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RESUMO

O carcinoma de células escamosas de orofaringe (CCEQO) apresenta comportamento
bioldgico distinto conforme a positividade para pl6. Nesse contexto, evidéncias
recentes indicam que o sistema opioide pode exercer papel relevante tanto na
modulagdo da carcinogénese quanto na dindmica do microambiente tumoral. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a imunoexpressao dos receptores opioides p (LOP), k
(kOP) e 6 (00P), bem como do receptor do fator de crescimento opioide (OGFR), em
regides nucleares, citoplasmaticas e estromais de tumores pl6(-) e pl6(+), além de
investigar sua associacdo com NF-kB e com a sobrevida global. Trata-se de um estudo
retrospectivo com analise imuno-histoquimica com amostra de 54 casos de bidpsia
excisional de CCEO. Foram identificadas correlagdes significativas entre os diferentes
receptores opioides e a via inflamatoria NF-kB, sugerindo possivel interagdo funcional
entre o sistema opioide e mecanismos inflamatorios tumorais. Em relacdo a sobrevida
global, a radioterapia esteve associada a melhor prognostico em tumores p16(-). A baixa
expressao de pOP e 00OP esteve associada a melhor sobrevida em tumores pl6(-),
enquanto a presenga nuclear de OGFR configurou marcador de bom progndstico em
tumores pl6(+). Os achados sugerem que a modulagdo do sistema opioide no CCEO
varia conforme a presenca de pl6, podendo influenciar o comportamento biolodgico
tumoral e o desfecho clinico. Esses resultados refor¢am a relevancia do sistema opioide
como potencial marcador prognostico e possivel alvo terapéutico no carcinoma de

orofaringe.

Palavras-Chave:carcinoma de células escamosas de orofaringe; imunohistoquimica;

sobrevida global.



ABSTRACT

Carcinoma de células escamosas de orofaringe (OPSCC) exhibits distinct biological
behavior according to pl6 status. In this context, recent evidence indicates that the
opioid system may play a relevant role in both the modulation of carcinogenesis and the
dynamics of the tumor microenvironment. The present study aimed to evaluate the
immunoexpression of p-opioid (LOP), k-opioid (kOP), and 6-opioid (6OP) receptors, as
well as the opioid growth factor receptor (OGFR), in nuclear, cytoplasmic, and stromal
compartments of pl6-negative and pl6-positive tumors, in addition to investigating
their association with NF-kB and overall survival. This retrospective study included
immunohistochemical analysis of 53 excisional biopsy specimens of OPSCC.
Significant correlations were identified between opioid receptors and the inflammatory
NF-kB pathway, suggesting a potential functional interaction between the opioid system
and tumor-associated inflammatory mechanisms. Regarding overall survival,
radiotherapy was associated with improved prognosis in p16-negative tumors. Low pOP
and 0OP expression was associated with better survival in pl6-negative tumors,
whereas nuclear OGFR expression was identified as a favorable prognostic marker in
pl6-positive tumors. These findings suggest that modulation of the opioid system in
OPSCC varies according to p16 status and may influence tumor biological behavior and
clinical outcomes. The results reinforce the relevance of the opioid system as a potential

prognostic marker and therapeutic target in oropharyngeal carcinoma.

Keywords: oropharyngeal squamous cell carcinoma; immunohistochemistry; overall

survival.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma de Células Escamosas de Orofaringe

O cancer ainda se constitui como um dos principais desafios de satide em todo o
mundo e levanta grandes preocupagdes, uma vez que apresenta altas taxas de incidéncia
e mortalidade. A doenca ¢ a segunda causa que mais leva ao obito, ultrapassada somente
pelas doencas cardiovasculares, e foi responsavel, segundo dados do observatorio de
cancer global, por cerca de 10 milhdes de mortes (OMS, 2022). No Brasil, em 2023
ocorreram 7.172 dbitos por canceres de cavidade oral, glandulas salivares e orofaringe.
Estima-se que, para o triénio 2026 a 2028, havera 781 mil novos casos de cancer por ano
no pais (INCA, 2026).

O Carcinoma de Células Escamosas de Orofaringe (CCEO) ¢ o tumor maligno
mais recorrente em orofaringe, sendo o tabagismo e o etilismo importantes fatores de
risco no desenvolvimento da neoplasia (Machiels et al., 2020; Lechner et al., 2022;
Shinomiya; Nibu, 2023). O cancer de orofaringe registrou cerca de 106 mil casos novos,
sendo o 24° mais incidente mundialmente (Bray et al., 2024).

Ademais, Mork e colaboradores, em 2001, observaram uma relacdo de
causalidade com o Papilomavirus Humano (HPV) e desde entdo, diversas evidéncias
reiteraram o HPV como fator carcinogénico significativo para CCEO (Mork et al., 2001;
Machiels et al., 2020; Shinomiya; Nibu, 2023).

E importante destacar que o CCEO classico relacionado ao tabagismo e o
relacionado a infeccdo pelo HPV tém etiologias, perfis moleculares, caracteristicas,
incidéncia e prognosticos distintos. Neoplasias associadas ao HPV apresentam melhores
prognosticos em relagdo aos casos em que ndo hé associagdo com o virus (Lydiatt et al.,
2017; Machiels et al., 2020; Lechner et al., 2022; Shinomiya; Nibu, 2023; Lim et al.,
2023).

Entre os fatores de risco que elevam a incidéncia da doencga estdo as praticas de
sexo oral desprotegido, devido ao HPV, além do aumento da idade. A doenga ¢ mais
prevalente em homens, todavia, nos ultimos anos, tem-se observado um aumento
significativo em mulheres (Lechner et al., 2022). Outrossim, ¢ relevante destacar que o
CCEO, na maioria dos casos, ¢ diagnosticado em estagios avangados, o que reforca a
necessidades de biomarcadores diagndsticos que possam auxiliar na répida detec¢do da

neoplasia (Ferris; Westra, 2023), uma vez que o diagndstico precoce ¢ um fator
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determinante na sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes com a doenca (Dantas et
al., 2023).

Os principais sitios de infeccdo sdo a base da lingua, as tonsilas palatinas e
linguais, a uvula e as paredes da orofaringe, tanto as laterais quanto a posterior
(Panarese et al., 2019; Lechner et al., 2022; Lim et al., 2023). No CCEO relacionado ao
HPYV, os principais locais anatdmicos sdo as tonsilas linguais e palatinas, sugerindo que
o tecido de natureza reticulada do epitélio das criptas tonsilares seja um ambiente
histologicamente favoravel a infeccao pelo HPV em células basais (Lechner et al., 2022;
Shinomiya; Nibu, 2023).

Em relagdo as caracteristicas clinicas do CCEO, massas no pescoco ¢ dor de
garganta sdo os principais sintomas, porém podem variar a depender se tem associagao
ou ndo com o HPV (Machiels et al., 2020; Shinomiya; Nibu, 2023). H4 uma maior
probabilidade de pacientes com CCEO relacionado ao HPV notarem massa cervical
como primeiro sintoma, decorrente de metastases linfonodais cervicais com aspecto
cistico. Em contrapartida, pacientes com CCEO cléssico relacionado ao tabagismo
comumente relatam dor de garganta, disfagia e/ou odinofagia como sintomatologia
inicial. Em metéstases linfonodais cisticas de origem desconhecida, ¢ indicado avaliar
tonsilas palatinas e linguais como possiveis locais primarios de CCEO associada ao
HPV (Shinomiya; Nibu, 2023).

O HPV compde uma familia de mais de 200 tipos de virus, o HPV-16 representa
cerca de 85% dos casos de CCEO relacionados ao HPV tendo alta predilecdo por
queratindcitos (Lechner et al., 2022; Lim et al.,, 2023). A infec¢do pelo virus se
estabelece na camada basal do epitélio e o contato do virus com a regido ¢ facilitada por
microabrasdes teciduais ou, potencialmente, da natureza reticulada do epitélio das
criptas tonsilares (Lechner et al., 2022).

O efeito carcinogénico do HPV no CCEO ¢ fortemente estimulado por dois
oncogenes virais, o E6 e E7 os quais afetam o processo de fim da apoptose e
proliferagdo celular, respectivamente, imortalizando o queratinocito (Lechner et al.,
2022; Shinomiya; Nibu, 2023; Lim et al., 2023). Os genes supracitados suprimem
proteinas importantes no ciclo celular, como a p53 e o Retinoblastoma (pRb),

envolvidas no ciclo celular.

1.2 Receptores p-Opioide ( pOP), Receptor k-Opioide (kOP), Receptor 6-Opioide
(60OP)



12

O manejo da dor em pacientes com Cancer de Cabeca e Pescogo (CPP) ¢ uma
grande preocupacao, visto que, a dor € o sintoma inicial mais comum afetando cerca de
57% a 70% dos pacientes antes do inicio do tratamento oncologico e o cancer de boca e
de orofaringe, apresentam maior intensidade quando comparados a outros tumores de
cabegca e pescoco (Ye et al., 2022), o que leva a mais da metade dos pacientes
necessitarem de analgésicos opioides para o controle da dor oncolédgica (Levi et al.,
2023).

Os opioides sdao substancias naturais, semissintéticas ou sintéticas com
capacidade de se ligarem aos receptores opioides (ROs), quer como agonistas ou
antagonistas, € que possuem propriedades similares aos opioides enddgenos (Duarte,
2005). Os opioides endogenos, por sua vez, sdo neuropeptideos com diversas
funcionalidades e distribuicdo pelo corpo. Todos esses sdo derivados de trés
pro-hormonios: pro-encefalina, pro-opiomelanocortina e prodinorfina, sendo que as duas
primeiras encefalinas descobertas foram a Met-5-encefalina e a Leu-5-encefalina,
ambas, pentapeptideos envolvidos na modulagdo da dor (Hedner; Cassuto, 1987;
Mclaughlin; Zagon, 2012).

Existem quatro subtipos classicos de ROs descritos na literatura, esses peptideos
opioides endogenos e analgésicos opioides agem mediando fungdes tanto no SNC,
quanto no SNP. Sdo esses: Receptor Mu (p) ( HOP); receptor Kappa (k) ( kOP); receptor
Delta (6) (00OP) e receptor de peptideo opioide de nociceptina (Nociceptina/Orfanina
FQ) (N/OGQ) (Shang; Filizola, 2015; Gopalakrishnan et al., 2022).

Os ROs quando ativados por uma droga agonista opioide ou peptideo opioide
endogeno produzem diversos efeitos a depender do receptor. O pOP atua promovendo
analgesia, euforia, depressdo respiratéria e inflamacdo reduzida; o 6OP promove
analgesia, convulsdes, ansidlise, constipagdo; e a ativacdo do xkOP resulta em eventos
analgesia, euforia, diurese e inflamag¢ao reduzida (Machelska; Celik, 2020; Stein, 2016).

Os ROs sao pertencem a classe dos receptores acoplados a proteina G que,
quando ativados, suscitam uma cascata de eventos intracelulares que resulta em 1)
modulagdo dos canais de Ca’>" pré e pos-sindptico e suprimir o influxo de Ca?,
dificultando a liberagdo de neurotransmissores excitatdrios e/ou neuropeptideos
nociceptivos; 2) abertura dos canais de K retificados internamente acoplados a proteina
G (GIRK), o que resguarda de efeitos excitatorios de nociceptores e a propagacao dos
potenciais de agdo, aumentado a hiperpolarizacao neuronal; 3) inibicdo dos canais de

Na', canais de I, (canais hiperpolarizaveis mistos), canais de vaniloides receptores
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potenciais transientes-1 (TRPV-1), além de canais sensoriais 4cidos (ASICs); e 4)
correntes pods sinapticas excitatorias de ativacdo de receptores de glutamato. Desse
modo, todos esses mecanismos resultam em diminuicdo da transmissao do estimulo
nociceptivo e, por conseguinte, reducdo da percep¢ao de dor (Kapitzke; Vetter; Cabot,
2005; Machelska; Stein, 2016).

Observou-se que os ROs estdo associados a outras fungdes celulares importantes
como por exemplo, proliferacao celular, migracdo e apoptose, podendo estar envolvido
na progressao tumoral. Todavia, ainda pouco se sabe sobre o papel dos ROs no
microambiente tumoral (Dantas, 2021; De Sousa et al., 2021).

A relagdo entre a imunoexpressdo de receptores opioides e a carcinogénese
ainda nao foi completamente elucidado, bem como a literatura ainda carece de estudos
que analisa a relacdo da imunoexpressdao de ROs e o prognostico e sobrevida de
pacientes com cancer de orofaringe. Por conseguinte, tem se observado grande interesse
da comunidade cientifica a estudar mais sobre os mecanismos de a¢do dos opioides na
progressao tumoral (Dantas, 2021; Dantas et al., 2023).

Hé diversos relatos na literatura de expressao de upOP e kOPem diversas
linhagens de canceres, no entanto, as implicacdes na carcinogénese e no progndstico
tumoral € controvérsia, principalmente relacionados aos efeitos da morfina na
carcinogénese € no microambiente tumoral. Ha relatos que os receptores pOP e kO tem
fungdes antagdnicas de inducdo de resposta mais pro-inflamatoria e anti-inflamatoria,
respectivamente (De Sousa et al., 2021).

De Sousa e colaboradores (2021) avaliou a imunoexpressdao de pOP e kOP no
cancer de mama (luminal A, luminal B, metastases nodais e area peritumoral) e a
relagdo destes com marcadores de angiogénese (VGEF), proliferacao (Ki67) e apoptose
(ensaio TUNEL). O estudo revelou que a expressdo de kOP foi maior em relacdo ao
MOR em todos os tecidos, sem diferenca estatistica entre os fenodtipos luminal A e
luminal B, além de baixa expressdo de kOP em metéstases nodais em pacientes com
tumores recorrentes (De Sousa et al., 2021).

Segundo o estudo de Tripolt et al (2021) o qual foram analisados conjuntos de
dados publicos de expressdo génica, evidenciaram aumento da expressdo do receptor
O00OP em diversos tipos de cancer s6lido. Observou-se especial relevancia no cancer de
mama em estagios avangados € com comportamento invasivo, nos quais niveis elevados
de expressao de OOP apresentaram correlagdo positiva com maior velocidade de

progressdo da doenga e aumento da incidéncia de metéstases (Tripolt et al., 2021).
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Dantas et al (2021) relatou que, no CCEO, bem como em Lesdes
Potencialmente Malignas Orais (LPM), houve aumento na expressdo de Ki67 e menor
expressao de pOP em tumores em estadgio T1 ao passo que a supra regulacao de KOP
em citoplasma foi associado a um pior sobrevida global de pessoas com esse tipo de
tumor. Foi evidenciado também uma relacdo entre a expressdo de Ki67 e pOP, o que
sugere papel deste receptor na proliferagdo celular. Ademais ndo houve expressdo de

MOR em citoplasma de epitélio normal (Dantas et al., 2021).

1.3 Receptor do Fator de Crescimento Opioide

O papel das encefalinas como neurotransmissores, inicialmente, foi devido a
imunomarcagdo destas na membrana externa, em proximidade aos ROs, principalmente
o MOP, kKOP e 60P, localizados em fibras de neurdnios aferentes relacionados a dor
(Mclaughlin; Zagon, 2012). Entretanto, a partir dos anos 1980, diversas evidéncias
mostraram o papel dos neuropeptideos endogenos, principalmente da
[MET;]-encefalina, em fungdes fisiologicas exigindo ampla distribui¢do tecidual neural
e nao neural (Mclaughlin; Zagon, 2012).

A [MET;]-encefalina ¢ um peptideo opioide nativo codificado pela
pré-proencefalina A (PPE) que foi reconhecido como um fator de crescimento inibitério
tonico e que estd ligado a modulagdo de diversas fun¢des como proliferacao celular,
cicatriza¢do, angiogénese e pode estar relacionado ao cancer. Nesse contexto, esse
peptideo opioide foi denominado como Fator de Crescimento Opioide (OGF) (Zagon et
al., 2000; Zagon et al., 2002). O OGF ¢ produzido e secretado de forma autdcrina agindo
no receptor de OGF (OGFr) regulando as vias inibitdrias das quinases dependentes de
ciclina (CKIs) na transicao G,/S e, por conseguinte, modulando a proliferacao celular, de
modo ndo citotoxico e ndo apoptotico (Zagon; Donahue; McLaughlin, 2009; Zagon et
al., 2011; Mclaughlin; Zagon, 2012).

Ha evidéncias que, em células normais, o OGF deprimiu a replicagdo de
diversas células, como queratinécitos epidérmicos, fibroblastos dérmicos, células-tronco
mesenquimais e células endoteliais do corddo umbilical a partir da modulacdo da via
pl6INK4a e p21WAF1/CIP1 (McLaughlin; Zagon, 2012). Entretanto, ainda nao ha
evidéncias se a expressdo de pl6 em CCEO HPV+ pode estar relacionado a modulagdo

do eixo do fator de crescimento opioide.
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As func¢des do OGF como crescimento, distribuicdo tecidual, localizagao
subcelular (associado ao envelope nuclear das células), especificidade receptor-ligante,
entre outros, revelaram uma agdo distinta do OGF nos receptores opioides classicos,
sugerindo, assim, a existéncia de um receptor capaz de se ligar ao OGF e ativar fungdes
especificas (Zagon et al., 2002; Mclaughlin; Zagon, 2012). A principio, o receptor de
OGF foi denominado como receptor zeta ({) opioide, mas, embora o OGFr seja
farmacologicamente similar aos receptores opioide classicos (capaz de se ligar a drogas
opioides, esterecoespecificidade e reversibilidade com a naloxona), estudos moleculares
posteriores mostraram que esse receptor apresentava natureza gendmica diferente em
relacdo aos receptores opioides cléssicos, sendo, portanto, renomeado como receptor do
Fator de Crescimento Opioide (OGFr) (Zagon et al., 2002; Zagon et al., 2011; Donahue;
Mclaughlin; Zagon, 2012).

O OGEF age regulando positivamente Cinases Inibitorias dependentes de Ciclinas
(CKlIs), principalmente a p16 e p21, o que resulta em retardo da fase GO/G1 para a fase
S no ciclo celular (Zagon; Donahue; Mclaughlin, 2009; Zagon et al., 2011; McLaughlin;
Zagon, 2012). Esse fato ¢ sustentado uma vez que a inibicdo do OGFr por um
antagonista opioide potente como a Naltrexona, ou por anticorpos especificos para OGF
suscita em aumento da proliferacdo celular em comparacdo a grupos controles, o que

reforca o papel do eixo OGF-OGFr nesse processo (McLaughlin ef al., 2003)

O estudo dos receptores de peptideos e fatores de crescimento e sua relagdo com
o cancer tem sido uma 4rea promissora em oncologia e outras areas que estudam a
biologia, desenvolvimento e prognéstico do cancer (McLaughlin et al., 2003). Diversas
pesquisas foram realizadas a fim de verificar a relacdo da expressdo de receptores
opioides e a progressao de diversos canceres humanos, evidenciando a importancia do
eixo OGF-OGFr, bem como o uso de medicamentos opioides (agonistas ou
antagonistas), na proliferacao de células malignas.

Pesquisas envolvendo canceres de cabeca e pescogo, incluindo CCEO,
evidenciam acentuada diminui¢ao da imunoexpressdao de OGFr, e perda da expressao
desse receptor em células malignas, em comparacdo ao epitélio ndo neoplasico
(McLaughlin et al., 2003). Entretanto, McLaughlin e colaboradores evidenciaram
imunorreatividade para OGFr de forma ampla e uniformemente distribuida nas margens
do tumor e células epiteliais normais. Todavia, os autores também evidenciaram, por

meio de analise Western Blot, uma diminuicao da proteina do OGFr em canceres de
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cabeca e pescoco, incluindo a orofaringe, o que reforca a subexpressdo da proteina pelas
células tumorais (McLaughlin et al., 2003).

Dantas e colaboradores (2023) realizou um estudo prospectivo observacional
retrospectivo e transversal com 50 pacientes com CCEO avaliando a imunoexpressao de
receptores opiodes pOP e kOP, relacionando com progndstico, marcadores de
proliferacdo celular (Ki-67) e morte celular (Dantas et al., 2023). No entanto, a literatura
ainda carece de estudos que relacionam a imunoexpressao do OGFr com progndstico e
sobrevida de pacientes com cancer de orofaringe. Portanto, este trabalho ¢ o primeiro a
estudar a influéncia da imunoexpressao do OGFr com a sobrevida global e prognostico

de pacientes com CCEO.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a imunoexpressao de receptores opioides em Carcinomas Escamoso de

Orofaringe (CCEQ), bem como as correlacdes com diversos fatores, como prognostico,

proliferagdo e sobrevida global dos pacientes.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a imunoexpressdo de receptores de Fator de Crescimento opioide
(OGFr), Receptor p-Opioide (nOP), Receptor x-Opioide (kOP), Receptor
0-Opioide (6OP) em tumores e estroma de Carcinoma de Células Escamosas de
Orofaringe (CCEO).

Correlacionar a imunoexpressao do OGFr e NFKb no CCEO com progressao
tumoral

Correlacionar a imunoexpressao do pOP, kOP e 60P no CCEO com progressao
tumoral e metastases linfonodais.

Interrelacionar a imunoexpressdo de kOP, pOP, e 60P e OGFr com dados
sociodemograficos, como idade, sexo, tabagismo e etilismo.

Associar os resultados das andlises imuno-histoquimicas com prognostico,

incluindo estadiamento tumoral e sobrevida global de pacientes com CCEQO.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo do estudo e consideracoes éticas

Trata-se de um estudo observacional, quantitativo, retrospectivo e de coorte o
qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de seres humanos do Instituto do
Hospital Haroldo Juagaba/Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC) com numero de
parecer: 7.672.520 (ANEXO A) estando de acordo e respeitando os aspectos éticos da
Resolugdo n® 466 de 2012.

3.2 Calculo amostral

Tendo em vista que DANTAS et al., 2023 demonstrou que tumores de orofaringe
pl6- apresentam maior expressao citoplasmatica de um opidoide comparado a margem
cirargica ndo tumoral (90.43+18.37 vs 72.68+42.43%) estima-se necessario avaliar 54
casos a fim de obter uma amostra que represente com 80% de poder e 95% de confianca
a hipotese alternativa desse estudo.

Dessa forma, foram avaliadas 54 amostras teciduais de CCEO de pacientes que
realizaram a ressec¢ao cirdrgica a partir da bidpsias excisionais.

3.3 Critérios de inclusio e exclusio

Foram incluidos pacientes acompanhados no Hospital Haroldo Juacaba
(HHJ/ICC) diagnosticados com CCEO, cujos blocos e laminas de bidpsias estavam
disponiveis para andlise.

Como critério de exclusdo, podemos destacar pacientes que possuiam seus
materiais danificados, inconclusivos/insuficientes ou que os dados clinicos nao foram de
possivel acesso.

3.4 Coleta de dados clinico-patoldogicos

O estudo também avaliou dados sociodemograficos, como idade, sexo, consumo
antecedente de alcool e tabagismo esses dados serdo obtidos por meio do sistema de
prontuario eletronico do HHJ/ICC.

Para as laminas de bidpsias excisionais, foi conduzido um novo estadiamento
tumoral, tendo como base o estabelecido pelo Comité Conjunto Americano de
Estadiamento de Cancer (Dantas et al., 2021; Lydiatt et al., 2017). Todos os dados foram
coletados a partir dos prontudrios e laudos histopatologicos dos pacientes.

Ademais, foi usado a diferenca entre a data do inicio (dia; més; ano) do

tratamento e data do obito (dia; més; ano) para calcular a sobrevida global, ou final do
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follow up utilizando para fins de andlise estatistica a quantidade de meses entre essas
datas (Dantas et al., 2021; Dantas et al., 2016). Apos a selecdo da amostra foram

coletadas as laminas histoldgicas das bidpsias excisionais.

3.5 Confecgao de blocos de Tissue Microarray e Rea¢do imuno-histoquimica

As laminas selecionadas para analise foram aquelas que apresentarem uma area
de biopsia excisional com parénquima tumoral adequado, representando o front tumoral
e proporcionando uma representacdo satisfatéria de todo o tumor primario (TP),
incluindo epitélio escamoso da margem de resseccao cirirgica (MRC) e amostras de
metastase em linfonodos cervicais (ML) para pacientes que apresentaram essa condi¢ao
(Oliveira Filho et al., 2021). Apos a selecdo das laminas, procedeu-se a elevagdo de seus
respectivos blocos (bloco doador) para a producao do bloco de TMA (bloco receptor).

Para a técnica de TMA foi utilizado um dispositivo denominado “fisseu
microarrayer” (Quick-Ray UNITMA®). Com o mesmo, realizou-se uma pun¢ao em um
fragmento de tecido com didmetro de 2 mm, com maior representatividade do bloco
doador e transferido de modo ordenado ao bloco receptor, o qual apresenta um padrao
de matriz precisamente espagada.

Em uma mesma sessdo, o bloco receptor foi submetido a cortes sequenciais
com espessura de 3um, em que posteriormente foram depositados em laminas de vidro
sinalizadas. Todas as laminas passaram pela coloracdo de hematoxilina-eosina e
imuno-histoquimica.

A imuno-histoquimica foi realizada por meio da técnica da
estreptavidinabiotina-peroxidase. Posteriormente a desparafinizacdo e reidratacao, foi
realizada a recuperacdo antigénica por meio da técnica de banho-maria a 97°C com
duragdo de 45 minutos em solugdo de citrato (pH=6), bloqueio da peroxidase enddgena
utilizando perdxido de hidrogénio 3%, lavagem com solucdo tampao fosfato (PBS) e
incubagdo overnight com os anticorpos primarios OGFr (PA 5-96570 1:300, Ph baixo,
Thermofisher®), pOP (A16939 ABclonal®1:300, Ph alto), k<OP (NFkB p65 PA5-27617
Thermofisher® 1: 750, Ph baixo) , 6OP (OPRDI1 PA5-86357 Thermofisher® 1:300, Ph
baixo) e NFkB (OPRK PA1- 24534 Thermofisher® 1:400,Ph baixo )

Posteriormente a incubagdo com o anticorpo primdrio, seguindo o tempo
determinado pelo fabricante, as 1aminas foram lavadas (PBS) e incubadas com anticorpo
secundario biotinilato por 30 minutos e, apds a lavagem, incubadas com conjugado de

peroxidase avidina-biotina ou sistema Envision® por 30 min. A revelacdo foi realizada
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por meio da utilizagio de e 3,3’-Diamino-benzidina (DAB) (DAKO®) e a
contracoloragdo com hematoxilina de Harris.

Para o controle positivo da reagcdo imuno-histoquimica, foram coletadas
amostras, por cortes convencionais, de cérebro humano e linfonodos, conforme sugerido
pelo fabricante e, para controle negativo, utilizando-se da mesma técnica
imuno-histoquimica supracitada, entretanto, omitindo a etapa de incubacdo com o

anticorpo primario.

3.6 Analise imuno-histoquimica
As laminas foram escaneadas utilizando o scanner do modelo MoticEasyScan
em um aumento de 40x, ap6és foram confeccionadas imagens de 10 campos nesse
aumento que representasse a area tumoral, posteriormente as imagens foram exportadas
para o formato TIF a fim de realizar uma avaliagdo quantitativa dos marcadores
anti-OGFr.
As imagens foram exportadas para o software QuPath®, sendo possivel
tamanho e localizacdo do campo desejado para determinar o percentual de células
tumorais marcadas ou nao, além de determinar a localizagdo celular da marcagao

nuclear, citoplasmatica e estromal entre positiva e negativa.

3.7 Analise Estatistica

Os dados clinicos foram expressos em forma de frequéncia absoluta percentual
e associados por meio do teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson e os dados de
imunoexpressao em forma de média e desvio-padrdo, submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, comparados por meio do teste de Mann-Whitney
e correlacionados por meio da correlacio de Spearman (dados ndo matamétricos).
Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global foram comparadas usando o teste de
Log-Rank Mantel-Cox e pelo modelo de regressao de Cox. Todas as analises foram
realizadas adotando uma confianca de 95% no software SPSS versdo 20.0 para

Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 caracterizacdo da amostra

A amostra de estudo foi composta de 54 casos de pacientes com CCEO
acompanhados no HHIJ/ICC, sendo excluido um paciente devido impossibilidade de

contagem celular totalizando 53 pacientes na composic¢do final da pesquisa.

. Desses, 21 casos considerados como p16(+) e 32 foram considerados p16(-). A
maior parte dos pacientes (n=38, 71,7%) eram do sexo masculino com idade acima de
60 anos (n= 39, 73,6%). O estadiamento mais frequente foi o T3/4 com (n=28, 52,8%) e

com a presenca de metastase linfonodal, representados por (n=30 62,5%). (Tabela 1)

Dentre as opgdes de tratamento utilizadas, a radioterapia foi a opcao de escolha
em 40 pacientes (n= 40, 75,5%), j4 a quimioterapia foi utilizada em 24 pacientes
(45,3%). Além do mais, dentre todos os pacientes analisados 13 Pacientes (n=24,5)

tinham histoérico de fumo e 15 (n= 28,3%) tinham histérico de alcool. (Tabela 1)

Quando essas caracteristicas foram associadas a imunoexpressdo para pl6
pode-se observar que os pacientes aos quais foram indicados quimioterapia
apresentavam positividade para pl6 quando comparados aqueles em que a

quimioterapia ndo foi indicada (p =0,011). (Tabela 1)
4.2 Comparac¢ao dos imunomarcadores em pacientes p16+ e p16-

Dos tumores avaliados, o numero de células com positividade para pOP nuclear
média foi de 57.20+36.02% enquanto em citoplasma foi de 90.88+22.04 e 55.42+34.00
no estroma. J& o kOP apresentou 1.98+5.36 de marca¢do média positiva no nucleo,
48.26+44.26 no citoplasma e 14.274+28.70 no estroma. Em relagdo ao SOP foi
estabelecida uma relagdo nuclear média positiva de 16.67£16.67, a medida que no
citoplasma foi de 92.73£15.85 e 64.91+31.80 de marcagdes positivas na regiao

estromal. (Tabela 2)

A respeito dos tumores que foram marcados positivamente por OGFR podemos
destacar uma porcentagem de 27.91+25.74 em nucleo, 53.58+39.23 em citoplasma e
30.55+35.26 em estroma. Uma vez que os marcados por NFkBp65 representam
9.30+18.71 em marcagdes no nucleo, 81.63+34.60 em citoplasma e 64.04+42.94

localizados em estroma tumoral. (Tabela 2)
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Ademais, pode-se observar que a presenga do KOP estromal apresentou perda de
expressao significativa nos tumores p 16+ quando comparados com o p 16- (p- = 0,020)
enquanto o OGFR nuclear foi significativamente mais expresso em pl6+ que nos pl6-

(p=0,004). (Tabela 2)
4.3 Correlacio entre os marcadores analisados

Estabelecendo uma correlagdo entre os marcadores analisados nessa pesquisa
podemos estabelecer que em tumores pl6(-) houve uma correlagdo significativa entre
expressdao nuclear de pOP com sua expressdo estromal (p- valor = 0,007). Também
houve correlagdo positiva entre pOP citoplasmatico e kOP citoplasmatico (p=0.016).
Por sua vez, o kOP nuclear mostrou correlagdo direta com a expressao de kappa opioide
estromal (p=0.027), assim como «OP citoplasmatico com oOP citoplasmatico

(p=0.022). (Tabela 3)

Houve também uma correlagdo inversa entre a expressdo nuclear e estromal de
delta opioide (p=0.010). O que significa que quanto mais dOP no nicleo menos 6OP no
estroma. A medida que pode-se estabelecer ainda uma relagdo direta entre a marcagdo

citoplasmatica e estromal do delta opioide (p=0.040). (Tabela 3)

Existe uma associacdo estatistica significativa da expressao pOP em estroma
com OGFR nuclear(p=0.001) e estromal (p=0.004). Ha ainda uma relagdo a
interdependéncia de marcagao de pOP nuclear em citoplasma (P<0.001) e estroma

(p=0.023) do OGFR. (Tabela 3)

Além disso, também foi possivel delimitar uma correlagdo positiva entre OGFR
nuclear com citoplasma (p=0.002) e estroma (p<0.001) ao se estabelecer um
cruzamento entre os marcadores. Assim como a presenga de OGFR em citoplasma
apresenta uma correlacdo direta significativa com a presenca de marcacdo de OGFR em

estroma (p=0.027). (Tabela 3)

Ao evidenciar-se uma correlagdo entre a presenga de pOP no nucleo pode-se
estabelecer uma relacdo positiva direta com a presenca de NFkB
citoplasmatico(p=0.006). Assim como S6OP estromal com NFkB nuclear (p=0.037).
Uma vez que ao analisar a quantidade de células NFkB estromal marcadas foi possivel
estabelecer uma relagdo significativa com a maior presenca de pOP em estroma

(p=0.001) e NFkB citoplasmatico (p=0.011). (Tabela 3)
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Outrossim, em tumores de CCEO pl6(+) se estabeleceu uma relagdo
significativa entre a presenga de pOP em nucleo, citoplasma e estroma, entretanto a

presenca de pOP em citoplasma apresentou relacdo direta com estroma.

Houve uma correlagdo inversa entre a expressao pOP tumor citoplasmatico com
KOP nuclear. J& o kOP presente no nucleo evidenciou uma relagdo com SOP estromal.
outro ponto estatisticamente significante para o kOP ¢ que quando esta mais presente

em citoplasma também h4 aumento em citoplasma e estroma de 6OP

A partir da presenca de SOP nuclear pode-se estabelecer uma correlagdo inversa
com dOP estromal. Ja a marcagdo de 0OP no citoplasma possui uma relacdo direta

significativa com a presenca de OGFR estromal.

Além disso, de acordo com os resultados analisados ¢ possivel estabelecer uma
relagdo entre OGFR nuclear com pOP nuclear e estromal. Verifica-se também uma

associagdo significativamente direta entre OGFR estromal com OGFR nuclear.

J4 o aumento de OGFR estromal apresentou uma correlagdo significativa com a
expressao de pOP em nucleo, ptOP em estroma, OGFR em nucleo ¢ OGFR em
citoplasma. além disso, ¢ possivel estabelecer uma relacdo entre a presenca de NFkB
em nucleo com a marcagdo de OGFR estromal. Além da associagcdo positiva entre

NFkB estromal e citoplasmatico.
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4.4 Analise da sobrevida global

O tempo médio da sobrevida global dos tumores pl6 (-) foi de 57.53+8.43
(41.00-74.05) e o de tumores pl6 (+) foi de 75.92+11.14 (54.08-97.76). Dessa forma
ndo houve diferenga significativa na sobrevida global baseado na apenas

imunoexpressao de pl16. (Tabela 4)

De acordo com os resultados obtidos no estudo o sexo, a idade, o estadiamento e
o habito de fumar ou beber ndo demonstraram associagao significativa com a sobrevida
global dos pacientes tanto pl6 (+) quando pl6(-). Porém pacientes que foram
submetidos a Radioterapia mostraram melhor sobrevida global em comparagdo aos

pacientes nao irradiados (p=0,023) em tumores p16(-). (Tabela 4)

Dentre os tumores que receberam como tratamento adjuvante a quimioterapia,
estes apresentaram uma melhor sobrevida global nos tumores p16 (+) (p=0,016). O que
demonstra que o tratamento adjuvante de radioterapia e quimioterapia melhora o

prognostico desses pacientes. (Tabela 4)

A baixa expressdao de pOP nos tumores pl6 (-) estd associada a melhor
sobrevida global, uma vez que a média de sobrevida foi maior (p= 0,013 e p=0,044). J&
nos tumores pl6 (+) isso acontece tanto nos marcadores nucleares presentes como

também em ambiente estromal. (Tabela 4)

J4 a perda de expressdo de dOP nuclear (p= 0,007) possui uma relagdo com a
melhor sobrevida global em a tumores pl16 (-). E em citoplasma e estroma a perda de

expressao estd associada a melhor sobrevida global (p= 0,034 e p= 0,007). (Tabela 4)

Na pesquisa realizada, a presengca de OGFR no ntcleo ¢ considerado um
marcador de bom progndstico em relagdo a sobrevida global para tumores pl16 (+) (p=
0,022). Assim também como a perda de expressao de OGFR em estroma estad associada

a melhor prognostico. (p=0,033). (Tabela 4)
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Figura 2- Padrdo de imunoexpressio tumoral dos marcadores pOP, 6OP, kOP, OGFR NFkB
em regido nuclear e estromal

KOP

oOP

FONTE: Préprio autor
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5 DISCUSSAO

O CCEO apresenta maior incidéncia em individuos de faixa etdria mais
avancada, estando tradicionalmente associado a historico prolongado e intenso de
exposicao a fatores de risco classicos, especialmente tabagismo e etilismo. (Sung H et
al.,2021). O que ¢ confirmado a partir da caracterizacdo da amostra desse estudo, uma
vez que revelou um predominio de pacientes do sexo masculino e com idade superior a
60 anos tanto para tumores pl6(+) como pl6(-), achados compativeis com o perfil

epidemioldgico classico do CCEQ descrito na literatura.

A amostra analisada evidenciou a elevada propor¢do de tumores classificados
em estagios avancados (T3/T4), frequentemente associados a presenga de
comprometimento linfonodal, achado que corrobora a tendéncia de diagnostico tardio
descrita para o CCEO. O estudo de Ferris (2023) afirma que esse perfil clinico pode
impactar negativamente os desfechos oncologicos, uma vez que estd relacionado a
maior agressividade tumoral e pior prognostico, reforcando a necessidade de
identificacdo de biomarcadores capazes de auxiliar na estratificagdo prognoéstica € no

direcionamento terapéutico. (Ferris; Westra, 2023).

Verificou-se ainda uma associacdo significativa entre a indicagdo de
quimioterapia e a positividade para p16, sugerindo uma influéncia da expressao pl16 +
na determinagdo da conduta terapéutica que influenciam também na sobrevida. A
compreensdo dos mecanismos responsaveis pela maior radiossensibilidade do
carcinoma orofaringeo pl6+ ¢ fundamental para o aprimoramento da estratificacdo

prognostica e para a individualizagdo terapéutica. (Chen AM., 2025).

Embora diversas vias moleculares tenham sido propostas para explicar a
carcinogénese, incluindo altera¢des no reparo do DNA e na regulagdo do ciclo celular,
ainda sdo necessarios estudos adicionais para esclarecer os mecanismos predominantes
envolvidos. Assim, o pl6 reforca seu papel ndo apenas como marcador progndstico,
mas também como possivel indicador preditivo de resposta terapéutica. (Chen AM.,

2025).

Os niveis de expressao do kOP em diferentes localizacdes intracelulares podem
predizer o prognostico de pacientes com tumores. Dessa forma o kOP desempenha um
papel importante no desenvolvimento do cancer, podendo promover ou inibir o

crescimento, a metastase e afetar o prognoéstico do paciente.(Zhang et al.,2013).
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De acordo com os resultados obtidos no nosso estudo podemos determinar que a
baixa expressdo de kOP em regido estromal estd mais evidenciada em tumores de
orofaringe pl6 +, que biologicamente tendem a apresentar melhores prognosticos, entdo
sugere-se que o KOP pode ser um modulador de progndstico do microambiente tumoral

na orofaringe quanto a sua imunoexpressao estromal.

Assim também como o OGFR, quando presente em ntcleo foi mais expresso em
pl6+ que nos pl6-, o que indica que a presenca de OGFR esta associado a melhor
prognostico tumoral, uma vez que a superexpressdo de OGFr pode ativar pl6 e p21,
resultando em inibicdo do crescimento e migragdo tumoral em carcinomas

hepatocelulares. (Jin; Jin., 2024)

No estudo de Zhang (2013) a alta expressao nuclear de «OP foi
significativamente relacionada com metastase linfonodal e consequentemente com a
baixa sobrevida, entretanto ndo observaram outras possibilidades de correlagdes
estatisticamente significantes entre a expressdo de KOP e outras caracteristicas clinicas.
O que condiz com os achados do nosso estudo, visto que em tumores p16(-), os quais de
acordo com a literatura apresentam pior prognostico. Dessa forma, houve uma relagao
de superexpressio de kOP ao tragar uma correlagdo entre nucleo e estoma celular,

relevancia que nao foi evidenciada em tumores p16(+). (Zhang et al.,2013).

Os casos de carcinoma espinocelular do es6fago com alta expressao de pOP no
citoplasma apresentaram maior probabilidade de metéstase linfonodal. dessa forma o
microambiente tumoral ¢ influenciado pela presenca desse marcador. O aumento da
expressdo do receptor pHOP em nucleo, citoplasma e estroma nos tumores pl6+ pode
estar relacionado a modulagao transcricional induzida pelas oncoproteinas do HPV, além
da intensa interacao imunoestromal caracteristica dessas neoplasias. Considerando que o
MOR ativa vias como PI3K/AKT e MAPK, sua superexpressdo pode refletir maior

atividade proliferativa e remodelagdo tumoral ( Zhang et al., 2021).

De acordo com os resultados do estudo embora a presenga de pOP no citoplasma
possua relacdo inversa a presenca de kKOP em nucleo a literatura ndo € clara ao elucidar
uma relagdo entre a translocacdo dos marcadores e o significado fisiologico de tal

estatistica.

A elevagao da expressdao do receptor pOP nuclear e estromal pode apresentar

relagdo com a expressdo citoplasmatica e estromal do OGFR, sugerindo possivel
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interagcdo funcional entre esses sistemas no microambiente tumoral. Considerando que o
nOP estd frequentemente associado a ativagdo de vias pro-proliferativas, enquanto o
eixo OGF-OGFr exerce papel regulador negativo do ciclo celular, as coexpressoes
subcelulares podem refletir um equilibrio dindmico entre sinais de progressdao e
mecanismos de controle proliferativo. Essa interagdo compartimentalizada pode
contribuir para a modulagdo do comportamento bioldgico tumoral e influenciar

desfechos clinicos (Dantas et al.,2023).

O aumento da expressao do receptor pOP no nucleo e no estroma em tumores
HPV - pode estar associado a um perfil bioldégico mais agressivo, enquanto a presenca
estromal pode indicar participagdo na modulacdo do microambiente tumoral. Em
conjunto, essa distribuicdo compartimental sugere possivel contribuicdo do pOP para

maior invasividade e pior progndstico nesses tumores (Dantas et al.,2023).

Foi observada correlagdo inversa significativa entre a expressdo nuclear e
estromal do 60OP, indicando que niveis elevados de expressao nuclear estdo associados a
menor expressao no estroma, e vice-versa. Esse achado sugere uma possivel
redistribuicdo compartimental do receptor ou mecanismos regulatorios distintos entre os
compartimentos celular e microambiental, o que pode refletir diferengas funcionais na

atuacdo do 0OP dentro da dindmica tumoral (Tripolt et al., 2021).

A correlagdo inversa observada entre a expressao citoplasmatica de pOP e kOP
nuclear sugere possivel regulacdo cruzada entre subtipos opioides, refletindo equilibrio

funcional entre vias proliferativas e moduladoras do crescimento tumoral.

Nos tumores pl6 +, a correlacdo inversa entre SOP nuclear e estromal pode
indicar redistribuicao funcional do receptor, possivelmente associada a internalizagdo e
sinalizagdo intracelular. A associagdo direta entre 6OP citoplasmatico e OGFR estromal
sugere interagdo entre sinalizagdo proliferativa tumoral e mecanismos regulatorios
mediados pelo eixo OGF—OGFR no microambiente. Ademais, a correlacdo entre OGFR
nuclear e pOP nuclear e estromal aponta para possivel integragdo entre o sistema
opioide classico e o eixo regulador do crescimento celular. A relacao direta entre OGFR
estromal e nuclear reforca a hipotese de ativagdo coordenada desse sistema em

diferentes compartimentos tumorais (Jin; Jin., 2024).
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A correlagdo observada entre HOP nuclear e NF-kB citoplasmatico, bem como
entre SOP estromal e NF-kB nuclear, sugere possivel acoplamento funcional entre o
sistema opioide e a via inflamatoria NF-xB. Evidéncias experimentais demonstram que
a ativagdo de receptores opioides pode induzir sinaliza¢ao via PI3K/AKT culminando
na ativagdo do NF-kB em cancer de ovario, fator central na regulacdo de inflamagao,
sobrevivéncia celular e progressao tumoral. A associagdo entre pOP estromal e aumento
de NF-kB reforga a hipotese de que o sistema opioide participe da modulagdo

inflamatéria do microambiente tumoral. (Mao et al.,2025).

No presente estudo, observou-se que pacientes com tumores pl6- submetidos a
radioterapia apresentaram melhor sobrevida global quando comparados aos ndo
irradiados. Considerando que os carcinomas de orofaringe pl6- estdo frequentemente
associados a comportamento bioldgico mais agressivo, o controle fisiologico local
promovido pela radioterapia pode exercer um papel determinante no desfecho clinico
positivos pacientes. partindo do presuposto que os CCEO pl6+ sdo geneticamente
diferentes de tumores pl6- em relacdo aos padrdoes de sobrevida, essa ¢ uma questao

clinica de grande relevancia (Ang et al.,2010).

Zhang et al., (2015) estabeleceu a partir do seu estudo uma associagdo
significativa entre a expressdo citoplasmatica do receptor | opioide e a presenca de
metastases linfonodais em carcinoma de células escamosas. Esse achado sugere uma
influéncia do pOP na progressdo tumoral especialmente nos processos relacionados a
disseminagdo metastatica (Zhang et al., 2015). Fator que influencia diretamente na
sobrevida do paciente e pode ser evidenciado de acordo com os resultados do nosso
estudo, uma vez que a baixa expressao em nucleo e citoplasma de p op em tumores de
CCEO p16(-) esta associado a melhor sobrevida global, pois se observa que a média de
sobrevida nesses casos foi maior. O que ressalta a importancia da imunoexpressao de p

op como marcador de sobrevida em CCEO p16(-).

Ao tracar uma relagdo entre sobrevida livre de doenga e sobrevida global com
expressao de pOP, a andlise multivariada do estudo de Zhang demonstrou que quanto

maior a taxa de expressao pior a sobrevida do paciente. (ZHANG et al., 2020).

Um estudo in vitro analisou o efeito do OGF sobre a proliferagdo celular em

cancer de ovario e concluiu que o eixo OGF-OGFr, demonstrou efeito inibitdrio
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dose-dependente sobre a proliferagdo celular quando presentes em citoplasma e nucleo.
De forma que a redugdo do crescimento tumoral foi revertida apds o silenciamento do
OGFrt, evidenciando sua dependéncia funcional. Além disso, observou-se aumento na
expressao de pl6 e p21, sugerindo que o efeito antiproliferativo esteja relacionado a
regulacdo do ciclo celular e seja exercido pelo OGFR (Donahue; Mclaughlin; Zagon,
2012). o que estd de acordo com os resultados obtidos nos nossos estudos, visto que a
presenca de OGFR em nucleo ¢ considerado um marcador de bom prognoéstico para a

média de sobrevida de tumores de orofaringe p16(+).

A presenca do receptor 60OP tem sido associada a inducdo de migracdo e
metastase em células de cancer de mama, mediada pela ativacdo da via de sinalizagdo
oncogénica JAK1/2-STAT3, o que pode favorecer a progressdo tumoral por meio da
intensificagdo da transicdo epitélio-mesenquimal. Adicionalmente, analises de dados
demonstraram associa¢des significativas entre a elevada expressdo de SOP e desfechos
clinicos desfavoraveis, incluindo recorréncia tumoral ¢ redugdo da sobrevida, em

carcinomas espinocelulares de cabega e pescoco, lingua e ovario. (Tripolt et al., 2021).

Em razdo que a perda de expressdo de dOP tem melhor sobrevida global em
tumores pl6 (-) que nos tumores p 16 (+) a literatura ndo esclarece a causa de tal
interferéncia direta na sobrevida ao comparar os dois grupos, entretanto ha uma
convergéncia com o estudo de (Tripolt et al., 2021). Ao se analisar que a perda de

expressao de delta op na regido tumoral est4 associado a melhor sobrevida global.

Este estudo apresenta limitacdes relacionadas ao seu delineamento retrospectivo,
ao tamanho amostral reduzido associado a possiveis falhas documentais de prontuarios
e as limitagdes inerentes a imuno-histoquimica quanto ao estado de ativagdo dos
marcadores analisados. Assim como a falta de estudos relacionados a temadtica do

comportamento de receptores opioides no microambiente tumoral na literatura.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o sistema opioide participa ativamente da biologia do
carcinoma de células escamosas de orofaringe de forma dependente do status de p16,
interagindo com OGFR e NF-kB na modulagdo tumoral e inflamatéria. Em tumores
p16(-), menor expressdao de pLOP e 6OP associou-se a melhor progndstico, enquanto, nos
pl6(+), a interagdo WOP-OGFR e a presenca nuclear de OGFR sugerem efeito
antiproliferativo. Assim, esses marcadores configuram potenciais biomarcadores
prognosticos e alvos terapéuticos, embora estudos adicionais sejam necessarios para

elucidar seus mecanismos e aplicagdes clinicas.
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APENDICE A - Tabela 1: Caracterizagio da amostra de pacientes com cancer de
orofaringe tratamentos cirurgicamente p16(-) e p16(+)

p16 p-
Total - + Valor
Sexo
Masculino 24 14 0,510
38 (71.7%) (75.0%) (66.7%)
Feminino 15 (28.3%) 8 (25.0%) 7 (33.3%)
Idade
Até 60 14 (26.4%) 7(21.9%) 7(33.3%) 0,355
>60 25 14
39 (73.6%) (78.1%) (66.7%)
Estadiamento
clinico
T1/2 15 10 0,958
25 (47.2%) (46.9%) (47.6%)
T3/4 17
28 (52.8%) (53.1%) 11 (52.4%)
Numero de
linfonodos
acometidos
NO 12 0,364
18 (37.5%) (42.9%) 6 (30.0%)
N+ 16 14
30 (62.5%) (57.1%) (70.0%)
Radioterapia
Sim 22 18 0,160
40 (75.5%) (68.8%) (85.7%)
Nao 10
13 (24.5%) (31.3%) 3(14.3%)
Quimioterapia
Sim 10 14 0,011
24 (45.3%) (31.3%) (66.7%)*
Nao 22
29 (54.7%) (68.8%)* 7 (33.3%)
Histérico de Fumo
Sim 13 (24.5%) 9(28.1%) 4(19.0%) 0,453
Nao 23 17
40 (75.5%) (71.9%) (81.0%)
Histoérico de
etilismo
Sim 15 (28.3%) 7(21.9%) 8(38.1%) 0,200
Nao 25 13
38 (71.7%) (78.1%) (61.9%)

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).
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APENDICE B - Tabela 2: Comparacao dos imunomarcadores pOP; kOP; 60P; OGFR

e NFkB em pacientes com cancer de orofaringe tratamentos cirurgicamente p16(-) e

p16(+)

uOP tumor nucleo
uOP tumor citoplasma
uOP estroma

kOP tumor nucleo
kOP tumor citoplasma

kOP estroma

dOP tumor nucleo

dOP tumor citoplasma
dOP estroma

OGFR tumor nucleo
OGFR tumor citoplasma
OGFR estroma

NFkBp65 tumor nucleo

NFkBp65 tumor citoplasma

NFkBp65 estroma

Total
57.20+36.0
2
90.88+22.0
4
55.42+34.0
0
1.98+5.36
48.26+44.2
6
14.27+28.7
0
16.67+16.6
7
92.73+15.8
5
64.91+£31.8
0
27.91+£25.7
4
53.58+39.2
3
30.55+35.2
6

9.30+18.71

81.63+34.6
0

64.041£42.9
4

p16
- +
50.11£35.95 66.78+34.8
7
86.01£28.1 97.46+4.25
0
48.79+35.7 64.38+30.1
8 5
2.63+6.89 1.17+2.41
42441458 57.13x41.1
8 4
23.85+35.8  2.4445.28
7
19.34+17.7 12.83£14.7
0 5
91.21£15.6 94.91+16.4
1 4
60.93£31.2 70.23+32.8
6 2
18.50£18.5 42.33+28.9
8 9
49.33+40.7 60.09+37.1
8 3
21.39£31.2 42.75+37.6
2 4
5.56£10.91 14.90+25.9
1
80.10£35.3 83.92+34.4
4 8
61.18+44.1 68.34142.1
0 6

Valor
0,150

0,105
0,154

0,411
0,241

0,020
0,235
0,480
0,400
0,004
0,416
0,076

0,123

0,737

0,611

*p<0,05, teste Mann-Whitney (média+DP).



APENDICE C - Tabela 3:Correlagdo entre os imunomarcadores pOP; kOP; 5OP; OGFR e NFkB analisados em pacientes com cancer de
orofaringe tratamentos cirurgicamente p16(-) e p16(+)

pl6=-
uOP tumor
nucleo

uOP tumor
citoplasma

uOP estroma

kOP tumor
nucleo

kOP tumor
citoplasma

kOP estroma

dOP tumor
nucleo

dOP tumor
citoplasma

dOP estroma
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p-Val
or

p-Val
or
r=
p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or
r=
p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or
r=

Nucle
0

uOP

Citoplasm Estrom

a

0.341

0.111

a

0.550*

0.007

-0.027

0.902

nucle
0

-0.120

0.625

-0.298

0.215
0.207
0.396

kOP

Citoplasm Estrom

a

0.124

0.573

0.495*

0.016
-0.109
0.620

-0.306

0.177

a

0.048

0.846

0.108

0.658
-0.044
0.857

0.481*

0.027

0.008

0.974

nucle
0

0.164

0.489

-0.045

0.851
-0.063
0.793

-0.211

0.400

-0.146

0.507
0.149
0.554

doP

Citoplasm Estrom

a

-0.086

0.720

0.358

0.121
-0.181
0.444

0.117

0.644

0.475*

0.022
0.080
0.752

-0.271

0.210

a

-0.179

0.493

0.188

0.470
-0.078
0.766

0.084

0.766

0.101

0.671
0.136
0.628

-0.560*

0.010

0.463*

0.040

nucleo

0.380

0.089

0.101

0.662
0.668*
0.001

0.306

0.202

-0.119

0.587
0.090
0.714

-0.077

0.748

-0.074

0.755
0.147

OGFR

Citoplasm Estrom

a

0.763*

<0.001

0.276

0.225
0.398
0.074

0.026

0.917

0.188

0.390
0.137
0.577

-0.018

0.941

0.152

0.522
0.075

a

0.532*

0.023

0.384

0.116
0.650*
0.004

-0.153

0.571

-0.120

0.615
-0.182
0.499

0.103

0.694

-0.339

0.183
-0.117

nucleo

-0.051

0.825

-0.191

0.407
0.297
0.192

0.455

0.058

-0.019

0.930
0.120
0.635

-0.360

0.142

0.060

0.813
0.524*

NFkB p65

Citoplasm Estrom

a

0.580*

0.006

0.210

0.360
0.233
0.309

-0.327

0.185

0.138

0.520
0.049
0.847

0.339

0.169

-0.058

0.818
-0.456

a

0.420

0.058

-0.110

0.635
0.665*
0.001

-0.167

0.507

-0.195

0.362
-0.088
0.727

-0.218

0.385

0.022

0.931
-0.055



OGEFR tumor
nucleo

OGFR tumor
citoplasma

OGFR estroma

NFkBp65
tumor nucleo

NFkBp65
tumor
citoplasma

NFkBp65
estroma

pl6=+
uOP tumor
nucleo

uOP tumor
citoplasma

uOP estroma

kOP tumor
nucleo

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or
r=
p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or
r=
p-Val
or

0.614*

0.009

0.963*

<0.001

0.560*

0.019

-0.301

0.257
-0.699
*

0.003
-0.228
0.395

0.264

0.305

0.138

0.596
0.319
0.212

-0.152

0.022

0.936

-0.461

0.072
0.135
0.619

0.785*

-0.109

0.711

0.019

0.948
-0.130
0.659

0.079

0.518

0.058

-0.040

0.892
0.523
0.055

-0.111

0.084

0.785

-0.356

0.232
0.132
0.667

0.128

0.574

0.592*

0.026

0.234

0.420
0.583*
0.029

-0.065

0.775

0.610*

0.002

0.355

0.213

0.232

0.425
0.417
0.138

-0.239

0.678

0.782*

<0.001

0.495*

0.027

0.535*

0.049

0.283

0.326
0.596*
0.025

-0.106

0.037

0.187

0.444

0.014

0.954
-0.236
0.362

0.483

0.068

0.098

0.728
0.446
0.095

0.098

0.076

0.095

0.699

0.334

0.162
0.265
0.303

-0.375

0.071

0.256

0.358

0.379

0.164
0.329
0.231

-0.114

42

0.839
0.401
0.089
0.333

0.163
0.355
0.161

-0.083

0.699

0.510*

0.011

0.364
0.182
0.232

0.405
0.508
0.053

0.026



kOP tumor
citoplasma

kOP estroma

dOP tumor
nucleo

dOP tumor
citoplasma

dOP estroma

OGFR tumor
nucleo

OGFR tumor
citoplasma

OGFR estroma

NFkBp65
tumor nucleo

NFkBp65
tumor
citoplasma

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or

p-Val
or

p-Val

0.560

<0.001

-0.050

0.850

0.780

-0.282

0.289
-0.161
0.567

0.693

0.591*

0.016
0.093
0.741

-0.399

0.125

0.663

0.599*
0.268
0.355

-0.571*

0.026

0.796*

<0.001

0.819

0.342

0.212
0.079
0.778

0.095

0.758

0.535

0.059
0.338
0.283

0.392

0.175

0.534
-0.184
0.510

0.268

0.376

0.266

0.379
0.236
0.460

0.806*

<0.001

0.708

0.222

0.427
0.222
0.427

0.451

0.122

0.318

0.289
0.139
0.667

0.727*

0.002

0.763*

0.001

0.728

-0.090

0.740
0.298
0.280

0.159

0.604

0.277

0.359
0.211
0.510

0.250

0.411

0.229

0.451
0.626*
0.022

0.686

0.239

0.372
-0.305
0.269

0.356

0.232

0.274

0.365
0.043
0.894

0.404

0.172

0.501

0.081
0.156
0.610

-0.200

0.457

43

0.927
0.311

0.240
0.063
0.825

-0.117
0.704
0.272

0.369
0.220
0.493

0.389
0.189
0.439

0.134
0.153
0.617

-0.207

0.442

0.571%*

0.021



NFkBp65

estroma
p-Val
or

44

*p<0,05, correlagdo de Spearman.

APENDICE D - Tabela 4: Anélise da sobrevida global

Total
Sexo
Masculino
Feminino
Idade
Até 60
>60

T

T1/2
T3/4
N

NO

N+
RT
Sim
Nao
QT
Sim
Nao
Fumo
Sim
Nao
Alcool

Pacientes vivos

/N (%)
18/32 (56.3%)

12/24 (50.0%)
6/8 (75.0%)

6/7 (85.7%)
12/25 (48.0%)

715 (46.7%)
11/17 (64.7%)

5/12 (41.7%)
11/16 (68.8%)

15/22 (68.2%)
3/10 (30.0%)

6/10 (60.0%)
12/22 (54.5%)

4/9 (44.4%)
14/23 (60.9%)

SG (meses) p16-

Média+DP (IC95%)
57.53+8.43 (41.00-74.05)

46.37+8.52 (29.67-63.06)
75.57+15.80 (44.60-106.54)

82.29+10.85 (61.03-103.54)
51.3149.17 (33.33-69.29)

49.83+10.03 (30.17-69.50)
66.26+11.58 (43.57-88.95)

50.20+12.14 (26.39-74.00)
63.58+10.52 (42.95-84.20)

69.08+9.74 (49.99-88.17)
29.10+9.53 (10.42-47.78)

41.99+9.75 (22.89-61.10)
56.5249.89 (37.13-75.91)

41.63+14.64 (12.94-70.33)
58.81+10.24 (38.74-78.89)

p-Valo
r

0,225

0,151

0,603

0,384

0,023

0,957

0,299

Pacientes vivos

/N (%)
12/21 (57.1%)

7/14 (50.0%)
5/7 (71.4%)

5/7 (71.4%)
7/14 (50.0%)

5/10 (50.0%)
7/11 (63.6%)

4/6 (66.7%)
8/14 (57.1%)

11/18 (61.1%)
1/3 (33.3%)

10/14 (71.4%)
2/7 (28.6%)

2/4 (50.0%)
10/17 (58.8%)

SG (meses) p16+

Média=DP (IC95%)
75.92+11.14 (54.08-97.76)

66.02+13.12 (40.31-91.73)
92.00+17.12 (58.44-125.56)

92.29+16.69 (59.58-124.99)
57.79+11.32 (35.60-79.97)

69.70+16.18 (37.99-101.41)
79.21+14.26 (51.27-107.15)

67.00+13.98 (39.59-94.41)
75.53+13.75 (48.58-102.48)

79.91+11.85 (56.68-103.14)
49.67+27.09 (0.00-102.75)

92.01+11.75 (68.98-115.04)
30.00+10.82 (8.79-51.21)

57.75420.28 (17.99-97.51)
77.66+12.29 (53.57-101.75)

p-Valo

0,527

0,325

0,308

0,580

0,719

0,325

0,016

0,757



Sim

Nao
uOP_tumor_nucleo

Até 75%

>75%
uOP_tumor_citoplasma
<100%

#ERROR!
uOP_estroma

Até 75%

>75%
kOP_tumor_nucleo

0%

>0%
kOP_tumor_citoplasma
<100%

=100%

kOP_estroma

0%

>0%
dOP_tumor_nucleo

0%

>0%
dOP_tumor_citoplasma
<100%

=100%

dOP_estroma

Até 75%

>75%
OGFR_tumor_nucleo
0%

>0%
OGFR_tumor_citoplasma
Até 75%

>75%

3/7 (42.9%)
15/25 (60.0%)

16/21 (76.2%)
2/11 (18.2%)

15/21 (71.4%)
3/11 (27.3%)

13/18 (72.2%)
5/14 (35.7%)

13/20 (65.0%)
5/12 (41.7%)

8/13 (61.5%)
4/8 (50.0%)

12/17 (70.6%)
6/15 (40.0%)

9/10 (90.0%)
9/22 (40.9%)

10/16 (62.5%)
8/16 (50.0%)

12/19 (63.2%)
6/13 (46.2%)

10/14 (71.4%)
8/18 (44.4%)

14/20 (70.0%)
4/12 (33.3%)

33.86+11.40 (11.52-56.19)
59.57+9.53 (40.89-78.26)

70.71+8.93 (53.20-88.22)
34.45+10.17 (14.52-54.39)

65.70+9.14 (47.79-83.61)
39.67+11.77 (16.59-62.75)

72.15+11.12 (50.34-93.95)
43.3149.68 (24.35-62.28)

65.07+10.85 (43.80-86.35)
48.41+10.76 (27.32-69.50)

57.36+12.17 (33.52-81.21)
54.03+16.40 (21.88-86.17)

71.82+11.08 (50.11-93.53)
43.14+9.88 (23.77-62.51)

85.83+7.46 (71.22-100.45)
40.96+9.55 (22.24-59.68)

66.03+11.57 (43.36-88.70)
48.83+10.11 (29.01-68.65)

65.63£10.76 (44.53-86.72)
47.60+10.74 (26.56-68.65)

63.79+12.28 (39.72-87.86)
52.05+10.30 (31.85-72.24)

69.65+10.73 (48.61-90.69)
34.97+7.61 (20.06-49.88)

0,387

0,013

0,044

0,192

0,502

0,700

0,145

0,007

0,551

0,576

0,434

0,132

4/8 (50.0%)
8/13 (61.5%)

8/9 (88.9%)
4/12 (33.3%)

9/13 (69.2%)
3/8 (37.5%)

9/11 (81.8%)
3/10 (30.0%)

9/13 (69.2%)
3/8 (37.5%)

7/13 (53.8%)
2/4 (50.0%)

11/16 (68.8%)
1/5 (20.0%)

6/11 (54.5%)
6/10 (60.0%)

9/12 (75.0%)
3/9 (33.3%)

10/13 (76.9%)
2/8 (25.0%)

6/6 (100.0%)
6/15 (40.0%)

/11 (63.6%)
5/10 (50.0%)

55.38+14.63 (26.70-84.05)
81.85+13.54 (55.31-108.38)

107.44+11.84 (84.24-130.65)
47.33+£11.07 (25.64-69.03)

86.38+14.01 (58.92-113.85)
50.63+11.40 (28.28-72.97)

99.18+13.32 (73.08-125.28)
38.60+7.77 (23.37-53.83)

85.41+12.35 (61.21-109.61)
55.50+17.80 (20.62-90.38)

71.86+14.30 (43.83-99.88)
41.50+16.27 (9.62-73.38)

83.67+11.64 (60.85-106.49)
40.00+18.00 (4.72-75.28)

67.64+15.68 (36.91-98.37)
82.77+14.37 (54.59-110.94)

92.24+11.36 (69.98-114.50)
50.44+16.71 (17.69-83.19)

94.06+10.59 (73.31-114.81)
41.75+16.38 (9.65-73.85)

78.18+14.74 (49.30-107.07)
72.00+15.43 (41.77-102.23)

0,495

0,026

0,336

0,047

0,116

0,721

0,054

0,486

0,034

0,007

0,022

0,758
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OGFR _estroma

0%

>0%
NFkBp65_tumor_nucleo
0%

>0%
NFkBp65_tumor_citoplasma
<100%

=100%
NFkBp65_estroma
<100%

=100%

14/18 (77.8%)
4/14 (28.6%)

13/23 (56.5%)
5/9 (55.6%)

12/16 (75.0%)
6/16 (37.5%)

13/20 (65.0%)
5/12 (41.7%)

72.26%+9.39 (53.85-90.66)
39.85+10.43 (19.41-60.29)

57.98+10.07 (38.25-77.70)
53.22+12.08 (29.55-76.90)

70.23+10.21 (50.22-90.23)
41.39+£9.93 (21.92-60.85)

37.48+7.64 (22.51-52.45)

0,033

0,826

0,076

0,251

6/7 (85.7%)
6/14 (42.9%)

10/14 (71.4%)
2/7 (28.6%)

5/8 (62.5%)
7/13 (53.8%)

8/12 (66.7%)
4/9 (44.4%)

99.14+14.68 (70.37-127.92)
61.94+13.39 (35.69-88.19)

89.16+13.06 (63.56-114.76)
45.43+13.41 (19.15-71.70)

80.88+17.91 (45.78-115.97)
69.18+13.64 (42.44-95.92)

85.35+14.09 (57.72-112.97)
60.89+16.35 (28.84-92.94)

0,106

0,116

0,733

0,310

*p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox (Média+DP).
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ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA

INSTITUTO DO CANCER DO
CEARA - ICC oo™
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DiADO0E 0 PROJETO DE PESOUIIEA

Thils da Pesguisa: CORRELACAD ENTRE & IMUMO-EXFREESAD DE RECEFTORES OFIDIDES COM
& EOBREVIDA DE PACENTES COM CANCER DE CABEGA E PESCOCD

Pusqubsador: Thinal Sousa Danias

Aroa Tamitica:

Verslo: 2

CAAE: BT533625 7.0000 5528

el Proponania: Inaliulo do Canoor 42 Ceara

P dor Principal: Fi i i Pripric

DiD0E D PARECER

Nimsaro do Parscer: 7ETI.520

Agresantaglo do Projase:

Propein spreciads proviements por exte CEP, sands emitido parecer da rdmero 7.535 208, com penddn dias
B Sl atendidas

Objethir da Pasquisa:

Vior Comantinicn & Consieragies sobi o Pesquiss

Awaliagho dos Riscos o Banaficios:

Vior Comantinicn & Consieragies sobi o Pesquiss
Comntirios @ Consbdaragdes sobr a Pasquisa:

Ho dia 2SS foram subma s 08 deoumentos:

1 Prcjeto_misiradn CEF pdt
2PE_INFORMAGOES BASICAE DO PROJETD_MS6054 paf

1] Fiscos Pisqusador deve acresceniar e riscos a Bilidade o i i Hal apda
realzaglo da pSUSA & COMO pesquisador id ovitar este risce: PENDENCIA ATENDIDA

"Ritsco de dano ou perca das [Bmings ¢ blooos & biopsia |.] Também hi & possbidede oo ESgotamni
e matemial apds realizagis da asaim, udl & mirdmD de material neorssano para e
P T

FAGINA B DD AROUND "PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETD 2456084 pdr” E

Enderscoe  PAPIIUNIOR 12322

Baima:  RODOLFD TEOFLO CEP: pow-330
UF: CE Menicipicc  PORTALETA
Telwlose: (BS1288-54T Far  [RSCCEI4TE E-malt cepioofir stubr

g 31 e B
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INSTITUTO DO CAMCER DO
cenraice . GRGaA

FAGIA 11 DO ARDUIVD "Frojein_mesirado_CER pa

Caa R B P TP

Z) Critério do exclusdo Pesqusador deverd acrescen andelahar que nbo uilizan amosras 35 quas a
pEsqUiSa Pt intererir na realzagio do andises posteriones: PEMDENCLA ATENDIOA

“Crivdrio di Exchesdo: Comd ofitdiio 8 exclisd i & BTl G S Ml nat
danificados, i s v N o U gu o Makiial esia ragilizado, impossibiitands a reakzagdo g
PESuE TUumas & gub 06 dados SinNkcis ndd Sejam OF piasiv sotssa™

FAGIA B DO AROUND PE_INFORMAGOES BASICAS DO _PROJETO 2456084 pdl E
FAGIA 10 DO ARDUINVD "Frojein_mesrade_CER.pa

5| Especitcar qual serd a fonle pagadon: PENDENCIA ATENDIDA

e o i Ao [rirecipal i T ader

AUEENTE NO ARDUIYD "FE_INFORMACOES BASICAS DD _PROJETO_ 3455084 pdf E
PAGIHA 18 DO ARDUNGD "Frojeln_mestado CEP. pa

Consduragdes sobra o Tamess do prsantagho obigatdria:
Wor Comantinis & Corsierapies soibne a Pesquisa
Facomendagdas:

Wer Comentiniog & Corsilenapbes sobne @ Pesquiss
Coaiihied Gk Sl Paaedlivling o LiSts g Insedteud bas.

Wor Comentinios & Corsidenapbes sobne o Posquisa

Coansidarag Sas Finais & cribdres do CEP:
0 Ciodosglaio dhisses CEP aoompanh o & paros G neki o piovanto-o Lom s aprisenia.

LEMERETES IMPORTANTEE | - A Edlidade do mador & | girenl & indeclindvel o
wrﬂmmmmddmnthgﬂmmmﬂmﬂlhﬁuimm;
B - conduzir o p e O Himamio @ de Assarimanis Livee @ Esclarecids: B - tor dados

soliciiades pele CEF ou pela COMEF a qualquer momanmio; [V - manber o

Baira: RODOLFD TEOFLO OEP: B30
UF: CE Menicipic  FORTALEZA
Telwlona:  (BS1288-44TH Far [RSECES-HTE E-mait  cap oo stubr

s X e B

48



INSTITUTO DO CANCER DO
cenracice . GRgrad

dados da pesquisa em anguivo, Msieo oo digiial, sob sua guarda @ responsablidade. por um periodo mirimno
o 5 (Cinc0] @n oS apds o Weming da posq uiss; ¥ - apresentar no rdaidrio inal que o projene Tol desenyolviso
comome delnseds, jeificendo, guando oowridas, & sus mudancs ou memepobs Este relaidno final
devnd sor prolocolado via notficagho na Platalema Brasil.

Cntra i 50 Sae T S30

Esta pasacer foi e abalxg :
—
T T T T | T =]
0 Pro ROJETO) 2455084 pal 204249
Brochwra Pesquisa | Fropio_mesiredo_CEF jpal 2082025 |ANA MFOAN DA Acaio
2448 [sva
e R e e g S 0 [ e e
214228
Progio Detalhad | | Propio CEP. pd 0102025 [Thinali Soisa Dantea] Acsio
Brochura 21:41:19
Crgamsmic DRCAMENTO_cap pdl TINCAIZ025 | Thinali Bousa Dants| Acein
21933
EIE Terrra_bel_depoeiars pdl TTOAIS02E | Thinall Bousa Dankas| Aoeio
e gy L | T oy ) e
21015
Fodha e Rosio odhia_deioato. pd 042025 | Thinali Scusa Dantas] Aceiio
20:60.35
Satuagdn 0o Pardcer.
Aprovads
Mecossita Apraciacio da CONEP.
Nae
Enderscoc  PAPILENIOR 1333
Bsima: RODOLFD TEOFLO OEP: pnaw3an
ur: CE Municipic FORTALETA
Telwlosa: (BS)1288-54TH Far [SEEE-4TE Esmait csp oo scubr

P X1 e B
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INSTITUTO DO CAMCER DO
cermaice . GRGeaA

FORTALEZA, 27 die Junhio da 2025

e 5 P T2 30

Assinade per:
Marcalo Gurgel Carlos da Sika
{Coondenad orja)]
Enderscoe  PAPIUKIOR 1222
Bairra: RODOLFD { N OEP: B0 AO-Z30

s 3w 4
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