (66,7) 6 (54,5) 10 (55,6) 2 (100,0)
In situ 0(0,0) 1(9,1) 1(5,6) 0 (0,00)
p>0,999 p=0,549
Casado 6 (60,0) 8 (72,7) 12 (63,1) 2 (100,0)
Estado civil Solteiro 3(30,0) 1(9,1) 4(21,1) 0 (0,00)
ViGvo 1(10,0) 0 (0,00) 1(5,3) 0 (0,00)
Divorciado 0 (0,00) 2 (18,2) 2 (10,5) 0 (0,00)
p=0,279 p>0,999
0 a 6 meses 7 (70,0) 7 (63,6) 13 (68,4) 1(50,0)
Tempo_ 6 meses a 1 ano 3(30,0) 3(27,3) 6 (31,6) 0 (0,00)
evolugéo
Mais de 1 ano 0 1(9,1) 0 1(50,0)
p>0,999 p=0,098

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05). *Resultados estatisticamente significativos destacados em

negrito.
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Tabela 6. Associagdo do processo de EMT, fase hibrida e MET na zona de

invasdo e centro do tumor do CECP em relacdo as diferentes variaveis de
estudo

N HIBRIDA MET
Zona de Invaséao n=13 (%) n=4 (%) p VALOR
B 1- Favoravel 3 (60) 5(38,5) 3 (75) 0,510
GRUPO/EVOLUGAO 2- Desfavoravel 2 (40) 8(61,5) 1(25) '
= : Escore 1 5 (100) 6 (46,2) 0(0,0) "
EXPRESSAC E-CAD Escore 2 0(0,0) 7(53.8) 4(100) 0.012
% } Escore 1 0(0,0) 6 (46,2) 4 (100) "
EXPRESSAO N-CAD Escore 2 5 (100) 7 (53.8) 0(0,0) 0,006
EMT TRANSICAO MET
Centro do Tumor n=5 (%) n=11 (%) n=6 (%) p VALOR
B 1- Favoravel 1 (20) 6 (54,5) 4 (66,7) 0.399
GRUPO/EVOLUCAO 2- Desfavoravel 4 (80) 5 (45,5) 2 (33,3) !
XA Escore 1 5 (100) 6 (54,5) 0 (0,00) "
EXPRESSAO E-CAD Escore 2 0(0,0) 5 (45.5) 6 (100) 0,002
X } Escore 1 0(0,0) 6 (54,5) 6 (100)
EXPRESSAO N-CAD Escore 2 5 (100) 5 (45.5) 0 (0,00) 0,002

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05). *Resultados estatisticamente significativos destacados
em negrito.

Tabela 7. Avaliacao do epitélio adjacente em relacao as diferentes variaveis de
estudo

NORMAL ALTERADO
Epitélio Adjacente n=9 (%) n=12 (%) p VALOR
_ 1- Favoravel 5 (55,6) 6 (50,0)
GRUPO/EVOLUGAO 2- Desfavorével 4(44,9) 6 (50,0) >0.999
) Escore 1 0(0,0) 10 (83,3)
E-CADERINA Escore 2 9 (100) 2 (16.,7) 0,000
] Escore 1 9 (100) 10 (83,3)
N-CADERINA Eocore 2 00.0] 2060 0,486

Teste do Qui-quadrado de Pearson e Teste exato de Fisher (nivel de significancia de p<0,05). *Resultados estatisticamente significativos destacados em
negrito.

DISCUSSAO

O estudo realizado avaliou a expressdao do processo de EMT em
amostras de CECP de uma populagdo equatoriana. Este € o primeiro trabalho
numa populacdo com caracteristicas especificas, onde se avaliou 0 processo
EMT em diferentes zonas do CECP e EA.

Em nosso estudo, em relacdo a expressdo de E-CAD e N-CAD em ZI,
CT e EA, existiu subexpressédo de E-CAD no ZI e esta associou-se a tumores
de tamanho entre T1 e T2; o que se confirma na literatura, onde menos
marcacao de E-CAD corresponde a um prognoéstico desfavoravel para estes
individuos (1, 4).
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Um dado interessante é a diminuicdo da expressédo de E-CAD no CT
em pacientes jovens (até 50 anos) que ndo encontra respaldo na literatura,
fato que leva a especular uma possivel atividade mais intensa das células
tumorais neste processo de transicdo EMT/MET em pacientes jovens (7, 8, 9).

A expressdo da VIM em ZI, CT e EA teve 100% de subexpressao de
VIM nas trés zonas estudadas dos dois grupos e se pode sugerir que este
marcador ndo possui relevancia na definicdo do desfecho do tumor para esta
amostra estudada.

No EA nado neoplasico observou-se superexpressdao de E-CAD,
sugerindo que no tecido epitelial normal ha presenca suficiente da proteina E-
CAD nas regides de adesao celular, situagao inversa foi encontrada no tumor,
no qual houve somente expressdo no epitélio alterado (10, 11).

Com base em nossos achados, encontramos pouca validade de
emprego de E-CAD para sinalizar campo de cancerizagao.

Ndo foi possivel determinar significAncia entre as variaveis
(EMT/Transicdo/MET) e o desfecho, no entanto, verificamos associacao
significativa entre a baixa expressdo de E-CAD e o processo de EMT assim
como a alta expressdo desta proteina com o processo de MET como
demonstrado por diversos autores ( 1, 2, 4, 5, 12, 13). Este resultado pode
ocorrer porque a analise executada é estatica e o processo EMT dinamico o
gue pode ndo demonstrar o real processo em acgao.

Também se verificou na ZlI associacdo significativa entre a alta
expressdo de N-CAD e o processo de EMT assim como a subexpresséo desta
com o processo de MET corroborando o encontrado na literatura sugerindo que
o processo MET/EMT possui papel significativo na invasao tumoral (4, 14, 15).

No CT, existiu associagéo significativa em relacédo a subexpressao de E-
CAD com o processo de EMT e superexpressédo desta com MET. O contrario
ocorreu com a proteina N-CAD onde observou-se alta expressdo desta
proteina associada ao processo de EMT e a baixa expressdo desta ao
processo de MET e novamente ndo foi encontrada associagao significativa
entre 0 desfecho e os processos estudados, demonstrando a caracteristica
din&mica do processo (9,16).

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes diferiram da

maioria das publicagdes consultadas(17), principalmente no que se refere a
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porcentagem da populacédo feminina (18) e, no que respeita a exposi¢cao aos
hébitos considerados de risco para o desenvolvimento do CECP (19, 20). No
entanto parece ser uma caracteristica desta populacdo em particular.

De acordo com os resultados encontrados se pode observar que a
expressdo da E-CAD e da N-CAD sao ferramentas estabelecidas para

determinar a ocorréncia dos processos EMT e MET (4, 9, 16).
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CONSIDERACOES FINAIS

O carcinoma espinocelular é a neoplasia maligna que mais acomete a
regido de cabeca com destaque para a cavidade bucal e esta dentro das 10
neoplasias malignas mais comuns que afetam a populagcdo mundial;, ocorre
mais em homens, com mais de 40 anos a nivel mundial e infelizmente ainda
apresenta altas taxas de mortalidade. A determinacao do progndéstico do CECP
esta relacionado a diversos fatores, entre eles, o diagndstico precoce, a
terapéutica empregada e estad vinculado diretamente com a ocorréncia de
metastases, especialmente loco regionais, recidivas e invasdo do processo
tumoral,

Este estudo foi o primeiro a demonstrar as caracteristicas dos pacientes
com CECP no Equador. Os resultados mostram um perfil diferente do CECP
em relacdo a outros paises da América Latina, onde 0s pacientes mais
afetados sé@o as mulheres e portanto € necessaria a implementacéao de politicas
de saude para essa populacdo bem como estudos com maior profundidade em
temas relacionados a relacdo do CECP com HPV ou horménios femininos .

Ainda é preciso conhecer com maior profundidade a carcinogénesis do
CECP e os fatores envolvidos na sua progressdao tumoral como a invasao,
metastases e recidivas; Estes fatores sdo primordiais para determinar um perfil
de progndstico para os pacientes com diagndstico de CECP.

No artigo 1, se pode ressaltar a prevaléncia da populacao feminina e a
inexisténcia de correlacdo entre os fatores de risco e o prognostico. Estes
distintivos caracterizam esta populacdo como Unica e devem ser levadas em
consideragcdo para implementar agdes preventivas eficazes e medidas
investigativas especificas visando incrementar as taxas de sobrevida.

No artigo 2, foi ressaltado que a baixa expressao de E-CAD estava
relacionada com o processo EMT e sua alta expressdo com 0 processo de
MET e o inverso para N-CAD tanto em EA com Zl e CT. Esta relagcdo é bem
descrita e evidenciada em muitos trabalhos e se pode concluir que estes
marcadores podem determinar a ocorréncia do processo EMT e MET. No que
se refere a VIM acreditamos que a variabilidade de proteinas envolvidas no

mecanismo EMT e MET bem como a plasticidade do processo ndo nos
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permitiram, nessa amostra da populacéo e nesse estudo comprovar o seu valor
prognaostico.

O conhecimento acerca das diferentes caracteristicas celulares
relacionadas a dinamica do processo EMT pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégicas terapéuticas efetivas que tenham como alvo
as células envolvidas no processo de EMT.

A realizacao de novos estudos se faz necessaria tanto nessa populacéo
guanto em outras regides do pais para ampliar a compreensao adquirida até o

momento.



