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RESUMO

Os cénceres de boca e de orofaringe representam a predominante maioria dos tumores
malignos de cabega e pescogo e tendo em vista que vias inflamatérias podem exercer
importante papel no seu progndstico, Avaliar a associagao entre a imunoexpressao de
proteinas do complexo Mismatch Repair nos Fatores de Transcricdo NFkB nos canceres
de boca (CEC-b) e de orofaringe (CRC-0) .Foram selecionados 76 CEC-b e 52 CRC-o
pecgas cirurgicas cujos dados sociodemograficos como idade, sexo, grau de instrugao,
estado civil, profiss&o, raga/cor, tipo de entrada no hospital, religido, consumo de alcool
e fumo foram levantados. As amostras foram submetidas a imuno-histoquimica para NF-
kB p65 MSH2, MSH6, PMS2 e MLH1 em seguida contagem de células imunopositivas
em nucleo e/ou citoplasma. Testes qui-quadrado, Log-Rank Mantel-Cox e regressao de
Cox foram usados (p<0,05). Os tumores pT3-pT4 apresentaram perda de expressao de
MLH1 (p=0,031) comparado com os tumores pT1-pT2 e os tumores com metastase
nodal apresentaram perda de expressao de p53 (p=0,010) (Tabela 2) .Nos tumores de
orofaringe p16+ os pacientes com idade <60 anos (82.77+21.11%) apresentaram perda
de expresséo de MLH1 que os pacientes com idade superior a 60 anos (82.77+21.11%,
p=0,042) e os pacientes com tumores pT3-pT4 (21.89+31.74%) apresentaram menor
expressdo de MSH6 que os pacientes com tumores pT1-pT2 (67.09£21.30, p=0,002)
(Material Suplementar 2). A perda de expressdo de MMR esta associada com
progressao tumoral e prognostico em tumores de cabecga e pescogo e p53, p16 e NFkB

parecem ser intermediarios importantes.

Palavras-chave: Neoplasias orofaringeas; Neoplasias bucais; DNA Mismatch Repair;

Proteinas MutS; Proteinas MutL.



ABSTRACT

Oral and oropharyngeal cancers represent the predominant majority of malignant head
and neck tumors, and considering that inflammatory pathways can play an important role
in their prognosis, this study aimed to evaluate the association between the
immunoexpression of Mismatch Repair complex proteins in NF-kB transcription factors
in oral (b-squamous cell carcinoma - SCC) and oropharyngeal (o-squamous cell
carcinoma - O-squamous cell carcinoma) cancers. Seventy-six b-squamous cell
carcinomas and fifty-two o-squamous cell carcinomas were selected, and
sociodemographic data such as age, sex, education level, marital status, profession,
race/color, type of hospital admission, religion, alcohol consumption, and smoking habits
were collected. The samples were subjected to immunohistochemistry for NF-kB p65
MSH2, MSH6, PMS2, and MLH1, followed by counting of immunopositive cells in the
nucleus and/or cytoplasm. Chi-square, Log-Rank Mantel-Cox, and Cox regression tests
were used (p<0.05). pT3-pT4 tumors showed loss of MLH1 expression (p=0.031)
compared to pT1-pT2 tumors, and tumors with nodal metastasis showed loss of p53
expression (p=0.010) (Table 2). In p16+ oropharyngeal tumors, patients under 60 years
of age (82.77+21.11%) showed less loss of MLH1 expression than patients over 60 years
of age (82.77+21.11%, p=0.042), and patients with pT3-pT4 tumors (21.89+31.74%)
showed lower MSH6 expression than patients with pT1-pT2 tumors (67.09+21.30,
p=0.002) (Supplementary Material 2). Loss of MMR expression is associated with tumor
progression and prognosis in head and neck tumors, and p53, p16, and NFkB appear to

be important intermediaries.

Keywords: Oropharyngeal neoplasms; Oral neoplasms; DNA mismatch repair; MutS
proteins; MutL proteins.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

O cancer representa uma doenga de grande preocupacgao, devido sua alta
incidéncia e elevada mortalidade sendo, atualmente, considerado como a segunda
maior causa de morte no mundo, sendo ultrapassado apenas pelas doencas
coronarianas (Scully, 2005). Devido a isso, apresenta grande relevancia em pesquisas
cientificas e tem sido grande alvo de inumeros estudos e investigagbes. Espera-se
para o ano de 2020, 15 milhdes de novos casos de cancer, com cerca de 10 milhdes
de mortes (Warnakulasuria, 2009) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou
que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de novos casos, 17 milhdes de
mortes relacionadas e 75 milhdes de pessoas vivendo com cancer, anualmente, com
a doenca. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de média e baixa renda
(Souza et al., 2011; Petersen, 2008).

Em paises com grande volume de recursos financeiros, predominam os
canceres de pulmao, mama, prostata e célon. Em paises de baixo e médio recursos,
0s canceres predominantes sdo os de estbmago, figado, cavidade oral e colo do utero.
Mesmo na tentativa de se criar padrées mais caracteristicos de paises ricos em
relacado aos de baixa e média renda, o padrao estda mudando rapidamente, e vem-se
observando um aumento progressivo nos canceres de pulmao, mama, colon e reto,
0s quais, historicamente, ndo apresentavam essa importancia e magnitude (Scully,
2005).

O cancer oral e de orofaringe, agrupados, sao o sexto tipo de cancer mais
comum no mundo e em paises de alto risco, como Sri Lanka, india, Paquistdo e
Bangladesh, o cancer bucal € o cancer mais comum em homens, contribuindo com
até 25% de todos os novos casos. Em uma visita a um centro de tratamento de
neoplasias em qualquer um desses paises de alto risco no sul da Asia, pode-se achar
até um quarto dos pacientes com cancer sendo estes de boca (Warnakulasuria, 2009;
Petersen, 2008).

No Brasil, o cancer gera enormes gastos ao Sistema Unico de Salde

(SUS). Esse tema ganha relevéancia pelo perfil epidemioldgico que essa doenga vem
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apresentando, e, com isso, conquista espaco nas agendas politicas e técnicas de
todas as esferas de governo. O conhecimento sobre a situagado dessa doenga permite
estabelecer prioridades e alocar recursos de forma direcionada para a modificagao
positiva desse cenario na populacao brasileira, visto que o cancer tem representado
quase 17% dos Obitos de causa conhecida notificados em 2007 no sistema de
informacdes sobre mortalidade e que o continuo crescimento populacional, bem como
seu envelhecimento, pode afetar de forma significativa o impacto do cancer no mundo
(Scully, 2005).

O céancer oral é uma doenga grave e de incidéncia crescente. Essas lesdes,
muitas vezes, sdo diagnosticadas tardiamente o que leva a um progndstico pobre. Por
seguinte, o tratamento é mutilante, gerando sequelas estéticas e funcionais, com
grande impacto sobre a qualidade de vida e saude psicologica dos pacientes
acometidos. Isso faz do diagnostico precoce um fator determinante na sobrevida e
qualidade de vida da populagdo com essa condig&do (Lambert et al., 2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de boca e orofaringe e seus marcadores biolégicos

O tipo histologico mais prevalente no cancer de boca e de orofaringe € o
Carcinoma de Células Escamosas (CCE), que representa aproximadamente 95% das
neoplasias malignas desta regido o e cerca de 38% dos tumores malignos da cabecga
e pesco¢o, sendo o subtipo histolégico moderadamente diferenciado o mais frequente.
O risco de desenvolvimento desta lesdo aumenta com a idade e a maioria dos casos

ocorrem em individuos acima de 50 anos (Zini et al., 2010).

A etiologia do céncer de boca é razoavelmente bem definida, varios
agentes tém sido implicados no seu desenvolvimento, na qual a combinagdo de
fatores extrinsecos e intrinsecos parecem ampliar o seu potencial de estimulacédo na
divisdo celular, a qual de maneira desgovernada da origem ao tumor. S&o fatores
etiologicos que podem ser associados a essa nheoplasia o tabaco, o alcool, a
susceptibilidade genética, os agentes infecciosos, radiagéo, lesbes potencialmente
malignas (LPM), ma nutricdo e alguns fatores ocupacionais. Os principais fatores de
risco o tabagismo e o consumo de alcool, que quando associados podem aumentar o
efeito carcinogénico (Durazzo et al., 2005). Labio, lingua, soalho bucal sdo as
localizagbes comuns, tendo o cancer de labio um melhor progndéstico (mais de 90%
dos pacientes vivendo por 5 anos) em comparagao aos tumores de outros sitios
(Lydiatt et al., 2017).

O cancer de orofaringe possui etiologia delineada. O fumo de tabaco
associado a alcool € o mais importante fator de risco para o desenvolvimento desses
tumores, porém, ja € bem definida a relacdo de causalidade com o papiloma virus
humano (HPV) (Lydiatt et al., 2017). Praticas de sexo desprotegido e aumento da
idade elevam também a incidéncia do cancer de orofaringe (Nguyen et al., 2016). As
principais localizacbes s&o base da lingua, tonsilas linguais e paredes
laterais/posteriores da orofaringe (Dedivitis et al., 2016). Além disso a idade atua como
importante predisponente e quando ha associagcdo ao HPV o progndstico mostra-se
significantemente melhor que os casos nao associados ao HPV (Lydiatt et al., 2017).
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Em ambos os tipos, o CCE evolui a partir de um complexo processo
resultante da exposigdo a agentes carcinogénicos que inclui varias etapas
constituidas de mudancgas genéticas, epigenéticas e metabdlicas. Exposigao crbénica
a esses agentes levam a instabilidade genética nas células epiteliais, com
desenvolvimento de LPM e, posteriormente, ao carcinoma invasivo. Muitos estudos
tém revelado o importante papel desempenhado por proto-oncogenes e genes
supressores tumorais durante o curso de evolugdo do cancer oral (Jadotte, 2012). As
LPM estao associadas ao processo de carcinogénese, por conta de suas alteragdes
displasicas. As leucoplasias e eritroplasias, s&o as principais desordens envolvidas no
surgimento de lesdes malignas intraorais e de orofaringe e a queilite actinica em labio
(Bombeccari et al., 2011; Lodi et al., 2005).

O progndstico do cancer de boca e de orofaringe s&o significantemente
distintos o que se deve provavelmente aos seus diferentes comportamentos
bioldgicos. Chen et al. (2007) observou que a sobrevida de pacientes com cancer de
boca € quase duas vezes menor que a sobrevida dos pacientes com cancer de
orofaringe e que, inclusive, a resposta a radioterapia € diferente, apresentando melhor
resposta terapéutica e, por conseguinte, melhor prognostico em lesdes de orofaringe.

Apesar de um prognostico nitidamente diferente, a diferenga entre o
comportamento bioldgico dos tumores nas diferentes localizagdes ainda ndo € bem
definida. A expressao de proteinas de proliferacdo celular convencionais como o Ki-
67 e a p53 ndo mostra diferenga significante entre esses dois tipos de canceres.
Proteinas associadas a degradacao do microambiente tumoral como colageno tipo IV
e alfa-actina de musculo liso também n&o mostram comportamento diferente entre
ambos (Rivera et al., 2014). Todavia, perspectivas distintas surgem quando proteinas
afetadas pelo HPV sdo estudadas: a proteina de proliferagcao p16 (Lydiatt et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado que em se tratando de orofaringe a
auséncia da proteina p16 exerce importante papel preditor de um pobre prognostico
(Lydiatt et al., 2017). A proteina p16 € uma importante moduladora negativa do ciclo
celular, participando através do bloqueio da ciclina D1 inativando parcialmente a
fosforilagdo da pRb (proteina do retinoblastoma) que faz com que a célula entre em
atividade de mitose. Além de ser um importante preditor da infecgdo pelo HPV em
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orofaringe e de ter pouca importancia como marcador de progndstico no cancer intra-
oral (Silgley et al., 2017), sua identificagcado por técnicas de imuno-histoquimica esta
associada a uma sobrevida cinco vezes maior, independente da presenga ou nao do
HPV (Lydiatt et al., 2017).

Anormalidades de p16 estido associadas a uma série de proteinas de
corregdo do genoma humano. Os genes MMR (DNA mismacth repair) codificam uma
série de proteinas de corregcdo de mutagdes do material genético, das quais as mais
importantes sdo as MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Tendo sido demonstrado que a
reducado da imunoexpressao dessas proteinas de corregcao esta associada a aumento
da frequéncia de perda de heterozigosidade da p16 e acumulo de uma série de
mutagdes genéticas, o que ocorre paralelamente a carcinogénese e ao aumento do
grau de desdiferenciagdo microscopica em carcinomas gastricos, por exemplo (Lu et
al., 2014).

Alteracdes afetando proteinas de controle do ciclo celular e enzimas de
correcdo de falhas no material genético tém sido estudadas e relacionadas com o
prognostico de uma série de tumores apresentando um importante perspectiva
(Brinkman e Wong, et al., 2006; Jadotte, 2012). No entanto, estudos relacionados ao
prognostico e carcinogénese dos canceres de boca e orofaringe sdo ainda

inconclusivos.

2.2 Complexo proteico mismatch repair

O genoma de cada célula do corpo humano esta em constante ameacga de
fatores epigenéticos que podem vir a causar instabilidades, sendo a preservagao da
integridade gendbmica um mecanismo crucial para a sobrevivéncia e perpetuagéo das
espécies (Reinhardt et al., 2012). Erros no reparo dessas mutagbes podem levar a
alteragbes genéticas que, por sua vez, podem ser o elemento chave para o
desenvolvimento de diversos canceres (Christmann et al., 2003).

O complexo sistema mismatch repair (MMR), formado por diversos genes,
codifica uma série de proteinas de corregcdo de mutagbes do material genético

(Kinsella, 2009). Essas proteinas atuam de maneira conjunta, formando complexos
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que sao chamados MutL homologues e MutS homologues. Esses complexos sao
formados por dimeros proteicos, e cada um deles desempenha diferentes funcdes.
De maneira geral, o complexo MMR ¢é formado por quatro grupos ou subunidades:
MutSa (hnMSH2+hMSH®6), MutSB (hnMSH2+hMSH3), MutLa (hMLH1+hPMS2) e MutL
(hMLH1+hMLH3) (Wagner et al., 2016; Christmann et al., 2003).

Figura 1- Representagcdo esquematica do funcionamento da via MMR.
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Fonte: Cilona et al., 2020.

A via MMR é responsavel pela remog¢ao de incompatibilidades de base
causadas por erros espontdneos e erros induzidos de desaminacdo, oxidacao,
metilacdo e de replicagdo de bases (Christmann et al., 2003). Os subprocessos por
eles desenvolvidos se iniciam pelo reconhecimento de danos do DNA por parte do
MutSa (hMSH2+hMSHG6) ou MutSB (hMSH2+hMSH3), seguido de excisdo do erro,
que € iniciada pela ligacdo de MutLa (hMLH1+hPMS2) ou MutLp (hMLH1+hMLH3) ao
MutS, ocorrendo, subsequentemente, um recrutamento da exonuclease 1 (EXO 1).
Esta remove a fita de DNA contendo a base incorreta, sendo feita uma ressintese do
DNA através do DNA polimerase. O processo € entdo finalizado pela interacdo das
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proteinas: proteina de replicagdo A (PRA) e antigeno de proliferagao celular (PCNA),

com selamento pela DNA ligase (Kinsella et al., 2009) (Figura 1).

Uma relagao entre a disfungao dessas proteinas e o desenvolvimento de
diversos canceres foi apresentado por varios autores (Friedrich et al., 1999; Hamid et
al., 2002; Li et al., 2008; Kinsella et al. 2009; Aronson et al., 2015; Wagner et al., 2016;
Vasan et al., 2019). O silenciamento epigenético de proteinas chaves do sistema MMR
foi relacionado com progressao tumoral em carcinomas de colo retal (Aronson et al.,
2015), carcinomas gastricos (Li et al., 2008), tumores endometriais (Hamid et al.,
2002), cancer de ovario (Friedrich et al, 1999), cancer de pulmao (Li et al., 2013),
tumores malignos de glandulas salivares (Castrilli et al., 2002), canceres de cabeca e
pescoco (Ghosh et al., 2010) e cancer de boca (Wagner et al., 2016; Vasan et al.,
2019).

A ndo eficiéncia desse sistema tem como produto a instabilidade de
microssatélites (MSI). No carcinoma de colorretal, quando ha perda de heterozigose
na regido promotora dos genes MMR, a predisposi¢cdo para o desenvolvimento das
neoplasias se mostra associada a perda do alelo nativo, resultando em deficiéncia no
sistema MMR. Como consequéncia, o paciente apresenta uma maior suscetibilidade
a MSI, e consequentemente, o acumulo de mutagdes génicas, decorrentes de todo o
processo, pode favorecer a progresséo tumoral (Liu et al., 2015; Nunn et al., 2003).
Niveis aumentados de instabilidade genbémica sdo um marco das deficiéncias do
sistema MMR, fato este demonstrado com estudos em fungos (Shcherbakova e
Kunkel, 1999), em ratos (Fukuhara et al., 2015) e em humanos (Li et al., 2008;
Czerninski et al., 2009; Amaral-Silva et al., 2017).

A literatura atual traz achados sélidos com relacdo ao carcinoma de
colorretal. Em estudos com tumores benignos, observou-se que metilagdo de MLH1 é
diretamente associada a perda de sua expressdo e ao surgimento de adenomas
(Beggs et al., 2013) e de polipose intestinal (Patel et al., 2017), as quais sao
importantes lesbes pré-malignas para o carcinoma colorretal. Em pacientes com
carcinoma colorretal ja estabelecido, a mutacdo de genes da familia MMR (MSHZ2,
MSHG6, MLH1) levou a reducéo do tempo livre de doenga apés inicio do tratamento (Li
et al., 2008).
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Com relag&o a canceres de cabecga e de pescogo, alguns poucos trabalhos
deram inicio ao estudo da via MMR. A grande maioria trouxe evidéncia do papel das
proteinas MMR na carcinogénese oral através de estudos com lesdes potencialmente
malignas (Caldeira, et al., 2011a; 2011b; Jessri et al., 2015a, 2015b; Chaudhari et al.,
2016). Entretanto, poucos sao os estudos que avaliaram a expressao dessas
proteinas em tecidos tumorais de céncer de boca (Jessri et al., 20152, 2015b; Wagner
et al., 2016b; Vasan et al., 2019; Decker et al., 2020), ndo havendo estudos

evidenciando seu papel nos tumores de orofaringe.

Recentemente estudos demonstraram que a ativagao de proteinas do
complexo MMR sao capazes de ativar fatores de transcri¢ao de citocinas e fatores de
crescimento como o fator nuclear kappa B (NFkB) (Fonseca et al., 2020). O NFkB é
um heterodimero formado por duas subunidades a p65 e a p50 que se encontram
inativas no citoplasma celular. Uma vez ativada, a subunidade p65 transloca para o
interior do nucleo onde proteinas como NOD1 e NOD2 levam a oligomerizagéo, isto &
acoplagem do NF-kB em filamentos de DNA no qual serdo ativados a producéo de
citocinas, fatores de crescimento e estimulados a ativagao do ciclo celular e bloqueio
de vias de apotose 1 (Correa et al., 2012).

A oligomerizagdo de NFkB leva a ativagao de diversas vias paralelas que
culminam na ativacao de fatores de transcricdo, como p38-MAPK, pJNK, ERK, que
por sua vez estdo associadas a internalizagao nuclear de c-JUN e c-FOS, culminando
com a ativagao da sintese de citocinas mediadas por AP-1, e inativagao de ikBa, com
internalizacao da fraccdo p65 do NFkB. Por vias ndo candnicas, ainda ha producgao
dos interferons por meio de fosforilagdo de TRAF, que culminam com internalizagao
nuclear e heterodimerizacado de IRF3 e IRF7 e producéo de interferon. A ativagao de
NFkB leva a producdo de uma série de citocinas da resposta imune inata, que sao
importantes durante a carcinogénese (Correa et al., 2012).

Uma vez que o NFkB esta diretamente associado a carcinogénese, bem
como as proteinas do complexo MMR, e que diversos estudos tem demonstrado que
em cabeca e pescogo a superexpressao de ambas as pode estar associada a pior
sobrevida, esse estudo objetiva avaliar a relagao.
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3 PROBLEMA DE PESQUISA, JUSTIFICA E RELEVANCIA DO PROJETO

O Cancer por se tratar de uma doenga de grande incidéncia e elevada
mortalidade, um dos 10 canceres mais comuns do mundo & o céncer em cavidade
oral que tem um diagnostico tardio e mau prognostico, um dos canceres mais
presentes em cavidade oral se trata do carcinoma epidermoide (carcinoma
espinocelular) que representa mais de 90% das neoplasias malignas orais. A taxa
estimada de sobrevida varia de 54% a 88% a depender do sitio do cancer.

Varios estudos vém sendo desenvolvidos no intuito de compreender e
elucidar os mecanismos de agdo dos canceres para que seja possivel utilizar de
terapias que resultem em um melhor prognostico para os pacientes acometidos.
Fisiologicamente o nosso organismo utiliza do complexo Mismatch Repair (MMR) para
solucionar problemas na fita de DNA impedindo assim a proliferacdo de células com
a falha no DNA.

O complexo Mismatch Repair (MMR) é um conjunto de genes que codificam
proteinas no intuito de realizar um reparo na dupla fita de DNA através dos seus
subprocessos sendo eles os MultSa (hMSH2+hMSHG6) ou MutSB (hMSH2+hMSH3)
responsaveis pela identificagdo do erro, e em seguida a ligacdo de MutLa
(hMLH1+hPMS2) ou MutLp (hMLH1+hMLH3) ao MutS, o que iniciara o recrutamento
de enzimas que realizardo o reparo na fita de DNA.

Alguns agentes quimicos como quimiocinas e citocina podem estar
diretamente associadas com pior prognostico para o cancer tendo em vista que estes
podem agir diretamente na angiogéneses e na mutag&o tumoral. Parte da transcri¢ao
de genes que modulam a liberagdo desses agentes quimicos é mediada pelo fator de
transcrigdo nuclear Kappa B (NFkB).

O NFKkB é formado por um heterodimero p65 e p50, esses se encontram
inativos no citoplasma devido a ligagao do |IkB, a fosforilagado do IkB pelo proteassoma
26s libera NFkB permitindo que esse realize a sua funcéo nuclear.

Tendo em vista a associagéo desses complexos o objetivo desse estudo é
estudar e avaliar a associagao entre a imunoexpressao de proteinas do complexo
Mismatch Repair nos Fatores de Transcricdo NFkB nos cénceres de boca e de

orofaringe. Em busca de evidenciar uma associagao entre a expressdo desses
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mecanismos a um prognostico positivo ou negativo, no intuito de oferecer de forma
individualizada um melhor tratamento para todos os pacientes acometidos de cancer

de orofaringe, consequentemente melhorando os seus prognosticos.



19

4 HIPOTESES

HO: Nao existe associacdo entre a imunoexpressao de proteinas do complexo
Mismatch Repair nos Fatores de Transcricdo nuclear kappa B (NFkB) nos canceres
de boca e de orofaringe

H1: Existe associacao entre a imunoexpressao de proteinas do complexo Mismatch
Repair nos Fatores de Transcricdo nuclear kappa B (NFkB) nos canceres de boca e
de orofaringe
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral:

Avaliar a associagao entre a imunoexpressao de proteinas do complexo
Mismatch Repair nos Fatores de Transcrigdo NFkB nos canceres de boca e de

orofaringe.

5.2 Objetivos especificos:

o Avaliar a imunoexpressdo de proteinas do complexo Mismatch Repair nos
canceres de boca e orofaringe

. Avaliar a imunoexpresséo dos fatores de transcricdo NFkB nos cénceres de
boca e orofaringe

o Correlacionar a imunoexpressao de proteinas do complexo Mismatch Repair e
dos fatores de transcricdo NFkB nos canceres de boca e orofaringe

o Avaliar o impacto da imunoexpressao proteinas do complexo Mismatch Repair
e dos fatores de transcricdo NFkB na sobrevida global de pacientes com canceres de
boca e orofaringe
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6 METODOLOGIA
6.1 Cenario do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, observacional, de corte longitudinal, e de
natureza retrospectiva no qual foram selecionados os dados dos pacientes
diagnosticados/tratados com carcinomas de boca e orofaringe adenoide, no periodo
de 1° de janeiro de 2017 a 31 de dezembro de 2012 (cinco anos) no Hospital Haroldo
Juacgabal/Instituto do Céncer do Ceara (HHJ/ICC), um Centro de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (CACON) no Nordeste Brasileiro.

Esse estudo apresentado foi construido com base no delineamento proposto
pela STROBE-cheklist (Malta et al., 2010), um guia internacional de condugdo de
estudos observacionais e foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital Haroldo
Juacaba fazendo parte de um projeto que contempla a analise de fatores de risco para
efeitos adversos do tratamento oncoldgico em cavidade oral, cujo numero de protocolo
€ 1.618.057 (ANEXO I). Todas as fases do estudo foram realizadas em consonancia
com a lei 466/12 da legislagdo de ética em pesquisa, sendo garantido o sigilo das
informagdes oriundas dos prontuarios dos pacientes e guarda delas até o fim do
estudo.

6.2 Delineamento amostral

Nesta fase do estudo foram selecionadas amostras de CEC de boca e orofaringe
e para isso, um calculo amostral foi realizado com base no estudo de Visioli et al.
(2022) que mostrou que em canceres de cabegca e pescoco foi estimando a
necessidade de 50 amostras de cada sitio tumoral para obter 80% de poder e 95% de
confiancga (teste t de Student).

6.3 Critérios de inclusao e exclusao e coleta de dados

Selecionamos laminas histolégicas de CEC de boca e orofarginge do Laboratoério
de Patologia do ICC e ap0s revisao das laminas, incluimos no grupo controle apenas
amostras oriundas de resseccdes de CCE de cabeca e pescoco.
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Apos avaliagdo dos blocos parafinados, foram excluidos os blocos que nao
apresentaram material suficiente imunohistoquimica e apds revisao dos prontuarios
clinicos, foram excluidos os casos de pacientes que ndo foram tratados no ICC
(biopsias externas) e pacientes que receberam terapias neoadjuvantes. O periodo de
inclusdo do material foram de 2017 a 2022.

Os blocos e laminas selecionados, foram levantados os dados demograficos e
clinicos dos prontuarios médicos dos pacientes a qual pertencerem. As laminas
histolégicas das biopsias excisionais foram avaliadas para reclassificagcdo dos CEC
por um patologista com experiéncia (>10 anos de patologia oral), apos avaliacdo do
grau de concordancia intraexaminador (coeficiente kappa). Sendo adotada a
classificagdo com base nas recentes sugestdes da OMS.

6.4 Coleta de dados sociodemograficos e clinicos

Dados sociodemograficos como idade, sexo, grau de instrugdo, estado civil,
profissao, raga/cor, tipo de entrada no hospital (convénio/particular ou SUS) e religiao
foram levantados, assim como dados clinico-patolégicos como variante histologica do
tumor, localizag&o primaria, TNM, estadiamento tumoral e tratamento realizado, dados
estes fornecidos através dos prontuarios dos pacientes.

O tipo histolégico do tumor primario foi reclassificado de acordo com a nova
classificagao proposta por Lydiatt e seus colaboradores em 2017 (Lydiatt et al., 2017).
A localizagao do tumor primario foi classificada conforme recomendado pela OMS pela
classificagao internacional das doencas CID-0 em: gléandulas salivares maiores:
glandula parotida, glandula submandibular, glandula sublingual e outras gléandulas
salivares maiores, glandulas salivares menores, labio, lingua, palato, assoalho de
boca e outras partes e partes ndo identificadas na boca (Brasil, 2005). O TNM do
tumor foi definido conforme as novas diretrizes propostas pelo American Joint
Committee on Cancer (AJCC), que determina TNM sendo T referente ao tamanho do
tumor, N ao acometimento linfonodal e M relacionado a metastases a distancia (Lydiatt
et al., 2017), levando em consideragao as especificidades de cada patologia.

Adicionalmente as lesdes foram classificadas conforme os estadios propostos
pela mesma entidade: estadio |; estadio Il; estadio lll; e estadio IV, que engloba os
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estadios IVA, IVB e IVC (Lydiatt et al., 2017). Também foi calculada a sobrevida global,
obtida através da diferenga entre a data do inicio do tratamento (dia, més e ano) e a
data do 6bito (dia, més e ano) ou final do follow up, utilizando para fins de analise
estatistica a quantidade de meses entre essas datas (Dantas ef al., 2016). Da mesma
forma, foi calculada a sobrevida livre de doencga através da diferenca entre a data do
inicio do tratamento (dia, més e ano) e a data da recidiva local ou desfecho do follow

up (dia, més e ano).

6.5 Processamento e analise Imuno-histoquimica

Os blocos das laminas selecionados foram submetidos a cortes sequenciais de
4 um de espessura depositados em laminas silanizadas de vidro, para realizagao de
coloracdo convencional por hematoxilina-eosina e para reagbes de imuno-
histoquimica.

Foram feitos 7 cortes para reacdo de imuno-histoquimica e um para coloragao
por hematoxilina-eosina, e a reacdo de imuno-histoquimica sera realizada através da
técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase. Apos desparafinizacdo e reidratagao,
sera realizada recuperacgéo antigénica com solugao de 0,1M de tris-EDTA pH 9,0 em
banho maria a 97°C durante 30 minutos.

Apos resfriamento das laminas a temperatura ambiente e duas lavagens de cinco
minutos cada com solu¢do tampéao de fosfato 0,1M pH7,3 (PBS), foram realizados:
bloqueio da peroxidase enddégena com peroxido de hidrogénio 3% diluido em PBS por
30 minutos em ambiente escuro, novas lavagens na solu¢gdo tampéo e incubagéo
overnight com os anticorpos primarios de acordo com as diluicbes determinadas na
literatura ou por reagcdes em estudo piloto: MSH2 (Clone FE11, Envision, Dako®),
MSHG6 (Clone EP49, Envision, Dako®), PMS2 (Clone EP51, Envision, Dako®), MLH1
(Clone ES05, Envision, Dako®), NF-kB (ab16502, Abcam®).

Apos incubacdo com o anticorpo primario por tempo determinado pelo fabricante,
as laminas foram lavadas (PBS) e incubadas com anticorpo biotinilado por 30 minutos
e, apos lavagem, incubadas com conjugado de peroxidase avidina-biotina ou sistema
Envision® por 30 minutos. A revelacido sera realizada por meio de incubagdo com
3,3’-Diamino-benzidina (DAB) (Abcam®) e a contracoloragdo com hematoxilina de
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Harris 7% por 10 segundos. Apds coloragao e contracoloragéo, as laminas foram
lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellam®.
Ainda foram feitos controles negativos, laminas de TMA utilizando a mesma
técnica de imuno-histoquimica descrita anteriormente, porém omitindo a etapa de
incubagdo com o anticorpo primario. Assim como controles positivos em tecidos

indicados pela bula dos anticorpos utilizados.

6.6 Analise imuno-histoquimica

A presenca da cor marrom acastanhado foi utilizada como parametro de
marcacgao de antigeno em todas as amostras. Para avaliagdo microscépica, foram
fotografados dez campos (hot spots) por corte histologico (Leica DM 2000®) (Zhang
et al., 2015).

A analise da imunocoloracéo foi realizada de maneira quantitativa. foi feita uma
contagem das células com nucleos (nucleoplasma ou nucléolos) corados em marrom
acastanhado, em valores absolutos e percentual, nos dez campos (Dantas et al.,
2018) usando o comando cell conter no software Image J (Analise de Imagem e
Processamento em Java - Rasband, WS, ImageJ, Institutos Nacionais de Saude,
Bethesda, Maryland, EUA).

6.7 Analise estatistica

Os dados foram transcritos em uma planilha base no Microsoft Excel e
exportados para o software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS)
versao 17.0. Foi adotada uma confianca de 95% na analise estatistica. Foi calculada
a sobrevida livre de doencga pela diferenca entre a data do inicio do tratamento (dia,
més e ano) e a data da progresséo de doencga (dia, més e ano) ou ultimo follow up.

Os dados categoricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e analisados dicotomicamente através do teste do qui-quadrado ou exato
de Fisher. Os dados quantitativos foram analisados por meio do teste de normalidade

de Kolmogorov-Smirnov, expressos em forma de média e desvio-padrao, comparados
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por meio do teste de Mann-Whitney ou Kurskal-Wallis/Dunn e associados por meio da
correlacdo de Spearman.

Para analise de sobrevida, além destes, foi utilizado o teste de Long-Rank
Mantel-Cox (comparagao das curvas de sobrevida de Kaplan-Meier). Adicionalmente,

o modelo de regresséo de Cox foi utilizado para analise multivariada.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizagdao da amostra de pacientes com CEC de boca e orofaringe
submetidos a analise da expressao do eixo MMR-NFkB

A amostra total foi composta por 128 pacientes, dos quais 52 (40.6%) com
CEC de orofaringe e 76 (59.4%) com CEC de boca. Dos pacientes com CEC de
orofaringe 31 (24.5%) eram p16- e 21 (16.4%) eram p16+.

O sexo mais frequente foi o sexo masculino (n=88, 68.8%) e a idade mais
frequente de pacientes entre 51-60 anos (n=43, 33.6%) em todos os tumores (p=0.488
e p=0.462, respectivamente). O grau de instrugdo mais frequentemente relatado foi o
ensino fundamental com 119 (93.0%) dos pacientes. Os pacientes com cancer de
boca apresentaram menor escolaridade que os pacientes com canceres de orofaringe
(p=0.027). O fumo foi descrito em metade da amostra (n=64, 50.0%) e o pacientes
com cancer de boca apresentaram maior frequéncia de fumo que os pacientes com
canceres de orofaringe (p<0.001). O consumo de alcool foi descrito em 35 (27.3%) da
amostra, mas nao houve diferenga significante entre a localizagdo dos tumores dos
pacientes avaliados (p=0.329) (Tabela 1).

O estadiamento patolégico mais frequente foi o pT4 (N=39, 30.5%) pNO
(n=58, 45.3%). Os pacientes com canceres de orofaringe p16+ apresentaram maior
frequéncia de pN1 que os pacientes com tumores de orofaringe p16- e os pacientes
com cancer de boca maior frequéncia de pN2 que os demais grupos (p<0.001). Por
consequéncia, RT adjuvante (p=0.036) e QT adjuvante (p=0.016) foram
significativamente mais utilizados nos tumores de orofaringe p16+ e de boca que nos

pacientes com tumores p16- (Tabela 1).

7.2 Influéncia da localizagdo e de caracteristicas clinico-patolégicas na
imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB em pacientes com CEC de
boca e orofaringe

A expressdo meédia para MSH2 (27,37+28,92%) foi significativamente
menor que para MSH6 (34,08+31,86%) (p<0,001), mas a expressdao de MLH1
(7,68+17,16%) nao mostrou diferengca significante da expressdo de PMS2
(6,46+£16,61%) (p=0,539). A imunoexpresséo nuclear para NFkB p65 (6,37+11,39%)



27

foi significantemente menor que em citoplasma (75,51+24,86%) (p<0,001) gerando
uma relagdo de expressao nucleo/citoplasma de 0,12+0,29. A expressao meédia de
ki67 (54,05t 42,58%) também foi significantemente maior que a expressao de p53
(20,354 17,23%) (p<0,001) (Tabela 2).

Os tumores de boca e orofaringe p16+ apresentaram maior
imunoexpressao para NFkB p65 em nucleo (p=0,044) e p53 (p=0,029) que os tumores
de orofaringe p16-. Os tumores de boca apresentaram maior imunoexpresséo para
ki67 que os tumores de orofaringe (p<0.001). Sexo, idade e escolaridade nao
influenciaram significativamente na imunoexpress&o dos marcadores estudados, mas
os tumores relacionados a fumo apresentaram perda de expressao citoplasmatica de
NFkB p65 (p=0,031) e aumento da imunoexpressao de ki67 (p=0,007). Ja os tumores
associados a alcool mostraram perda de expressao de p53 (p=0,032) (Tabela 2).

Os tumores pT3-pT4 apresentaram perda de expressao de MLH1
(p=0,031) comparado com os tumores pT1-pT2 e os tumores com metastase nodal
apresentaram perda de expressao de p53 (p=0,010) (Tabela 2). Nos tumores de
orofaringe p16- apenas o fumo (presente = 63.47+23.11; ausente = 82.77+21.11%)
levou a perda de expressao citoplasmatica de NFkB p65 (p=0,043) (Material
suplementar 1). Nos tumores de orofaringe p16+ os pacientes com idade <60 anos
(82.77+21.11%) apresentaram perda de expressdo de MLH1 que os pacientes com
idade superior a 60 anos (82.77+21.11%, p=0,042) e os pacientes com tumores pT3-
pT4 (21.89+31.74%) apresentaram menor expressao de MSH6 que os pacientes com
tumores pT1-pT2 (67.09+21.30, p=0,002) (Material Suplementar 2). Em boca os
tumores pT3-pT4 (3.93+10.64%) apresentaram menor expressdo que os tumores
pT1-pT2 (15.08£24.81%, p=0,013) e os tumores com metastase nodal
(26.44+17.55%) apresentaram maior média de imunoexpressao para ki67 que os
tumores pNO (15.98+16.13%, p=0,014) (Material Suplementar 3).

Houve correlacdo positiva significante entre todas as proteinas do
complexo MMR (p<0.05), exceto PMS2 e MSH6 (p=0.141). A imunoexpressao nuclear
de NFkB p65 foi diretamente correlacionada com a imunoexpresséo de MLH1 e PMS2
(p=0.005 e p=0.006, respectivamente) e a relagdo nucleo/citoplasma de NFkB p65
mostrou correlagao direta com MLH1 (p=0.004) (Tabela 3).
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Nos tumores de orofaringe p16- MSH2 apenas se correlacionou com MSH6
(p<0.001) e PMS2 (p=0.032) e MPS2 se correlacionou com MLH1 (p=0.048). A
expressdo de ki67 foi diretamente inversamente associada com a expresséo
citoplasmatica de NFkB p65 (p=0.041) e diretamente com relagdo nucleo/citoplasma
desse marcador (p=0.049). Nos tumores de orofaringe p16+ apenas MSH2 se
correlacionou diretamente com MSH6 (p<0.001) e MLH1 (p=0.026) e p53 mostrou
correlagao positiva com a expressao nuclear de NFkB p65 (p=0.025) e com a relagéo
nucleo/citoplasma desse marcador (p=0.028) (Tabela 3).

Ja nos tumores de boca ouve correlagao positiva significante entre todas
as proteinas do complexo MMR (p<0.05), exceto PMS2 e MSH2 (p=0.061) ou MSH6
(p=0.219). A expressao nuclear de NFkB p65 e a relagdo nucleo citoplasma desses
marcadores se correlacionaram positivamente com a expressdo de MLH1 (p=0.008 e
p=0.025, respectivamente) e PMS2 (p<0.001 e p=0.001, respectivamente) (Tabela 3).

7.3 Influéncia da localizagao, de caracteristicas clinico-patolégicas e da
imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB na sobrevida global de
pacientes com CEC de boca e orofaringe

Os pacientes com cénceres de boca e de orofaringe apresentaram
medianas de sobrevida global (mediana = 74 e 70, respectivamente) maiores que os
pacientes com tumores de orofaringe p16-, embora ndo tenha havido diferenca
significante (p=0,053) (Figura 1, Tabela 5). Nos tumores de boca os homens
apresentaram menor sobrevida que as mulheres (p=0.033) e os tumores pT3-pT4
menor sobrevida que os tumores pT1-pT3 (p=0.006). A radioterapia adjuvante
aumentou significantemente a sobrevida em pacientes com tumores de orofaringe
p16- (p=0.024) e a QT foi inversamente relacionada a sobrevida de pacientes com
cancer de boca (p<0.001). Nos tumores de orofaringe p16- a perda de expressao de
p53 foi associada a menor sobrevida global (p=0.017) (Tabela 4).

Em analise multivariada a localizagdo do tumor primario ndo impactou na
sobrevida global (p=0.822), porem os homens (p=0.009) apresentaram um aumento
do risco de morte de 4,139 (C195% = 1,434-11,947) vezes maior que as mulheres,
bem como os pacientes com baixa escolaridade (p=0.004) que mostraram um
aumento no risco de morte de 21,158 (CI95% = 2,664-168,024) vezes maior e 0s
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fumantes (p=0.024) que apresentaram um risco aumentado em 2,774 (C195% = 1,143-
6,735) vezes (Tabela 5).

A radioterapia adjuvante (p=0,010) reduziu o risco de morte em 0,204
(CI95% = 0,061-0,681) vezes e alta expressdo de MSH2 (p=0,006) em 0,968 (Cl95%
= 0,946-0,991) vezes (Tabela 5).
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8 DISCUSSAO

8.1 Fatores ambientais
O cancer de boca esta fortemente associado com fatores ambientais dentre

eles podemos citar o fumo como um dos principais fatores de riscos associados com
o inicio da carcinogénese (Andrade et al.,2019). Estudos citam que a cessac¢ao do uso
do tabaco pode reduzir os riscos de desenvolvimento do cancer em 30% para aqueles
que cessarem entre 1 e 9 anos e uma redugao de 50% para os que pararem a mais
de 9 anos (Macfarlane et al.,1995). A utilizag&do do tabaco esta diretamente associada
com o nivel de escolaridade tendo em vista que a maior prevaléncia de tabagismo
esta associada as pessoas com menor nivel de escolaridade (Silva et al., 2009) esses
estudos estdo diretamente associados com a maior incidéncia dos canceres em
pacientes de escolaridade menor (Tabela 1) além disso ajuda a compreender que o
uso do tabaco aumenta em 2,7x as taxas de mortalidade (Tabela 5) e o baixo grau de
instrucdo aumenta em 21,1x as taxas de mortalidade (Tabela 5).

Nosso estudo elucidou o risco aumentado dos pacientes do sexo masculino
com base nos resultados da tabela 6, onde foi possivel observar que os pacientes do
sexo masculino tém 4,1x mais chances de morte.

Foi possivel observar que os tumores p16- foram os tumores que menos
utilizaram de terapias adjuvantes como radioterapia e quimioterapia. Isso se da pelo
fato de que os tumores p16- se mostraram em sua maioria NO (Tabela 1). Os estudos
de (Amorim et al., 2019) indicam que a ressecgao cirurgica € a abordagem mais
comum e eficaz para esse tipo de tumor, justificando também o fato de tumores p16+
e de boca que se mostraram predominantemente N1 e N2, respectivamente
necessitaram de mais abordagens terapéuticas como quimioterapia e radioterapia
(Tabela 1).

8.2 Influéncia da localizagdo e de caracteristicas clinico-patolégicas na
imunoexpressao de proteinas do eixo NFkB-P53-P16 e KI-67 em pacientes com
CEC de boca e orofaringe
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Foi possivel notar que em tumores p16- tivemos uma menor expressao de
p53 (Tabela 2) o estudo de (Al-khalaf, Aboussekhra., 2018) elucida a associagcéo das
proteinas p16 e p53 citando um mediador, a proteina MDM2 essa proteina promove
a degradacao dependente de ubiquitina de p53, ou seja, quanto maior os niveis de
MDM2 menor a expressdo de p53. Nesse mesmo estudo Al-khalaf, Aboussekhra
citam que a proteina p16 é responsavel pelo controle negativo da expressédo de MDM2
isso indica que a proteina p16 estabiliza a proteina p53 através da repressao de
MDMZ2, ou seja, quando ha a uma redugédo de p16, a proteina MDM2 tem seus niveis
elevados e reprime a expressao de p53.

Outro resultado que foi observado foi a reducéo da expressao de NFkB em
nucleo em pacientes p16- (Tabela 2) o estudo de (Cheney et al., 2008) traz uma
associacao do aumento da proteina MDM2 com a supressao da via ativa de NFkB em
células de rabdomiossarcomas, resultado esse que se assemelha com os resultados
expressos no nosso estudo.

Na tabela 2 e no material suplementar 3 onde abrange os tumores de boca,
também podemos verificar a presencga de niveis diminuidos de P53 em tumores com
metastase linfonodal e tumores que foram submetidos a quimioterapia, esses
resultados est&do dentro do esperado, tendo em vista que p53 € um regulador negativo
do ciclo celular e ambos esses dados indicam uma maior proliferagdo tumoral, logo
um nivel menor de p53 indica tanto uma maior possibilidade de metastase como
elucida a necessidade de realizar o tratamento quimioterapico.

Podemos observar uma maior expressao do marcador ki-67 em tumores de
boca, indicando que esse tipo de tumor tende a ser mais agressivo (Tabela 2) essa
informacgéo se valida através dos resultados expressos na (Tabela 4) que indica que
os tumores de boca maiores tiveram uma sobrevida significantemente menor. Estudos
como o de (Voltolini, dos Santos et al., 2021) indicam que essa associagédo pode ser
indicada pelo fato de que a etiologia dos canceres de orofaringe ser mais diversificada
tendo em vista que infecgdes por HPV indicam um melhor prognostico, ja o cancer de
boca é mais associado aos riscos convencionais como 0 consumo e excesso de alcool
e o tabagismo. Além disso, o marcador foi mais presente em tumores de boca com
acometimento linfonodal (Material suplementar 3), reafirmando assim a relagdo desse

marcador com a proliferagao tumoral.
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8.3 Influéncia do consumo do alcool e fumo associado a localizagao e as
caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores

Foi possivel verificar que os pacientes fumantes apresentaram uma menor
expressdo citoplasmatica de NFkB (Tabela 2) e pacientes p16- também (Material
suplementar 1) no estudo de (Pace et al., 2012) eles realizaram uma inoculagéo de
apenas 10% do extrato do cigarro em células epiteliais brénquicas e isso foi suficiente
para uma reducao da expressao de NFkB que avia sido ativado anteriormente por IL-
1, sendo assim esse estudo demonstrou que o extrato do cigarro € capaz de realizar
essa deplecdo nas proteinas do complexo NFkB, assim como observado em nosso
estudo.

Também notamos no nosso estudo uma maior expressao do marcador de
proliferagdo tumoral ki-67 em pacientes fumantes (Tabela 2) diversos estudos ja
relataram essa associagao entre o consumo do cigarro com o aumento da expressao
desse marcador o estudo de (Alharbi, Rouabhia., 2016) associa o consumo do cigarro
com a proliferagéo celular no epitélio gengival aumentando assim a expressao de ki-
67 se assemelhando com os resultados do nosso estudo.

Os nossos resultados também indicaram uma menor expressao de p53 em
pacientes com o consumo de alcool indicando um pior prognostico (Tabela 2) o
consumo de alcool esta diretamente associado a um aumento na quantidade de
radicais livres. Esse aumento do estresse oxidativo traz um pior prognostico em

diversos tipos de canceres (Maia, Santos, Reis., 2014).

8.4 Influéncia das proteinas do complexo mismatch repair com a progressao
tumoral

(Karlberg et al., 2018) realizou um estudo no qual conseguiu comprovar que
a proliferacdo tumoral estava diretamente associada a depressédo das proteinas do

complexo MMR em tumores metastaticos outros estudos trazem o silenciamento



33

epigenético de proteinas chaves do sistema MMR relacionando elas com progresséo
tumoral em carcinomas de colo retal (Aronson et al., 2015), carcinomas gastricos (Li
et al., 2008), tumores endometriais (Hamid et al., 2002), cancer de ovario (Friedrich et
al, 1999), cancer de pulmao (Li et al., 2013), tumores malignos de glandulas salivares
(Castrilli et al., 2002), canceres de cabega e pescogo (Ghosh et al., 2010) e cancer de
boca (Wagner et al., 2016; Vasan et al., 2019). Isso nos ajuda a justificar os resultados
presentes na tabela 2, onde comprovamos que a redugcao da expressdo de MLH1
estava diretamente associado a tumores maiores (pT3-pT4) indicando assim que
tumores maiores expressem menos MLH1.

PMS2 por sua vez estava menos presente em pacientes que necessitaram
de quimioterapia. E como (Amorim et al., 2019) indica que a ressecgéao cirurgica € a
melhor abordagem para tumores menores, podemos deduzir que a presenca da
necessidade de quimioterapia esta associada a tumores maiores essa associagao
também pode ser comprovada através das taxas de sobrevida (Tabela 5) que mostrou
gue pacientes com cancer de boca que realizaram quimioterapia tiveram uma taxa de
sobrevida menor (P) indicando assim que se tratam de tumores maiores, dito isso,
temos uma comprovacgao indireta de que os niveis de PMS2 também podem estar
associados a proliferacdo tumoral. Além disso também foi possivel observar a redugao
na expresséo de PMS2 em tumores de boca em estagios mais avangados (pT3-pT4)
(Material suplementar 3), indicando também uma associagao direta correlacionado a
reducdo da expressdo com a proliferagao tumoral.

MSH2 por sua vez também se mostrou reduzido em tumores maiores (pT3-
pT4) em pacientes p16+ (Material suplementar 2) indicando assim que a redugéo da
expressao da proteina MSH2 esta diretamente associada com a proliferagdo tumoral
assim como (Karlberg et al., 2018) elucidou em seu estudo.

MLH1 se mostrou reduzido em pacientes com idade inferior a 60 anos nos
tumores de orofaringe p16+ (Material suplementar 2) isso indica que a possivel
presenga de tumores em pacientes mais jovens pode estar associada a alguma
deficiéncia na expressdo de proteinas do complexo mismatch repair associada a

alguma caracteristica genética ou familiar ndo estudada.
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8.5 Influéncia da imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB nos
pacientes com CEC de boca e orofaringe

As proteinas do complexo mismatch repair estiveram diretamente
associadas a seu dimeros, tanto o complexo MULTLa (MLH1 — PMS2) como o
complexo MULTSa (MSH2 — MSHG) tiveram as suas proteinas em expresséo
sinérgica (Tabela 3) indicando assim um bom funcionamento do complexo mismatch
repair

Em tumores p16- essa sinergia se perdeu (Tabela 3), ndo tivemos uma
associacao positiva entre as proteinas entre os complexos, indicando assim uma
desregulagéo, o que indica que a via mismatch repair ndo conseguiu exercer a sua
funcdo. Diversos estudos elucidam a presenga da proteina p16 com um melhor
prognostico (Sritippho et al., 2015) dito isso somente a falta de expressao desse
marcador ja indicaria um mal prognostico, mas esse resultado também precisa ser
associado ao fato de que pacientes p16- reduziram a expresséo de p53 (Tabela 2)
uma proteina chamada de guardido do genoma que também indica um prognostico
favoravel tendo em vista os resultados obtidos na (tabela 4) que indicaram que os
pacientes com redugao de p53 tiveram menores taxas de sobrevida. A redugao dessas
duas proteinas € indicio de um prognostico menos favoravel ainda. Mas ainda vale
ressaltar que tumores que tiveram a redugao da expressao das proteinas do complexo
mismatch repair foram tumores maiores (Material suplementar 3, 2 e Tabela 2)
também verificamos que a expressao de MSH2 reduz em 0,9x as taxas de mortalidade
(Tabela 5). Sendo assim a associagdo entre a falta de expresséo de p16, associada a
reducdo de expressdao de p53 e a proliferagdo tumoral associada a perda de
expressao das proteinas do complexo mismatch repair indica um mal prognostico
nesses tumores, resultado esse que foi possivel observar na (Tabela 4) que mesmo
sem notar uma diferenga estatistica significante foi not6rio que pacientes p16- tiveram
uma taxa de sobrevida bem menor quando comparado a outros tipos de tumor,
reafirmando o que é encontrado na literatura (Sritippho ef al. 2015).

Conseguimos elucidar que mesmo com um prognostico desfavoravel em
pacientes p16- a realizac&do de radioterapia reduziu as taxas de mortalidade em 0,2x
(Tabela 5) aumentando assim as taxas de sobrevida dos pacientes (Tabela 4). Vale

relembrar que os tumores p16- foram os tumores que menos tiveram metastase
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linfonodal, nossos resultados favorecem a indicagao de realizagdo da radioterapia
mesmo em casos de auséncia de metastase linfonodal, tendo em vista a
agressividade desse tumor e a redugao das taxas de mortalidade.

Foi possivel observar uma relagao sinérgica entre a expressdo de NFkB
nuclear com MLH1 e PMS2 (Tabela 3) essa associagéo pode indicar que o complexo
MULTLa pode ter uma relagdo direta com a translocagcédo de NFkB para o nucleo,
tendo em vista que a relagdo N/C também se mostrou maior na presenga de maiores
expressdes dessas proteinas, isso valida o que (Fonseca et al. 2020) relata em seu
estudo deixando claro que a ativagdo do sistema MMR depende de uma via

inflamatoria.

8.6 Influéncia da imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB-P53-KI-67
nos pacientes com CEC de boca e orofaringe

Nos tumores p16+ foi possivel observar uma relagdo positiva entre a
expressado de NFkB nuclear com a expressao de MLH1 e p53 (Tabela 3) isso pode
ser indicado por conta de uma correlagao positiva entre o MLH1 e p53 (Lu, Lin, Lin.,
2004), realca essa relagao indicando que o MLH1 age aumentando a resposta de p53,
a forma que essas proteinas se relacionam ainda nao foi completamente estabelecido,
sabemos que MLH1 ndo consegue estimular p53 em um perfil adverso, onde essa
proteina esta sendo deprimida, mas de alguma o MLH1 aumenta a capacidade de
acao de p53 quando expresso no meio. Isso se valida nos nossos resultados, onde
tanto os pacientes p16- como os pacientes p16+ nao tiveram diferenca estatistica para
a expressao de MLH1 (Tabela 2) no entanto a relagdo de NFkB nuclear e MLH1 sé
esta presente nos tumores p16+, indicando assim uma relagao de tentativa de reparo
nessas celulas. Resultado essa que ja era esperado, tendo em vista que os tumores
p16+ sdo mais susceptiveis aos reparos e a melhores progndsticos.

Ja os tumores p16- onde tivemos uma menor expresséo de p53 (Tabela 2)
a relagdo de MLH1 e NFkB n&o existiu, ao invés disso o fator de transcrigao estimulou
a proliferagcédo celular elucidado pelo aumento de expressdo de KI-67 (Tabela 3).
Indicando que a auséncia de p53 pode estar diretamente associada com um pior
prognostico, resultado esse ja esperado, tendo em vista que diversos estudos
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elucidam que a proteina p53 € uma proteina de bons progndsticos (Fett-Conte, Sales
et al., 2002). Sendo assim a redugéo da expressédo de p53 associado a reducdo de
p16 e aumento de KI-67 indica um mal prognostico para os tumores p16-.

Nos tumores de boca foi onde tivemos uma maior relagao entre a expressao
das proteinas do complexo mismatch repair, além disso ambas as proteinas do dimero
MULTLa tiveram relagdo direta com a expressdo de NFkB nuclear (Tabela 3).
Podemos associar esse resultado com o fato de que dentre os tumores o tumor de
boca, mesmo que mais agressivo pela maior expressao de Kl-67 (Tabela 2), foi o
tumor com as taxas maiores de sobrevida. Ou seja, mesmo com um cenario
desfavoravel as proteinas do complexo mismatch repair conseguiram reverter o

cenario (Thomas et al., 2019).
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9 CONCLUSAO

A perda de expressdo de MMR esta associada com progressao tumoral e
pior progndstico em tumores de cabega e pescogo e p53, p16 e NFkB parecem ser

intermediarios importantes.
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Tabela 1: Caracterizagao da amostra de pacientes com CEC de boca e orofaringe
submetidos a andlise da expressdo do eixo MMR-NFkB

Tumor primario p-
Orofaringe Orofaringe

Total pl6- pl6+ Boca Valor
Total 128 31(24.2%) 21(16.4%)  76(59.4%)
Sexo
Feminino 40(31.3%) 7(22.6%) 7(33.3%) 26(34.2%) 0,488
Masculino 88(68.8%) 24(77.4%) 14(66.7%) 50(65.8%)
Idade_CAT
41-50 34(26.6%) 7(22.6%) 7(33.3%) 20(26.3%) 0,462
51-60 43(33.6%) 11(35.5%) 8(38.1%) 24(31.6%)
61-70 31(24.2%) 10(32.3%) 5(23.8%) 16(21.1%)
>70 20(15.6%) 3(9.7%) 1(4.8%) 16(21.1%)
Grau_instrugao_CAT
Ens fundamental 119(93.0%)  28(90.3%) 17(81.0%)  74(97.4%)* 0,027
Ens medio 9(7.0%) 3(9.7%)* 4(19.0%)* 2(2.6%)
Fumo
Nao 64(50.0%)  22(71.0%)* 17(81.0%)*  25(32.9%) 0,000
Sim 64(50.0%) 9(29.0%) 4(19.0%) 51(67.1%)*
Alcool
Nao 93(72.7%) 25(80.6%) 13(61.9%) 55(72.4%) 0,329
Sim 35(27.3%) 6(19.4%) 8(38.1%) 21(27.6%)
pT
1 11(8.6%) 5(16.1%) 2(9.5%) 4(5.3%) 0134
2 43(33.6%)  10(32.3%) 8(38.1%) 25(32.9%)
3 35(27.3%)  12(38.7%) 5(23.8%) 18(23.7%)
4 39(30.5%) 4(12.9%) 6(28.6%) 29(38.2%)
pN
0 58(45.3%)  16(51.6%)* 7(33.3%) 35(46.1%) 0,000
1 44(34.4%)  15(48.4%) 14(66.7%)*  15(19.7%)
2 26(20.3%) 0(0.0%) 0(0.0%) 26(34.2%)*
RT
Nao 25(19.5%)  11(35.5%)* 3(14.3%) 11(14.5%) 0,036
Sim 103(80.5%)  20(64.5%) 18(85.7%)*  65(85.5%)*
QT
Nao 75(58.6%)  24(77.4%)* 8(38.1%) 43(56.6%) 0,016
Sim 53(41.4%) 7(22.6%) 13(61.9%)*  33(43.4%)*

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).
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Tabela 2: Influéncia da localizag&o e de caracteristicas clinico-patologicas na imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB em
pacientes com CEC de boca e orofaringe

NFkB
MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 Nucleo Citoplasma Relagao ki67 p53
N/C

Tumor
Orofaringe 23.35+29.58 40.25+33.92 7.67+17.27 9.44+17.37 1.98+2.82* 77.26+23.04 0.03+0.06 16.72+14.82 12.61+£10.93*
p16-
Orofaringe 30.44+33.47 43.30+35.26 5.11£12.23 6.26£15.11 6.24+13.07 79.26+25.50 0.18+0.54 11.49+14.57 39.50+14.63
p16+
Boca 28.26+27.32 29.06£29.43 8.36+18.34 5.30+16.77 8.49+12.79 73.41+25.66 0.13+£0.22 73.01£38.31* 20.36%£17.40
p-Valor 0,660 0,117 0,778 0,543 0,044 0,606 0,171 0,000 0,029
Sexo
Feminino 27.64+31.78 30.61+£30.97 7.69+17.22 6.61+£16.73 7.46£13.40 76.39+22.83 0.11£0.24 63.22+43.44 19.16+£16.97
Masculino 27.25+27.84 35.62+32.32 7.67+17.25 6.39+16.66 5.96+10.62 75.18+25.70 0.12+0.31 50.34+41.93 20.84+17.47
p-Valor 0,950 0,441 0,997 0,947 0,546 0,823 0,860 0,150 0,691
Idade
Até 60 25.74+29.37 34.38+31.70 5.34+13.44 4.27+12.42 6.23£11.89 72.91+25.46 0.10£0.21 49.50+43.42 19.32+15.82
>60 29.94+28.36 33.62+32.48 11.60£21.67 9.92+21.35 6.58+£10.71 79.54+23.62 0.14+0.38 60.98+40.77 21.76+£19.18
p-Valor 0,459 0,903 0,068 0,074 0,876 0,179 0,517 0,165 0,532
Escolaridade
Ens 28.62+29.23 34.17+32.60 7.80+17.58 6.73+17.07 6.69+11.65 75.10+25.04 0.12+0.30 54.58+42.58 20.34+16.94
fundamental
Ens médio 11.22+19.38 32.97+21.14 6.15+11.35 3.16£9.47 0.92+1.12 82.33+22.26 0.01+£0.01 44.78+45.45 20.48+25.56
p-Valor 0,101 0,919 0,795 0,537 0,230 0,492 0,364 0,586 0,988
Fumo
Nao 25.97+29.30 35.06+32.37 6.97+17.76 6.68+16.08 5.73+11.16 80.52+22.66 0.11+£0.34 42.56+40.74 24.20+£19.45
Sim 28.79+28.74 33.11£31.60 8.25+16.78 6.23+17.26 7.04+11.70 70.21+26.17* 0.12+0.23 63.81£41.97* 17.83+15.31
p-Valor 0,609 0,744 0,704 0,884 0,556 0,031 0,822 0,008 0,104
Alcool
Nao 28.01+£28.71 34.90+31.98 9.03+18.89 7.22+17.22 6.63£10.99 76.92+24.91 0.12+0.29 55.64+42.69 22.92+18.04
Sim 25.78+29.85 32.08+31.97 4.35+11.48 4.63+15.12 5.66+£12.58 71.72+24.75 0.11£0.28 50.12+42.70 13.84+13.23*
p-Valor 0,714 0,670 0,202 0,448 0,696 0,338 0,904 0,538 0,032
pT
pT1-pT2 29.79+29.69 38.41+31.43 11.694£20.70 5.87+15.33 6.45+12.46 78.12+22.42 0.131£0.39 47.69+43.62 21.15%£16.29
pT3-pT4 25.59+28.46 30.94+32.04 4.53£13.11* 6.90+17.61 6.30£10.59 73.46+26.62 0.10+£0.17 58.22+41.68 19.82+17.97
p-Valor 0,452 0,218 0,031 0,742 0,945 0,339 0,548 0,204 0,738
pN
pNO 25.17+27.97 31.31£31.37 9.69+19.53 7.18+16.98 7.62+13.66 79.61+20.76 0.15+0.40 57.64+43.11 25.43%£17.13
pN+ 29.05+29.75 36.26+32.32 5.91+14.72 5.89+16.42 5.46+9.43 72.54+27.23 0.09+0.16 51.10+42.26 15.63+£16.13
p-Valor 0,486 0,413 0,258 0,681 0,334 0,147 0,300 0,423 0,010
RT
Nao 17.50£27.81 29.50+31.18 9.79+21.28 7.11+£15.32 2.93£3.43 79.08+16.78 0.04+0.05 45.72+43.83 20.96+£13.36
Sim 29.54+28.86 35.18+32.09 7.13£16.03 6.31+16.97 7.11£12.35 74.74+26.29 0.13+0.31 56.23+42.23 20.18+18.21
p-Valor 0,092 0,454 0,519 0,840 0,148 0,493 0,223 0,294 0,869
QT
Nao 25.51+27.77 31.97+31.25 9.94+19.24 9.21+19.90 6.25+11.78 76.25+24.30 0.10£0.19 50.62+42.69 24.55+18.69
Sim 30.09+30.66 37.09+32.81 4.31£12.98 2.42+8.73* 6.55+10.89 74.36%£25.95 0.15+0.40 59.08+42.39 14.23+12.83*
p-Valor 0,415 0,401 0,097 0,030 0,895 0,702 0,376 0,307 0,007

*p<0,05, teste Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (médiatDP).
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Tabela 3: Correlagdo entre a imunoexpressao de proteinas do eixo MMR-NFkB em pacientes com CEC de

boca e orofaringe

Nucleo
MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 Nucleo Citoplasma Relagdo N/C  ki67 p53
Todos
MSH2 r - 0.815* 0.388* 0.200* 0.096 -0.029 0.133 -0.006 0.093
I\)/-a lor <0.001 <0.001 0.039 0.336 0.770 0.182 0.958 0.433
MSH6 r - - 0.401* 0.141 -0.042 -0.068 0.091 -0.113 0.024
p- - - <0.001 0.141 0.681 0.501 0.366 0.262 0.833
Valor
MLH1 r - - - 0.434* 0.288* -0.018 0.294* 0.116 0.110
p- - - - <0.001 0.005 0.861 0.004 0.260 0.336
Valor
PMS2 r - - - - 0.269* -0.021 0.144 0.071 0.156
p- - - - -
Valor 0.006 0.836 0.147 0.480 0.171
NFkB (nucleo) r - - - - - -0.012 0.700* 0.174 0.076
p- - - - - - 0.906 <0.001  0.095 0525
Valor
NFkB (citoplasma) r - - - - - - -0.327* -0.055 0.120
p- . R R R - -
Valor 0.001 0.602 0.316
NFkB (relagédo N/C) r - - - - - - - 0.136 0.025
p- - - - - - - -
Valor 0.192 0.832
ki67 r - - - - - - - - -0.027
p- - - - - - - - -
Valor 0.810
p53 r - - - - - - - - -
p- - - - - - - - - -
Valor
Orofaringe p16-
MSH2 r - 0.737* 0.193 0.413* -0.125 0.160 -0.204 -0.089 -0.147
,\)/:':nlor - <0.001 0.429 0.032 0.543 0.436 0.316 0.716 0.706
MSH6 r - - 0.366 0.212 -0.259 0.146 -0.296 0.157 -0.575
p- - -
Valor 0.135 0.298 0.211 0.487 0.151 0.520 0.082
MLH1 r - - - 0.459* 0.007 -0.034 0.013 0.227 -0.155
p- - - - 0.048 0.977 0.890 0.958 0.381 0.691
Valor
PMS2 r - - - - 0.116 -0.374 0.172 0.248 0.408
p- - - - -
Valor 0.574 0.060 0.400 0.306 0.242
NFkB (nucleo) r - - - - - -0.272 0.908* 0.306 0.129
p- - - - - - 0.161 <0.001 0.189 0.722
Valor
NFkB (citoplasma) r _ _ _ _ . * - R
- - 0.489 0.460* 0.387
p- - - - - - - 0.008 0.041 0.270
Valor
NFkB (relagédo N/C) r - - - - - - - 0.446* 0.081
p- - - - - - - -
Valor 0.049 0.824
ki67 r - - - - - - - - -0.183
p- - - - - - - - -
Valor 0.638

pS3



p-
Valor

Orofaringe p16+

MSH2 r -
p-
Valor

MSH6 r -
p-
Valor

MLH1 r -
p-
Valor

PMS2 r -
p-
Valor

NFkB (nucleo) r -
p-
Valor

NFkB (citoplasma) r -
p-
Valor

NFkB (relagédo N/C) r -
p-
Valor

ki67 r -
p-
Valor

p53 r -
p-
Valor

Boca

MSH2 r -
p-
Valor

MSH6 r -
p-
Valor

MLH1 r -
p-
Valor

PMS2 r -
p-
Valor

NFkB (nucleo) r -
p-
Valor

NFkB (citoplasma) r -
p-
Valor

NFkB (relagédo N/C) r -
p-
Valor

ki67 r -
p-
Valor

p53 r -
p-
Valor

0.824*
<0.001

0.881*
<0.001

0.522*
0.026
0.455
0.067

0.434*
<0.001
0.429*
<0.001

-0.194
0.426
-0.132
0.601

-0.081
0.757

0.242
0.061
0.153
0.219
0.518*
<0.001

0.029
0.907
0.042
0.869
0.264
0.290
-0.170
0.499

0.132

0.328

-0.012
0.932

0.345*
0.008

0.492*
<0.001

-0.232
0.338
-0.165
0.513
-0.352
0.152
0.151

0.549
-0.289
0.216

-0.034
0.801

-0.162
0.228
0.063
0.638
0.054
0.687
0.129
0.331

0.270
0.264
0.297
0.232
0.678*
0.002
-0.139
0.582
0.631*
0.003
-0.629*
0.003

0.078

0.565

0.017

0.903

0.295*
0.025

0.443*
0.001

0.874*
<0.001
-0.199
0.131

50

0.198
0.498
0.256
0.377
-0.296
0.325
0.168
0.583
-0.160
0.585
0.246
0.397
-0.140
0.633

-0.011
0.934
0.021
0.864
0.132
0.288
0.219
0.072
0.080
0.546
0.064
0.631
0.009
0.947

-0.359
0.641
-0.634
0.366
-0.036
0.964
-0.034
0.966
0.975*
0.025
0.707
0.293
0.972*
0.028
-0.744
0.256

0.091
0.490
0.111
0.380
0.177
0.157
0.183
0.144
0.062
0.646
0.120
0.371
0.017
0.897
0.006
0.959

*p<0,05, correlacdo de Spearman.



Tabela 4: Influéncia da localizagdo, de caracteristicas clinico-patolégicas e da
imunoexpressdo de proteinas do eixo MMR-NFkB na sobrevida global de pacientes com CEC

de boca e orofaringe

SG (%)

SG (meses)

Mean1SD (CI195%)

p-

Median (CI195%) Valor

Tumor primario
Orofaringe p16-
Orofaringe p16+
Boca

Sexo
Orofaringe p16-
Feminino
Masculino
Orofaringe p16+

Feminino

Masculino
Boca

Feminino

Masculino

Idade
Orofaringe p16-
Até 60

>60

Orofaringe p16+
Até 60

>60

Boca

Até 60

>60
Escolaridade
Orofaringe p16-
Ens fundamental
Ens médio
Orofaringe p16+
Ens fundamental

Ens médio

Boca

Ens fundamental
Ens médio
Fumo
Orofaringe p16-
Nao

Sim

11/31(35.5%)
10/21(47.6%)
41/76(53.9%)

4/7(57.1%)

7/24(29.2%)

5/7(71.4%)

5/14(35.7%)

19/26(73.1%)

22/50(44.0%)

8/18(44.4%)

3/13(23.1%)

8/15(53.3%)
2/6(33.3%)

24/44(54.5%)

17/32(53.1%)

10/28(35.7%)

1/3(33.3%)

7117(41.2%)
3/4(75.0%)

39/74(52.7%)
2/2(100.0%)

8/22(36.4%)
3/9(33.3%)

59.75+11.63(36.94-82.55)
88.56+15.14(58.88-118.24)
73.47+5.51(62.68-84.27)

92.54+26.57(40.46-144.63)
39.00+7.27(24.76-53.24)

100.36+19.08(62.96-
137.76)

72.45+17.74(37.68-107.21)

91.92+8.89(74.50-109.34)
65.42+6.62(52.44-78.39)

75.64+16.14(44.00-107.28)
31.91+8.82(14.62-49.20)

96.37+17.90(61.29-131.45)
49.03+15.91(17.85-80.22)

70.84+7.06(57.00-84.69)
75.36+8.18(59.33-91.40)

58.22+12.38(33.94-82.49)
57.53+21.87(14.67-100.40)

80.23+16.57(47.75-112.70)

104.03+23.97(57.05-
151.00)

59.75+11.63(36.94-82.55)
88.56+15.14(58.88-118.24)

45.96+8.30(29.69-62.23)
59.18+22.25(15.57-102.78)

26(15.55-36.45)
70
74(54.50-92.70)

NA
26(17.12-34.88)

NA
28(17.00-39.00)

115(55.67-
174.53)

60(36.33-83.07)

41(0.00-92.26)

15(1.62-28.78)

NA
27(18.60-35.40)

74(45.24-101.96)

74(38.02-109.18)

26(11.74-40.26)

67(0.00-164.06)

40(0.00-93.78)
NA

26(15.55-36.45)
70

27(0.00-57.60)
15(6.43-23.97)

0,053

0,215

0,161

0,033

0,142

0,407

0,832

0,726

0,299

0,736

0,789



Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

Alcool
Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

pT

Orofaringe p16-
pT1-pT2
pT3-pT4
Orofaringe p16+
pT1-pT2
pT3-pT4

Boca

pT1-pT2
pT3-pT4

pN

Orofaringe p16-
pNO

PN+

Orofaringe p16+
pNO

PN+

Boca

pNO

PN+

RT

Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

8/17(47.1%)
2/4(50.0%)

12/25(48.0%)

29/51(56.9%)

9/25(36.0%)

2/6(33.3%)

8/13(61.5%)

2/8(25.0%)

31/55(56.4%)

10/21(47.6%)

5/15(33.3%)

6/16(37.5%)

5/10(50.0%)
5/11(45.5%)

22/29(75.9%)

19/47(40.4%)

5/16(31.3%)

6/15(40.0%)

3/7(42.9%)
7/14(50.0%)

22/35(62.9%)

19/41(46.3%)

2/11(18.2%)

9/20(45.0%)

1/3(33.3%)
9/18(50.0%)

88.83+16.64(56.23-121.44)
57.75+20.28(17.99-97.51)

68.62+10.15(48.72-88.52)
73.9346.22(61.75-86.12)

58.80+12.70(33.92-83.68)
40.10£16.92(6.94-73.26)

106.89+18.99(69.68-

144.10)

43.67+11.83(20.48-66.86)

74.91+6.56(62.06-87.76)

68.62+9.63(49.75-87.49)

62.90+15.23(33.04-92.75)

42.91+11.20(20.95-64.87)

75.55+18.00(40.27-110.83)
87.39+20.33(47.54-127.23)

94.59+8.03(78.86-110.33)

61.85+6.77(48.57-75.12)

56.32+15.65(25.65-86.98)

47.39+10.18(27.44-67.34)

74.86+19.68(36.28-113.44)
90.64+18.88(53.64-127.63)

81.05+7.96(65.45-96.65)

67.89+7.49(53.20-82.57)

38.09+16.51(5.73-70.45)

56.20+9.04(38.48-73.92)

47.67+27.69(0.00-101.93)
92.69+16.15(61.04-124.35)

74(13.22-133.98)
74(53.30-93.90)

27(2.77-52.03)
12(0.00-27.80)

28(11.37-44.63)
78(55.30-100.30)

63(34.99-91.61)

41(8.84-73.16)
13(7.34-18.66)

70(6.36-133.44)

56(33.22-78.38)

26(6.64-45.36)

24(0.00-56.11)

70(0.00-179.99)

74(43.14-104.06)
60(28.23-91.17)

12(7.47-16.53)
45(7.16-82.84)

21(0.00-43.40)

0,970

0,579

0,789

0,137

0,723

0,588

1,000

0,006

0,683

0,908

0,257

0,024

0,409
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Boca

Nao

Sim

QT

Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

MSH2> 5%
Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

MSH6> 5%
Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

MLH1> 5%
Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

10/11(90.9%)
31/65(47.7%)

8/24(33.3%)
3/7(42.9%)

2/8(25.0%)
8/13(61.5%)

32/43(74.4%)

9/33(27.3%)

Censored/Total

N()
N/(Percent)

5/16(31.3%)
6/15(40.0%)

5/10(50.0%)
5/11(45.5%)

20/36(55.6%)

21/40(52.5%)

4/12(33.3%)

7/19(36.8%)

4/7(57.1%)
6/14(42.9%)

18/34(52.9%)

23/42(54.8%)

10/25(40.0%)

1/6(16.7%)

9/18(50.0%)
1/3(33.3%)

31/62(50.0%)
10/14(71.4%)

89.22+5.80(77.86-100.58)
69.32+5.86(57.84-80.79)

53.54+12.85(28.36-78.73)
55.13+15.12(25.50-84.77)

42.51+14.27(14.54-70.48)

109.66+17.95(74.47-
144.85)

95.35+6.12(83.35-107.34)
47.64+7.15(33.62-61.66)

56.96+15.38(26.81-87.11)
46.65+11.09(24.91-68.38)

73.85+18.37(37.84-109.86)
90.58+19.82(51.73-129.44)

67.88+7.63(52.93-82.82)

75.81+7.30(61.49-90.12)

55.48+18.84(18.55-92.41)

47.42+9.42(28.95-65.88)

82.69+21.47(40.60-124.77)
83.57+18.10(48.10-119.04)

73.35+8.32(57.04-89.66)

73.81+7.37(59.36-88.26)

64.00+13.61(37.31-90.68)

32.50+9.65(13.58-51.42)

92.53+16.18(60.81-124.24)
44.87+24.58(0.00-93.05)

71.2945.94(59.65-82.93)
83.56+14.50(55.14-111.99)

NA
74(48.98-98.22)

26(17.12-34.88)
67(0.00-174.47)

13(0.00-36.56)
NA

115(54.92-
175.28)

26(11.69-40.31)

24(0.00-71.25)
26(15.58-36.42)

28
70

63(36.82-89.78)

78(55.07-100.53)

15(0.00-58.50)

26(19.47-32.53)

NA
40(0.00-102.45)

74(49.91-97.29)

78(48.95-106.65)

27(0.00-64.37)

21(6.60-35.40)

70
27(0.00-63.81)

74(49.60-97.60)
NA

0,057

0,440

0,059

0,000

0,910

0,858

0,660

0,722

0,674

0,995

0,547

0,422

0,368
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PMS2> 5%
Orofaringe p16-

Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

NFkB (nucleo) > 5%

Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

NFkB (citoplasma) >

60%
Orofaringe p16-

Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

NFkB (razdo N:C > 0.1)

Orofaringe p16-
Nao

Sim

Orofaringe p16+
Nao

Sim

Boca

Nao

Sim

ki67> 5%
Orofaringe p16-
Nao

7/22(31.8%)
4/9(44.4%)

9/16(56.3%)

1/5(20.0%)

36/69(52.2%)

5/7(71.4%)

8/26(30.8%)

3/5(60.0%)

8/17(47.1%)
2/4(50.0%)

26/53(49.1%)
15/23(65.2%)

6/11(54.5%)
5/20(25.0%)

3/5(60.0%)
7/16(43.8%)

14/33(42.4%)

27/43(62.8%)

9/28(32.1%)

2/3(66.7%)

8/18(44.4%)
2/3(66.7%)

29/56(51.8%)
12/20(60.0%)

6/18(33.3%)

52.66+13.16(26.87-78.45)
55.27+14.36(27.12-83.41)

101.84+16.81(68.89-
134.80)

34.12+15.84(3.07-65.17)

71.76+5.77(60.45-83.07)
80.46+19.73(41.79-119.12)

57.67+12.22(33.71-81.63)
52.63+19.06(15.26-89.99)

75.34+13.23(49.41-101.27)
89.85+35.54(20.20-159.50)

68.95+6.42(56.37-81.54)
84.15+10.11(64.34-103.97)

56.64+13.69(29.81-83.47)
47.66+11.92(24.29-71.03)

71.60+14.03(44.10-99.10)
83.18+17.46(48.96-117.39)

62.93+7.96(47.34-78.53)
81.71+7.38(67.25-96.16)

56.98+11.77(33.92-80.04)
65.33+23.41(19.46-111.21)

71.77+12.97(46.35-97.18)

116.13+36.39(44.81-
187.45)

72.74+6.26(60.47-85.02)
74.98+11.55(52.35-97.61)

45.72+9.14(27.81-63.63)

26(8.65-43.35)
62(0.00-125.89)

NA
19(6.12-31.88)

74(48.63-98.57)

60(22.20-97.20)

24(9.51-38.49)

41(0.00-90.40)

70
27

74(52.63-94.57)
NA

NA
26(16.92-35.08)

NA
33(0.00-115.12)

63(28.47-98.13)

NA

26(15.79-36.21)

NA

40(0.00-112.20)
NA

74(47.72-99.48)
78(38.72-116.88)

26(0.00-52.89)

0,478

0,064

0,364

0,695

0,940

0,218

0,365

0,492

0,084

0,570

0,533

0,819

0,924
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Sim 5/13(38.5%) 61.56+19.13(24.07-99.06)  27(4.34-50.46)
Orofaringe p16+

Nao 7/15(46.7%)  86.86+18.10(51.38-122.33) 70 0,777
Sim 3/6(50.0%) 73.67+18.97(36.49-110.85) 33

Boca

Nao 6/13(46.2%) 69.57+8.81(52.30-86.84)  56(25.80-85.80) 0.873
Sim 35/63(55.6%) 74.10+6.24(61.87-86.33)  78(49.80-105.80)

p53> 5%

Orofaringe p16-

Nao 10/23(43.5%)  70.67+13.89(43.45-97.88)  45(1.45-88.55) 0,017
Sim 1/8(12.5%) 18.40+6.92(4.84-31.96) 12(6.63-17.37)
Orofaringe p16+

Nao 8/17(47.1%)  88.27+16.68(55.57-120.97) 70 0,969
Sim 2/4(50.0%) 59.80+21.97(16.74-102.86) 21

Boca

Nao 16/28(57.1%) 73.33+9.88(53.96-92.70) NA 0,929
Sim 25/48(52.1%) 73.54+6.49(60.82-86.27)  74(57.18-90.02)

*p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox. SG = sobrevida global; CI95% = intervalo de confianga
95% da média ou mediana de SG.
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Tabela 5: Analise multivariada de fatores progndsticosna sobrevida global de pacientes com CEC de boca
e orofaringe

p-Valor aHR CI195%

Hazard risk for dead

Tumor 0,822 0,941 0,552 1,603
Sexo M 0,009 4,139 1,434 11,947
Idade 1 0,134 1,374 0,907 2,084
Grau de instrugao | 0,004 21,158 2,664 168,024
Fumo 0,024 2,774 1,143 6,735
Alcool 0,059 2,287 0,970 5,390
pT 0,244 1,629 0,717 3,701
pN 0,056 2,230 0,981 5,070
RT 0,010 0,204 0,061 0,681
QT 0,130 1,882 0,829 4,273
MSH2 1 0,006 0,968 0,946 0,991
MSH6 1 0,051 1,021 1,000 1,043
MLH1 1 0,197 1,015 0,992 1,038
PMS2 1 0,273 0,985 0,957 1,012
NFkB (nucleo) 1 0,080 0,963 0,923 1,004
NFkB (citoplasma) 1 0,422 1,006 0,991 1,022
NFkB (razdo N:C) t 0,323 2,022 0,500 8,180
p53 1 0,085 1,025 0,997 1,055
ki67 1 0,546 0,996 0,984 1,008

*p<0,05, regressao de Cox (aHR = adjusted Hazard Risk; CI95% = intervalo de confianga 95% aHR).
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Material suplementar 1: Influéncia da localizagdo e de caracteristicas clinico-patolégicas na imunoexpressdo de proteinas do
eixo MMR-NFkB em pacientes com CEC de orofaringe p16-

NFkB
MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 Nucleo Citoplasma Relalgﬁo ki67 p53_média
N

Sexo
Feminino 21.80+37.61 31.31#42.00 0.00£0.00 13.15+18.28 1.55+3.02 78.29+19.82 0.03+0.07 27 65+15.47 4.94+9.69
Masculino 23.75£28.13 41.81£33.20 9.47+18.83 8.63+17.49 2.08+2.84 77.03+24.08 0.03%0.05 16 10+15.05 14.77+15.90
p-Valor 0,888 0,578 0,337 0,608 0,714 0,914 0,990 0,566 0,231
Idade
Até 60 16.79£25.36 30.62+31.54 1.77+3.43 5.94+13.44 1.95+2.77 70.98+24.35 0.04+0.06 18 16+15.98 15.28+13.34
>60 31.42433.32 52.29+34.19 15.53+24.65 13.47+20.87 2.02+2.99 84.50+19.91 0.03+0.05 14.80+13.83 9.95+8.54
p-Valor 0,190 0,100 0,069 0,260 0,952 0,123 0,792 0,620 0,473
Escolaridade
Ens 24.41+30.51 40.98+35.34 8.47+18.00 9.43+17.81 2.06+2.85 76.42+23.04 0.03+0.06
fundamental 15.88+14.68 14.01+10.59
Ens médio 14.13+21.75 34.40+23.14 0.00+0.00 9.47+16.41 0.00£1.00 100.00£1.00 0.00£1.00 33 59+1.00 0.00+1.00
p-Valor 0,578 0,758 0,523 0,997 0,484 0,324 0,547 0,254 0,245
Fumo
Nao 25.54+32.96 38.44+35.64 8.17+20.38 10.57+19.58 1.93+2.42 82.77+21.11 0.03£+0.04 15 (09+14.31 13.98+11.97
Sim 17.60£18.56 46.58+28.96 6.84+11.77 6.62+10.55 2.11+£3.85 63.47£23.11 0.04+0.08 19 98+16.44 10.56+10.48
p-Valor 0,528 0,614 0,868 0,596 0,884 0,043 0,560 0,490 0,656
Alcool
Nao 24.03+£32.52 38.09+36.11 6.25+£18.01 10.90+19.16 1.86+2.58 78.39+23.37 0.03+0.05 1524+14.69 14.91+13.14
Sim 20.74+15.35 47.83+26.06 13.68+14.08 4.08+6.65 2.55+4.10 72.05+23.20 0.04+0.08 21.47+15.89 10.32+9.10
p-Valor 0,813 0,545 0,453 0,405 0,629 0,586 0,654 0,426 0,538
pT
pT1-pT2 22.84+29.14 34.66+32.42 7.48+11.72 5.91£12.89 2.71+3.40 82.59+21.08 0.04+0.06 14.19+13.78 12.10+13.70
pT3-pT4 23.76x30.89 46.28+35.75 7.87+22.58 12.97+20.83 1.15+1.73 71.11424.49 0.02+0.05 18.62+15.88 13.39+6.62
p-Valor 0,936 0,384 0,960 0,291 0,148 0,194 0,443 0,513 0,867
pN
pNO 27.34£31.34 45.69+34.29 8.94+20.12 9.19£16.19 2.27+3.10 81.15+20.84 0.04%0.06 17.29+13.89 13.32+7.55
pN+ 19.08+28.09 34.40+33.87 5.59£12.24 9.69+19.10 1.65+2.55 72.77£25.44 0.03+0.05 15 09+16.53 10.96+18.98
p-Valor 0,462 0,398 0,676 0,941 0,575 0,347 0,803 0,859 0,774
RT
Nao 23.97£29.83 36.62+29.64 10.57+23.33 15.72+21.20 2.73+3.03 78.38+19.49 0.04%0.06 15 05+12.77 15.65+10.76
Sim 23.07£30.24 42.07+36.55 5.48+11.58 6.46£14.96 1.63%2.73 76.73+25.03 0.03x0.06 17.98+16.64 8.06+10.92
p-Valor 0,941 0,702 0,518 0,193 0,344 0,863 0,585 0,666 0,309
QT
Nao 23.12£29.22 38.49+33.49 9.63+19.44 10.80+19.11 2.42+2.95 74.92+23.68 0.04+0.06 16 05+13.56 13.41+11.46
Sim 24.07£33.09 46.42+37.91 1.38+3.08 5.34£10.71 0.00£0.00 87.99+17.99 0.00+0.00 19 59+21.70 10.75+11.64
p-Valor 0,943 0,623 0,364 0,482 0,083 0,258 0,138 0,678 0,746

*p<0,05, teste Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (média+Dp).
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Material suplementar 2: Influéncia da localizagdo e de caracteristicas clinico-patoldgicas na imunoexpressdo de proteinas do eix
MMR-NFkB em pacientes com CEC de orofaringe p16+

NFkB

MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 Nucleo Citoplasma Rer!la/géo ki67 p53_médi:
Sexo
Feminino 64.99+24.76 8.66+13.90  1.74+4.60 1.94+1.72  76.63£31.42 0.02£0.02 38.76£1.00 5 3+3559 78.12+36.5
Masculino 33.20+£35.57 3.34411.54 8.90+£18.48 8.08+15.37 80.38+23.79 0.25+0.64 39.75+17.90 19 79+28 08 70.46+39.2
p-Valor 0,067 0,401 0,333 0,349 0,772 0,394 0,966 0,052 0,418
Idade
Até 60 32.90+33.28 47.82+33.13 1.55#5.60* 3.38+7.08 5.98+14.42 80.45+22.86 0.08#0.19 1753+14.86 30.86+1.0
>60 24.69£36.33 33.51+40.90 14.37+19.84 12.52425.17 6.86+10.36 76.48+33.15 0.42+0.96 14 01+15.60 42.38+16.4
p-Valor 0,628 0,427 0,042 0,230 0,894 0,759 0,206 0,702 0,606
Escolaridade
Ens 37.954£33.44 47.98+36.10 6.57+13.62 7.93+16.72 7.54+14.39 78.46+26.41 0.23+0.60
fundamental 11.44+13.98 43.33+15.2
Ens médio 0.42+0.84 18.31£17.32 0.03+0.05  0.00+0.00 1.05+1.32  82.45+24.74 0.01£0.01 11 70+20.27 28.03+1.0f
p-Valor 0,051 0,189 0,361 0,366 0,388 0,788 0,494 0,979 0,477
Fumo
Nao 25.14£31.74 40.18+£37.62 5.13£13.12 7.44+16.27 7.64+14.34 82.09+22.61 0.23x0.60 10 29+10.82 73.44+36.6
Sim 51.65+36.15 54.98+24.98 5.05+10.10  0.00+0.00  0.67+0.97 67.92+36.72 0.01#0.01 153142825 72.80+39.5
p-Valor 0,162 0,472 0,991 0,450 0,354 0,333 0,482 0,542 0,946
Alcool
Nao 32.66+33.50 51.05+37.59 7.17+15.25 4.07+7.67 10.05+15.97 81.56+25.80 0.30+0.69 7.45+8.15 43.33+15.2
Sim 27.11435.43 32.64+30.88 2.54+7.13 10.02423.48 0.53+0.80 75.81+26.39 0.0120.01 1756472036 28.03+1.0
p-Valor 0,727 0,273 0,441 0,423 0,112 0,634 0,242 0,198 0,477
pT
pT1-pT2 44.50+33.09 67.09+21.30 6.69+14.16  3.67+7.91 4.27+8.71 72.10+34.16 0.28%0.79 7.29+9.74  30.86+1.0
pT3-pT4 16.38+28.82 21.89+31.74 3.54£10.58 9.15£#20.63 7.85+16.05 85.12#14.76 0.11x0.21 14 59+417.03 42.38+16.4
p-Valor 0,058 0,002 0,600 0,446 0,557 0,267 0,494 0,382 0,606
pN
pNO 30.89+35.57 43.87+36.54 10.26£17.65 1.74+4.60  6.43+9.49 80.15+¢32.13 0.3720.89 15 21+14.13 77.38+37.€
pN+ 30.20+£33.77 43.04+36.17 1.8446.09 8.90+18.48 6.14+15.01 78.78+22.64 0.08+t0.20 11 14+1552 69.39+38.9
p-Valor 0,967 0,964 0,160 0,333 0,963 0,912 0,278 0,899 0,372
RT
Nao 1.40+1.28 36.76+37.98 0.03+0.06  4.9448.56  0.53+0.79 91.25¢6.11 0.01#0.01 13 35+19.01 28.03+1.0f
Sim 35.57+33.82 44.52+¢35.91 6.13+13.23 6.51£16.24 7.25¢13.98 77.14£27.12 0.213¥0.58 19 93+14.26 43.33+15.2
p-Valor 0,104 0,737 0,448 0,875 0,426 0,391 0,554 0,816 0,477
QT
Nao 25.45+32.53 33.80+35.51 6.49+12.41 12.15+21.38 1.98+2.59 90.19+10.60 0.02+0.03 6.76+6.92 43.33+15.2
Sim 33.77+35.09 50.21+35.08 4.01£12.65 1.9946.59 9.08+16.39 71.97+30.11 0.29+0.69 155341848 28.03+1.0
p-Valor 0,600 0,331 0,682 0,153 0,244 0,120 0,284 0,254 0,477

*p<0,05, teste Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (média+Dp).
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Material suplementar 3: Influéncia da localizagdo e de caracteristicas clinico-patolégicas na imunoexpressdo de proteinas do eixo
MMR-NFkB em pacientes com CEC de boca

NFkB
MSH2 MSH6 MLH1 PMS2 Nucleo Citoplasma Rela/géo ki67 p53_média
N

Sexo
Feminino 21.48+426.28 22.25%25.35 8.73+19.28 6.66+18.52 10.95+£16.09 75.79+21.77 0.16£0.29 18.31%16.81 4944969
Masculino 31.48+27.53 33.02+31.16 8.16£18.04 4.53+15.86 7.41x11.11 72.36x27.38 0.1220.18 21.43%17.79 14.77+15.90
p-Valor 0,180 0,147 0,904 0,615 0,333 0,641 0,558 0,490 0,231
Idade
Até 60 67.77+42.11 26.87+29.27 31.55+30.97 7.53+16.28 3.95%13.46 8.11£12.91 70.78+26.93 0.13x0.26 1953+16.26
>60 80.45+31.33 30.45%24.36 25.04+26.87 9.70+21.54 7.54+21.26 9.09+12.87 77.53%23.51 0.12%0.15 31 66+19.32
p-Valor 0,160 0,620 0,379 0,638 0,393 0,777 0,329 0,855 0,630
Escolaridade
Ens 27.97+27.46 28.34+29.58 7.87+18.40 5.46+16.99 8.61+12.87 73.57+25.85 0.13+0.22
fundamental 72.27+38.57 20.15+17.00
Ens médio 100.00+0.00 45.71£1.00 52.81+4.55 24.55+0.25 0.00+0.00 1.35¢1.00 64.19+1.00 0.02+x1.00 2694+37.41
p-Valor 0,316 0,524 0,250 0,208 0,653 0,578 0,720 0,620 0,591
Fumo
Nao 27.14+23.95 28.03+24.25 7.46+£19.41 2.61£11.57 8.13%13.06 76.82+24.93 0.09£0.13 24.21+20.48 4.94+9.69
Sim 28.75+28.94 29.52+31.71 8.76+18.05 6.56£18.69 8.66£12.83 71.79£26.15 0.15£0.25 18.47x15.59 14 77+15.90
p-Valor 0,832 0,848 0,789 0,365 0,883 0,486 0,368 0,208 0,231
Alcool
Nao 75.65+36.28 28.83+25.52 29.91+27.87 10.38£20.02 6.31x17.99 8.23+11.53 74.84+25.79 0.11x0.14 52 50+17.97
Sim 66.24+43.32 26.87+32.06 26.87+33.85 3.15%12.02 2.99+13.70 9.19+16.13 69.57+25.72 0.18%0.36 14.05+14.27
p-Valor 0,343 0,800 0,705 0,146 0,453 0,799 0,488 0,278 0,084
pT
pT1-pT2 66.45+42.14 27.43t27.64 30.19+28.76 15.08£24.81 6.70+18.69 9.75%16.33 77.57x17.74 0.14x0.28 77 93+16.61
pT3-pT4 77.15+35.55 28.78+27.48 28.41+30.14 3.93%10.64 4.46x15.66 7.69+10.10 70.75+29.57 0.13x0.18 18.82+17.87
p-Valor 0,241 0,851 0,812 0,013 0,594 0,550 0,324 0,835 0,354
pN
pNO 22.37+24.43 22.08+26.16 9.88+20.30 7.51£19.14 11.47£17.52 78.44+17.35 0.16£0.28 15.98%16.13 4.94+9.69
pN+ 32.51+28.82 34.57+31.01 7.16£16.82 3.61x14.72 6.58£8.29 70.20£29.57 0.11x0.18 26.44%17.55 14.77+15.90
p-Valor 0,151 0,082 0,548 0,342 0,154 0,232 0,478 0,014 0,231
RT
Nao 79.64+39.96 16.25+30.24 20.91+31.89 12.01£23.12 0.00£0.00 4212424 74.77£15.14 0.0620.05 23 44+14.90
Sim 71.88+38.23 30.04+26.71 30.47+29.05 7.73x17.56 6.20+18.00 9.07+13.46 73.23+26.86 0.14%0.23 19.81+17.86
p-Valor 0,538 0,185 0,347 0,499 0,283 0,350 0,883 0,351 0,547
QT
Nao 71.93+39.00 26.98+26.50 27.99+29.25 10.75£20.54 7.79+20.39 9.85+15.30 73.87+26.34 0.1520.25 75 12+18.91
Sim 74.39+37.98 30.02+28.86 30.42+30.11 4.95%14.33  1.88£9.08 6.64+8.21 72.78+25.23 0.10£0.18 14.12+13.05
p-Valor 0,784 0,669 0,738 0,202 0,150 0,346 0,873 0,447 0,009

*p<0,05, teste Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (média+Dp).



