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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CEC) de boca € uma neoplasia maligna de origem
epitelial, com elevadas taxas de incidéncia e mortalidade. A expectativa de vida e o
progndstico dos pacientes é tracado basicamente pelo estadiamento clinico e existem poucos
marcadores relevantes no seu prognostico. As proteinas de reparo do DNA ou MMR sdo uma
familia de proteinas que tém como funcdo corrigir os erros de codificacdo do genoma, dentre
as quais a PMS2 tém a funcédo de sinalizar a corre¢do de um fragmento de DNA transcrito.
Assim, foi objetivo do presente estudo, avaliar a influéncia da imunoexpressdo da proteina
PMS2 no progndstico de pacientes com cancer de boca. O universo da pesquisa constou de 76
pacientes que foram tratados no Hospital Haroldo Juacaba, no periodo de 2011 a 2016. Foram
levantados prontuarios com informacdes clinico-patoldgicas incluindo sexo, idade, TNM,
localizagdo do tumor, tratamento e sobrevida global e realizada a imuno-histoquimica, por
meio da técnica TMA para Ki67 e para a proteina PMS2. Os testes Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis foram utilizados para comparacao do perfil de imunomarcacdo com as caracteristicas
clinico-patoldgicas e prognésticas e os testes qui-quadrado, Long-Rank Mantel-Cox e
Regressdao de Cox foram utilizados para analises de sobrevida (p<0,05, SPSS 20,0). A
imunoexpressdo foi avaliada quantitativamente através do software ImageJ e os dados foram
correlacionados com os fatores progndsticos e a sobrevida dos pacientes. Como resultados,
em relacdo ao marcador inflamatorio Ki67, apenas a gradacao histologica esteve associada a
imunoexpressdo de Ki67, com os casos pobremente diferenciados com marcagédo
significantemente superior aos casos bem ou moderadamente diferenciados. Em relacdo a
proteina PMS2, sua imunoexpressao foi mais presente em outras localizac6es (fora lingua e
assoalho bucal), e em relacdo a sobrevida, a maior imunoexpressdo para PMS2 teve
influéncia, onde em pacientes jovens a imunoexpressao aumentada dessa proteina influenciou
significativamente o progndstico de pacientes abaixo de 60 anos de idade em uma amostra

que corrobora o perfil clinico-patoldgico convencional dos carcinomas de boca.

Palavras-Chaves: Carcinoma de células escamosas, Enzimas reparadoras do DNA, Proteina

2 Homdloga a MutS , Antigeno Nuclear de Célula em Proliferacdo



ABSTRACT

The squamous cell carcinoma (SCC) of the mouth is a malignant neoplasm of epithelial
origin, with high rates of incidence and mortality. The life expectancy and prognosis of the
patients is basically traced by clinical staging and there are few relevant markers in their
prognosis. DNA repair proteins or MMRs are a family of proteins whose function is to correct
genomic coding errors, among which PMS2 have the function of flagging the correction of a
transcribed DNA fragment. Thus, it was the objective of the present study to evaluate the
influence of immunoexpression of the PMS2 protein on the prognosis of patients with oral
cancer. The research universe consisted of 76 patients who were treated at the Hospital
Haroldo Juacaba from 2011 to 2016. Clinical and pathological data including sex, age, TNM,
tumor location, treatment and overall survival were performed. -histochemistry, by means of
the TMA technique for Ki67 and for the PMS2 protein. The Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis tests were used to compare the immunoblot profile with the clinical-pathological and
prognostic characteristics, and the chi-square, Long-Rank Mantel-Cox and Cox Regression
tests were used for survival analysis (p <0.05, SPSS 20.0). Immunoexpression was assessed
quantitatively through ImageJ software and data were correlated with prognostic factors and
patient survival. As a result, in relation to the Ki67 inflammatory marker, only histological
gradation was associated with Ki67 immunoexpression, with poorly differentiated cases with
markedly superior marking to well or moderately differentiated cases. In relation to the PMS2
protein tumor cells in other locations (outside tongue and buccal floor), they showed greater
immunoexpression for PMS2 and survival had influence, where in young patients the
increased immunoexpression of this protein significantly influenced the prognosis of patients
under 60 years of age in a sample that corroborates the conventional clinical-pathological

profile of oral carcinomas.

Keywords: Carcinoma of squamous cells, DNA repair enzymes, 2 Protein Homologous to

MutS, Proliferating Cell Nuclear Antigen
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1. INTRODUCAO

O céncer é a segunda principal causa de morte no mundo e foi responsavel por
aproximadamente 9,6 milhdes de mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis mortes
sdo relacionadas a doenca. Aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorrem em paises
de baixa e média renda, sendo associado a fatores genéticos, comportamentais e alimentares
(LANCET, 2016). Necessario, portanto, o conhecimento do perfil epidemiolégico dos
pacientes para que se possam detectar possiveis variacbes no comportamento da doenca,
direcionar as atividades de promocdo e prevencdo em salde, e promover o diagndstico
precoce, visando um tratamento mais efetivo da populacdo (SOUSA et al., 2016).

O entendimento do comportamento e mecanismo bioldgico e da sua etiologia
permitem avangos importantes no diagndstico e na terapéutica (BEZERRA DE MOURA et
al., 2006). Séo utilizados varios critérios morfologicos para descrever a agressividade de um
tumor, dentre estes, o tipo histologico, o grau do pleomorfismo celular, a resposta
inflamatdria, o numero de mitoses, comprometimento de vasos sanguineos e linfaticos,
estadiamento clinico, tamanho e localizacdo da lesdo, analise de margens, aliados ao uso de
marcadores biologicos, sdo de grande valia no entendimento do cancer (BEZERRA DE
MOURA et al., 2006).

Os marcadores bioldgicos sdo componentes celulares, estruturais e bioquimicos
que sdo Uteis para definir alteracdes celulares e moleculares tanto em células normais quanto
aquelas associadas a transformacdo maligna (CAPELOZZI, 2001).

Os mecanismos envolvidos no reparo do DNA sdo de interesse para as pesquisas
com cancer pelo fato de que mutacdes nos genes de reparo podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento de tumores e pelo desenvolvimento de resisténcia das células malignas a
agentes quimioterapicos (ROBERTSON et al., 2009). Dentre 5 mecanismos ja conhecidos de
reparo do genoma (BALABAN et al.,, 2005), o sistema MMR (DNA mismatchrepair) é
responsavel pela deteccéo e correcdo de erros criados durante a replicacdo do DNA, evitando
assim a incorporacdo de mutagdes nas células em divisdo, corrigindo as bases incorporadas
incorretamente ao genoma devido ao erro de replicacdo, evitando assim a entrada no processo
de carcinogénese (OLIVEIRA, 2006).

O complexo MMR codifica uma série de proteinas de correcdes de mutacbes do
material genético, formado por trés grupos ou subunidades: MutSa (hMSH2+hMSH6),
MutSp (hMSH2+hMSH3) e MutLa (hWMLH1-+hPMS2).Varios estudos, inclusive o de Oliveira

et al, 2006, sustentam a hipdtese que as vias do sistema MMR defeituoso desempenham um
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papel potencialmente funcional no cancer bucal e na instabilidade genética na carcinogénese

oral.
2. CANCER DE BOCA

2.1. Epidemiologia

O cancer oral e de orofaringe, agrupados, é o0 sexto tipo de cancer mais comum no
mundo. Em paises de alto risco, como Sri Lanka, india, Paquistdo e Bangladesh, o cancer
bucal é o cancer mais comum em homens, e pode contribuir com até 25% de todos 0s novos
casos de cancer. Em uma visita a um centro de tratamento de cancer em qualquer um desses
paises de alto risco no sul da Asia, pode-se achar, pelo menos, até um quarto dos pacientes
sofrendo de cancer oral (WARNAKULASURIYA, 2009; PETERSEN, 2008).

No Brasil, o cancer é um problema de satde publica, gerando enormes gastos ao
Sistema Unico de Satde (SUS). Esse tema ganha relevancia pelo perfil epidemioldgico que
essa doenca vem apresentando, e, com isso, conquistando espaco nas agendas politicas e
técnicas de todas as esferas de governo (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). O conhecimento
sobre a situacdo dessa doenca permite estabelecer prioridades e alocar recursos de forma
direcionada para a modificacdo positiva desse cenario na populacdo brasileira, e merece a
atencdo das autoridades de saude, principalmente quanto a implementacdo de programas de
diagnostico precoce e de combate aos seus fatores de risco, pois se trata uma doenca, na
maioria das vezes, relacionada a exposicdo a fatores ambientais evitaveis (CASATI et al.,
2012).

Estudos demonstram que o continuo crescimento populacional, bem como seu
envelhecimento, pode afetar de forma significativa o impacto do cancer no mundo. (SCULY,
2005). No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 apontaram a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, sendo esperados um total de 257.870 novos
casos para 0 sexo masculino e 260.640 para o sexo feminino. Em relacédo ao estado do Ceara,
foram estimados para 2012, 17.390 casos de neoplasias malignas, sendo 430 acometendo a
cavidade oral. Em Fortaleza, capital do estado, 140 casos em cavidade oral sdo estimados por
ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Essas lesbes, muitas vezes, sdo diagnosticadas tardiamente o que leva a um

prognostico pobre. Além disso, o tratamento € mais mutilante, gerando sequelas estéticas e
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funcionais, com grande impacto sobre a qualidade de vida e saude psicoldgica dos pacientes
acometidos por essas lesdes (LAMBERT et al., 2011).

2.2. Caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e prognosticas

O tipo histolégico mais prevalente no céncer de boca e de orofaringe é o
Carcinoma de Células Escamosas (CEC), que representa aproximadamente 95% das
neoplasias malignas desta regido o e cerca de 38% dos tumores malignos da cabeca e pescoco,
sendo o subtipo histologico moderadamente diferenciado o mais frequente (BRASIL, 2018).
O risco de desenvolvimento aumenta com a idade e a maioria dos casos ocorrem em
individuos acima de 50 anos (ZINI et al., 2010).

A etiologia do cancer de boca ainda ndo é bem definida, varios agentes tém sido
implicados no seu desenvolvimento, onde a combinacéo de fatores extrinsecos e intrinsecos
parece ampliar o seu potencial de estimulacdo na divisdo celular, a qual de maneira
desgovernada da origem ao tumor. (BASCONES et al., 2011). S&o fatores etioldgicos que
podem ser associados a essa neoplasia o tabaco, o alcool, a susceptibilidade genética, os
agentes infecciosos, radiacdo, lesbes pré-cancerosas, nutricdo e fatores orais e ocupacionais.
Tem como 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,
assoalho bucal sdo as localizagcbes mais comuns, tendo o céncer de labio um melhor
prognostico (mais de 90% dos pacientes vivendo por 5 anos) em comparagao aos tumores de
outros sitios (WHO, 2005).

O carcinoma de células escamosas evolui a partir de um complexo processo
resultante da exposicdo a agentes carcinogénicos e inclui varias etapas constituidas de
mudancas genéticas, epigenéticas e metabolicas (WONG, 2002). Exposicao cronica a esses
agentes levam a instabilidade genética nas células epiteliais, levando ao desenvolvimento de
lesbes potencialmente malignas e, posteriormente, ao carcinoma invasivo. Muitos estudos tém
revelado o importante papel desempenhado por proto-oncogenes e genes supressores tumorais
durante o curso de evolucdo do cancer oral (JADOTTE, 2012). As desordens potencialmente
malignas (DPM) estdo associadas ao processo de carcinogénese, por conta de suas alteracdes
displasicas. As leucoplasias e eritroplasias, sdo as principais desordens envolvidas no
surgimento de lesdes malignas intraorais e de orofaringe (BOMBECCARI et al., 2011; LODI
et al., 2005).
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Apesar de um prognéstico nitidamente diferente, a diferenga entre o
comportamento bioldgico dos carcinomas oral e orofaringeo ainda ndo é bem definido. A
expressao de proteinas de proliferacdo celular convencionais como o Ki67 e a P53 ndo mostra
diferenca significante entre esses dois tipos de canceres. Proteinas associadas a degradacdo do
microambiente tumoral como colageno tipo IV e alfa actina de musculo liso também néo
mostram comportamento diferente entre os dois tipos de lesdo (RIVERA et al., 2014).
Todavia, perspectivas distintas surgem quando proteinas afetadas pelo HPV sdo estudadas: a
proteina de proliferacdo P16 (LEWIS et al., 2010).

Os genes MMR (DNA mismacth repair) codificam uma série de proteinas de
correcdo de mutacbes do material genético, das quais as mais importantes sdo as MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2. Tem disso demonstrado que a reducdo da imunoexpressao dessas
proteinas de correcdo (MLH1, MSH2 , MSH6 e PMS2) estd associada ao aumento da
frequéncia de perda de heterozigosidade, como exemplo da P16 e acimulo de uma série de
mutacOes genéticas, 0 que ocorre paralelamente a carcinogénese e ao aumento do grau de
desdiferenciacdo microscépica em carcinomas gastricos (ZHANG et al., 2015) e, em
carcinomas de colo retal a metilacdo de MLH1 ocorre paralelamente a metilacdo do codon
CDKN2A do gene P16 (PSOFAKI et al., 2010).

Alteracdes afetando proteinas de controle do ciclo celular e enzimas de correcéo
de falhas no material genético tém sido estudadas e relacionadas com o prognostico de uma
série de tumores apresentando uma importante perspectiva (BRINKMAN; WONG, 2006;
JADOTTE, 2012). No entanto, estudos relacionados ao prognostico e carcinogénese dos

canceres de boca sdo ainda escassos.

2.3. Enzimas de correcdo do material genético: vias DNA Mismacth Repair (MMR)

Os processos que levam ao surgimento do CEC sdo resultados do acumulo de
alteracdes genéticas em células, levando a mutacdes ativas, inibicdo de genes supressores
tumorais ou aumento da oncogénese, que sao alteracdes em proto-oncogenes celulares. Todas
estas sdo envolvidas no crescimento, sobrevivéncia e manutencdo celular, ademais a
manutencdo celular inclui também a suspensdo da proliferacdo das células (MEYRS;
HOFFERT, 2011). Todas essas alteracdes sdo originadas de multiplos eventos moleculares,
advindos de influéncias combinadas, podendo estar relacionadas a pré-disposicao genética e

exposicao a carcindgenos ambientais (MOTTA, 2009).
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Com o intuito de manter o seu correto funcionamento, essas células usam de
artificios para manter a plenitude e fidelidade ao genoma. Esses mecanismos tém por objetivo
minimizar a frequéncia com que as mutag¢fes ocorrem. Um desses € o complexo de correcdo
do material genético chamado de familia MMR (DNA mismacth repair). Tal mecanismo tem
sua maior atuacdo no que diz respeito a correcdo e deteccdo de erros apresentados durante a
replicacdo do DNA, evitando a expressdo de mutacdes nas células (EDELBROCK et al.,
2013).

O complexo MMR codifica uma série de proteinas de correcBes de mutacdes do
material genético. Essas proteinas atuam de maneira conjunta, formando os complexos que
séo chamados "MutL homologues” e "MutS homologous". Esses complexos se interlagam
para formar grupos proteicos, cada um deles desempenhando diferentes funcdes. De maneira
geral, o complexo MMR ¢ formado de trés grupos ou subunidades: MutSa
(hMSH2+hMSHS6), MutSp (hMSH2+hMSH3) e MutLa (hMLH1+hPMS2).

Esse complexo apresenta importante funcdo corretiva de trés tipos de erros:
pareamento desigual de bases simples, bases quimicamente alteradas e algas na hélice. No
primeiro tipo de erro, a DNA polimerase falha em parear um nucleotideo na fita-padréo de
DNA com o seu complemento correto na fita nova que esta sendo sintetizada. No segundo
tipo de erro, a polimerase incorpora bases modificadas quimicamente por mutagenos na fita
nova que esta sendo sintetizada. O terceiro tipo de erro ocorre quando a polimerase se vé face
a uma sequéncia muito repetitiva de DNA, como muitos nucleotideos A (polyA) ou muitos
dinucleotideos (LIN et al., 2007).

O mecanismo de MMR tem inicio quando forma um complexo com o DNA que
possui nucleotideos recém-sintetizados e inseridos erroneamente, formando o complexo
chamado de MutS-DNA. Esse complexo interage com as proteinas MutL, em uma reacédo
dependente de energia (ATP). O MSH2 em conjunto com a MSH6 forma a estrutura que
reconhece pequenos mismatches e pequenos loops de insercdo/delecdo (denominado indel),
essa correcdo de mismatches é dependente de ATP, mas ndo da hidrélise de nucleotideos
(OLIVEIRA et al., 2009) e estdo presentes em todas as fases do ciclo celular.

A interacdo entre esses complexos ativa a endonuclease MutH, que é responsavel
pelo inicio dos mecanismos de reparo de DNA, como por exemplo, a clivagem da cadeia
danificada e consequentemente a substituicdo dos nucleotideos incorretos (LIN et al., 2007).
Dependendo da posicdo em que a cadeia foi quebrada em relacdo a regido de mismatch, as
exonucleases podem agir na direcdo 5’ --> 3°, ou na direcdo oposta. Essas exonucleases

removem nucleotideos do gap (quebra da cadeia) prolongando as regibes posteriores do
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mismatch. O complexo MutSa (MSH2-MSHG6) ativa a EXO1 que hidrolisa na regido 5’ no
mismatch do DNA, a hidrolisacdo dos nucleotideos resultando em sua remogdo em cerca de
2.000 unidades (NIESSEN et al., 2009).

Esse reparo genético é um processo altamente conservador e especifico de excisdo
e ressintese da cadeia de DNA, que tem como fungdo corrigir erros de incorporacdo de
nucleotideos durante a replicacdo, defeitos nos nucleétidos resultantes da recombinacao entre
pais heterozigotos ou danos fisicos ao DNA (JEON et al., 2016). Ativado por homologos de
MutS (MSH) e homologos de MutL (MLH/PMS) formam as “tesouras moleculares”,
extremamente estaveis que podem ser ligadas pelo complexo MLH /PMS para autorizar
excisao especifica da cadeia marcada (JEON et al., 2016).

O complexo MutS é formado por um dimero, as proteinas MSH2 e MSH6. Essas
duas proteinas atuam conjuntamente interagindo entre si com o intuito de reconhecer e reparar
0 segmento de DNA incompativel por meio do processo de reconhecimento de erros de
sequenciamento de bases nitrogenadas. AplOs esse reconhecimento ocorre ativagdo do
complexo MutL. O complexo MutL é formado pelo dimero MLH /PMS (PMS2, PMS1 ou
MLH3 para formar MutLa, MutLp ou MutLy, respectivamente) o qual vai interagir com o
complexo de MutS e recrutar outras enzimas do sistema de reparo incluindo EXO1, PCNA1,
RPA, helicase e DNA polimerase (BUZA et al., 2016).

Apos a identificacdo e acoplagem dos complexos MutS e MutL, é formado um
conglomerado de proteinas que irdo ordenar as funcGes das outras proteinas que fazem o
reparo do DNA durante a replicacdo. A resposta ao dano do DNA dependente da
comunicacdo com outras vias de reparo com consequente ativagdo do Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA). O PCNA, a partir desse momento, ¢ ativado pelo MutL e, por
sua vez, inicia a exérese do material genético marcado, excisando-o juntamente com o préprio
complexo MutS-MutL (EDELBROCK et al., 2013) (Figura 1).

a) Mismatch Repair, MMR e
s kN
hMutSa . hMutLa hE)l DNA ’ ’DNA
PCNA RFC polymerase Ligase

Figura 1: Figura esquematica de mecanismos de identificagcdo e reparo dos erros em material
genético durante checagem através das proteinas MutSa (complexo MSH2-MSH6) e MutLa
(MLH1-PMS2) (JENSEN et al., 2011).
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Desse modo, o complexo MMR atua no reparo do DNA e influéncia de modo
indireto com as condi¢Bes de salde humana. Sendo considerado um supressor de tumor,
existe uma relacdo clara entre a sua inativacdo (mutacdes germinativas) e o desenvolvimento
de cancer atuando como supressor tumoral (SUTER et al., 2004). Esses supressores de tumor
também comumente corrigem genes metilados (e inativado), no decurso da progressao
neoplasica (SUTER et al., 2004), porém, a metilacdo do DNA tende afetar a expressdo dos
supressores de tumor, o gene do MMR, que tem participagdo em processos que incluem
modulacdo do ciclo celular, reparo do DNA, apoptose, angiogénese, dentre outros,
interferindo nos eventos de carcinogénese e prognostico (LIU; YANG, 2015).

A influéncia da alteracdo dessas proteinas na carcinogénese e no prognostico de
diversos tumores tem sido descrita em uma serie de tumores benignos, malignos e em
modelos experimentais (LIU; YANG 2015). Em estudos in vitro a hipoxia, um
importantissimo fator estimulador da proliferagdo celular através de diversas vias, mostrou
induzir o silenciamento de MLH1 com consequente alteracfes microestruturais das histonas
exercendo importante papel na carcinogénese do carcinoma de células renais (YOO et al.,
2014; LIU; YANG, 2015).

O estudo das mutacdes germinativas do gene no PMS2, enfatiza a predisposicao
para o aparecimento de cancer do colo retal, que aparentemente é esporadico em idade jovem.
(PETLOMAKI, 2005) J&, em culturas celulares de tumores de mama a inativacdo de MSH2
mostrou estar associada a diferentes estagios da diferenciacdo maligna (SIGLEY et al., 2017).
Ademais, em modelos experimentais com camundongos a dele¢do do gene MSH2 levou ao
desenvolvimento de carcinomas colorretais (WOJCIECHOICZ et al., 2014) o que se deveu ao
acumulo de falhas genéticas ndo corrigidas que culminaram com o cancer (BERNSTEIN et
al., 2013). O gene PMS2, também tem um papel no processo de apoptose, independente do
MLH1, fato que enfatiza a importancia do PMS2 como um gene de susceptibilidade ao cancer
(ARNOLD et al., 2005; PETLOMAKI, 2005).

O papel dessas proteinas vai além dos estudos in vitro e in vivo e impacta na
carcinogénese observada longitudinalmente e no prognostico de lesbes benignas e malignas
em seres humanos. Em estudos com tumores benignos observou-se que a metilacdo de MLH1
é diretamente associada a perda de sua expressao e a surgimento de adenomas (BEGGS et al.,
2013) e poliposeintestional (PATEL et al., 2017), importantes lesbes pré-malignas para o
carcinoma colorretal. Em pacientes com carcinoma colorretal ja estabelecidos, a mutagdo de
genes da familia MMR (MSH2, MSH6, MLH1) levou a reducdo do tempo livre de doenca
apos inicio do tratamento (SINICROPE et al., 2015; GIARNINERI et al., 2000).
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Com relagdo ao cancer intraoral, alguns trabalhos ja foram desenvolvidos
pesquisando algumas proteinas de forma isolada. HUI, BUZA, ZIAl (2016) descreveu que a
reducdo da imuno-expressdao de MLH1 é observada na transicdo de epitélios orais normais
para leucoplasias e carcinomas de células escamosas. PEREIRA et al., (2013) demonstrou que
a baixa expressdo de MSH2 est& associada a pobre progndstico e WAGNER et al., (2016)
mostrou que o estadiamento clinico é inversamente correlacionado com a expressédo de MSH2
e MSH6. No entanto, o estudo da proteina PMS2 correlacionada ao cancer oral, tem sido
pobremente descrita com escassos estudos sobre sua correlacao.

Defeitos do gene PMS2 responsabilizam-se por significante proporcdo de
canceres colorretais. Em quase 70% dos casos da sindrome de Lynch familiar, uma mutacédo
germinativa em um dos quatro genes de reparo do DNA - MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 -
pode ser identificada, com uma maior predilecdo para o gene PMS2. NIESSEN et al (2009)
observou que, dentre 97 pacientes com Sindrome de Lynch sem mutac¢des nos genes MLH1,
MSH2, ou MSH6, quatro apresentaram mutacdes funcionais no gene PMS2, sugerindo que
este gene possui grande importancia no desenvolvimento da forma hereditaria da doenca.
Porém a expressdo desse marcador para cancer oral tem poucos estudos. Essa lacuna de
conhecimento abre perspectiva para estudo desse marcador (PMS2) como forma de tracar
perfis de prognoésticos nesse tipo de neoplasia maligna e auxiliar na sua compreensdo da

patogénese.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O desenho do perfil prognostico e do planejamento terapéutico de pacientes com
cancer de boca, ainda é guiado basicamente pelo estadiamento. Os carcinomas intraorais
apresentam um progndstico ruim e ndo possuem quaisquer direcionamentos com base em
biomarcadores (HEO et al., 2012).

Tendo em vista a importancia das proteinas do reparo de DNA da familia MMR
(complexo MutS (MSH2-MSH6) e MutL(MLH1-PMS2)) na carcinogénese geral e intraoral, e
a falta de estudos demonstrando a biomarcacéo para a proteina PMS2 no cancer de boca, 0
presente estudo avaliou a influéncia da proteina PMS2 no progndstico de pacientes com
carcinoma de celulas escamosas de boca.

O presente estudo estima com esses achados contribuir no delineamento de
marcadores prognoésticos para 0 CEC de boca e auxiliar na compreensdo da progresséo

tumoral dessas neoplasias malignas (PANG et al., 2016).
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4. HIPOTESES DE TRABALHO

HO = A imunoexpressdo da proteina PMS2 ndo influencia no prognostico de pacientes com
carcinoma de células escamosas de boca.

H1 = A imunoexpressdao da proteina PMS2 influencia no prognostico de pacientes com

carcinoma de células escamosas de boca.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da imunoexpressdo da proteina PMS2 no progndstico de
pacientes com carcinoma de células escamosas de boca, diagnosticados e tratados em uma

instituicdo terciaria de referéncia estadual.

5.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar retrospectivamente o perfil clinico-prognostico de pacientes com carcinoma
de células escamosa de boca, diagnosticados e tratados e em uma instituicdo terciaria de
referéncia estadual;

e Caracterizar o perfil de imuno-marcacdo para a proteina PMS2 em tecido lesional e
perilesional e metastases linfonodais de pecas cirdrgicas de pacientes com carcinoma de
celulas escamosas de boca;

e Avaliar a influéncia da imunoexpressdao para PMS2 no tecido lesional das pecas
cirurgicas desses pacientes em fatores progndsticos, incluindo na sua sobrevida;

e Avaliar a interassociacao entre a imunoexpressdo das proteinas PMS2 e o marcador de

proliferacdo celular Ki67.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Delineamento amostral

Baseado no estudo de WAGNER et al. (2016) que observou que pacientes com
cancer de boca estadio T1/T2 apresentavam maior imunoexpressao para MSH2, uma das
proteinas do complexo MMR, em relacdo aos pacientes T3/T4 (68,48+10,99 versus
61,79£16,89, respectivamente) estima-se necessario avaliar 76 casos de cancer de boca oral, a
fim de obter uma amostra que represente com 80% de poder e 95% de confianca a hipdtese

alternativa deste trabalho.

6.2. Tipo de estudo e casuistica

Trata-se de um estudo quantitativo, observacional de corte transversal, no qual
foram selecionados os dados dos pacientes que se submeteram, no periodo de 1° de janeiro de
2011 a 31 de dezembro de 2016, a cirurgia de resseccao de carcinomas de células escamosas
em regido de boca sem tratamentos neoadjuvantes, no Hospital Haroldo Juacaba/Instituto do
Céancer do Ceara (HHJ/ICC), um Centro de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia
(CACON) no Nordeste Brasileiro.

Foram excluidos pacientes que fizeram quaisquer terapias neoadjuvante, pacientes
com prontuérios incompletos (<30% das informagdes socio demogréaficas e clinico-
prognosticas), que tiveram perda de segmento ou que tiveram material insuficiente no bloco
e/ou lamina das pecas cirurgicas ressecadas.

Dados sécio demogréaficos, como idade, sexo, grau de instrucdo, estado civil,
profissdo, raga/cor, tipo de entrada no hospital (convénio/particular ou SUS) e religido foram
levantados. Dados clinico-patoldgicos, como variante histologica do tumor, localizacdo
primaria, TNM, estadiamento tumoral, tratamento realizado, dados estes que foram fornecidos
através dos prontuarios dos pacientes, foram utilizados. A localizacdo dos tumores primarios
orais foi classificada conforme recomendado pela OMS, pela classificacdo internacional das
doencas CID-0, em labio, gengiva, terco anterior de lingua, palato duro, assoalho de boca e
outras partes ndo identificadas na boca (area retromolar). O TNM do tumor serd definido
conforme proposicdo do Instituto Nacional do Cancer INCA que determina TNM, sendo T
referente ao tamanho do tumor, N a acometimento linfonodal e M relacionado a metéstases a
distancia (TABELA 1) (BRASIL, 2004).



Tabela 1: Estadiamento dos Tumores em Regido de Cabeca e Pescoco

T

N

M

e TX: O tumor primario ndo
pode ser avaliado

e TO: Ndo ha evidéncia de
tumor primario

e Tis: Carcinoma in situ

e T1: Tumor com 2 cm ou
menos em sua maior dimensao
e T2: Tumor com mais de 2
cm e até 4 cm em sua maior
dimenséo

e T3: Tumor com mais de 4
cm em sua maior dimensao

e T4: Tumor com mais de 4
cm em sua maior dimensaoque
invade estruturas adjacentes:
cortical d6ssea, nervo alveolar
inferior, assoalho da boca, ou

pele da face (queixo ou nariz)

e NX: Os linfonodos regionais néo

podem ser avaliados

e NO: Auséncia de metastase em

linfonodos regionais

e NI1: Metastase em um Unico
linfonodo homolateral, com 3 cm ou

menos em sua maior dimensao

e N2: Metastase em um unico
linfonodo homolateral, com mais de
3 cm e até 6 cm em sua maior
dimensdo, ou em linfonodos

homolaterais  mdaltiplos, nenhum
deles com mais de 6 cm em sua
maior dimensdo; ou em linfonodos
bilaterais ou contralaterais, nenhum
deles com mais de 6 cm em sua

maior dimensao

e N3: Metastase em linfonodo com
mais de 6 cm em sua maior

dimenséo.

e MX: A
presenca de
metéstase a
distancia
ndo  pode
ser avaliada
e MO:
Auséncia
de
metastase a
distancia

e MI.
Metastase a

distancia

Fonte: BRASIL, 2004
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Adicionalmente as lesdes foram classificadas conforme os estadios propostos pela
mesma entidade em: estadio I; estadio I1; estadio Il1; e estadio 1V. O estadio 1V englobara os
estadios IVA, IVB e IVC (TABELA 2) (BRASIL, 2004).

Também foi calculada a sobrevida global, obtida através da diferenca entre a data
do inicio do tratamento (dia, més e ano) a data do ébito (dia més e ano) ou final do follow up

utilizado para fins de analise estatistica a quantidade de meses entre essas datas. Da mesma
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forma foi calculada a sobrevida livre de doenca através da diferenca entre a data do inicio do

tratamento (dia, més e ano) a data da recidiva local ou desfecho do follow up (dia, més e ano).

Tabela 2: Estadio dos Tumores em Regido de Cabeca e Pescoco

Estadio T N M

Estadio 0 Tis NO MO

Estadio | Tl NO MO

Estadio Il T2 NO MO

Estadio 111 T1, T2, T3 N1 MO
T3 NO, N1 MO

Estadio IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2

Estadio 1VB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N

Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: BRASIL, 2004.

Apos a selecdo da amostra, foram levantadas as laminas histoldgicas das biopsias
excisionais para revisdo e reclassificacdo da gradacdo tumoral por um patologista experiente
(BRASIL, 2005), sendo classificado em carcinoma de células escamosas bem diferenciado,
moderadamente diferenciado ou pobremente diferenciado e foram excluidas laminas com
qualidade ou material considerados insuficientes. Presenca de invasdo nervosa, linfovascular e

de necrose também foram consideradas para analise.

6.3. Técnica do Tissue Microarray (TMA) e Processamento imuno-histoquimico

Apos a revisdo de todas as ldminas histoldgicas, foram selecionadas laminas que
representaram uma area da bidpsia excisional com microambiente tumoral adequado, que
representaram de maneira satisfatoria todo o tumor; além de epitélio escamoso ndo lesional
para ser considerado grupo controle (LIU et al., 2016). Apds a selecdo das laminas, seus
respectivos blocos (bloco doador) foram levantados para a confeccdo do bloco de TMA
(bloco receptor).

Para técnica de TMA, um dispositivo técnico chamado ‘“tissue microarrayer”

(Quick -Ray UNITMA®) foi utilizado. Com esse dispositivo puncionou-se um fragmento de
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tecido com 2mm de diametro, com maior representatividade do bloco doador e transferiu de
maneira ordenada para o bloco receptor que apresenta um padrdo de matriz precisamente
espacadas.

Assim, cada bloco de TMA foi composto por 35 fragmentos de tecidos,
correspondentes ao fragmento guia (vazio) e aos fragmentos do tumor e ao fragmento de
epitélio escamoso controle e quando houve, acometimento linfonodal como representado na

figura 2.

O Controle Guia

O E .. Area intratumaral
O Epitélio Escamoso ndo lesional (margem de seguranga cirdrgica)

| Paciente com acometimento linfonadal

Pacient® sem acomatimento linfonadal

Bloco TMA

Figura 2: Representacao do bloco receptor de TMA.

O bloco receptor foi, entdo, em uma mesma sessdo, submetido a cortes
sequenciais de 4um de espessura que foram depositados em laminas silanizadas de vidro, para
realizacdo de coloracdo convencional por hematoxilina-eosina e para reagdes de imuno-
histoquimica.

Foram feitos sete cortes, quatro para reacdo de imuno-histoquimica e um para
coloracdo por hematoxilina-eosina e o bloco receptor foi considerado esgotado quando mais
de 20% das amostras ndo estiveram presentes (ANDRANDE et al., 2007).

A reacdo de imuno-histoquimica foi realizada através da técnica da estreptavidina-
biotina-peroxidase. Apds desparafinizacdo e reidratacdo sera realizada recuperacéo antigénica
por meio de solucédo de citrato pH 6,0 a 97°C durante 45 minutos.

Apos resfriamento das ldminas a temperatura ambiente e lavagens com solucgéo
tampdo de fosfato (PBS) foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena com perdxido de

hidrogénio 3% diluido em PBS, novas lavagens na solucdo tampdo e incubacdo overnight
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com o anticorpo PMS2 de acordo com as dilui¢cGes determinada por reacdes em estudo piloto.
(QUADRO 1)

Quadro 1. Anticorpo utilizado para imuno-histoquimica.

Anticorpo Clone Diluigéo
PMS2 (abcam) E51 1:100
Ki67 (abcam) MIB-2 Pronto para uso

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, ap6s
lavagem, incubadas com conjugado de peroxidase avidina-biotina ou sistema Envision® por
30 min. A revelacéo foi realizada por meio de incubagdo com 3,3’-Diamino-benzidina (DAB)
(Abcam®) e a contra-coloracdo com bluingsolution. Apds coloragdo e contra-coloragdo as
laminas foram montadas para avaliacao.

Ainda foram feitos controles positivos da reacdo de imuno-histoquimica por
cortes histoldgicos convencionais, conforme sugerido pelo fabricante e para controle
negativo, laminas de TMA, utilizando a mesma técnica de imuno-histoquimica descrita

anteriormente, porém omitindo a etapa de incubacdo com o anticorpo primario.

6.4. Analise Imuno-histoquimica

Para avaliacdo microscépica foram fotografados 5 campos por corte histologico
em um aumento de 400x através de um microscopio com camera acoplada (Leica DM
2000®) (ZHANG et al., 2015).

Na avaliacdo gquantitativa, as imagens foram exportadas para o software ImagelJ®,
e através do comando cell counter, para determinacdo da porcentagem de células tumorais
marcadas e ndo marcadas definindo seu percentual em areas representativas de tumor e

epitélio escamoso perilesional.
6.5. Delineamento estatistico
Os dados foram transcritos em uma planilha base no Microsoft Excel e exportados

para o software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0 adotando uma

confianga de 95%.
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O percentual de células imunopositivas para PMS2 e Ki67 foi expresso em forma
de média e desvio-padrdo e analisados pelo teste Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney (dados
ndo paramétricos). Os dados categdricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e foram analisados dicotomicamente através do teste do qui-quadrado e para
analise de sobrevida além do serd utilizado o teste de Long-Rank Mantel-Cox (comparacdo
das curvas de sobrevida de Kaplan-Meier). Adicionalmente, modelo de regressdo de Cox foi

utilizado para analise multivariada.

6.6. Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do HHJ/ICC,
observando-se as normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude de acordo com a resolucdo 466/12. Com o numero do parecer 2.191.839
(ANEXO 1)
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7. RESULTADOS

7.1 Dados clinico-patolégicos e sobrevida de 5 anos do cancer de boca

Um total de 76 pacientes foram avaliados nesse estudo, dos quais 66 (86,8%)
permaneceram Vvivos ao longo dos cinco anos de avaliacdo, totalizando uma sobrevida média
de 49,11+25,13 meses. A maior parte dos pacientes era do sexo masculino (n=50, 65,8%),
com até 60 anos de idade (n=43, 56,6%) e com tumores localizados em assoalho bucal (n=35,
46,1%). Esses fatores clinicos ndo mostraram associacdo significante com a sobrevida em 5
anos e com o tempo médio de sobrevida (TABELA 3).

O estadio T mais prevalente foi o T3/4 (n=47, 61,8%), 0 estddio N mais
prevalente foi o NO/1 (n=50, 65,8%) e a metastase a distancia foi ausente na maioria dos
casos (n=74, 97,4%). Os casos T3/4 mostraram menor taxa de sobrevida (n=78,7%) e tempo
médio de sobrevida (44,94+27,47) que os pacientes T1/2 (n=29, 100% e 55,00£10,77)
(p=0,011 e p=0,032, respectivamente). Ndo houve associa¢do significante entre a sobrevida e
a metastase linfonodal ou a distancia (TABELA 3).

A maioria dos casos eram de pacientes com estadio I11/1V (n=60, 78,9%) e com
carcinomas moderadamente diferenciados (n=71, 93,4%). A abordagem terapéutica mais
utilizada foi a cirurgia associada a RT ou a RT e QT (n=32, 43,2%). O estadiamento e a
gradacdo histologica ndo influenciaram significantemente a sobrevida em 5 anos. Porém, os
casos tratados apenas com cirurgia apresentaram maior taxa de sobrevida em 5 anos (n=10,
100%) que os pacientes tratados com combinacdes terapéuticas (Cirurgia + RT: n=30, 93,8%);
Cirurgia + RT + QT: n=24, 75,0%) (p=0,010) (TABELA 3).

N&o houve diferenca estatistica significante das caracteristicas clinico-patolégicos
para sobrevida em 5 anos dos pacientes estudados. Apenas o estadiamento mostrou

associacgdo significativa com a prevaléncia de dbitos e a taxa de sobrevida.

Tabela 3: Perfil clinico-epidemioldgico dos 76 pacientes com cancer de boca diagnosticados
e tratados no Hospital Haroldo Juacaba (Instituto do Céancer do Ceard) selecionados para

avaliacdo de sua influéncia na imunoexpressao de PMS2 e Ki67.

Sobrevida 5 Tempo de
Amostra anos) sobrevida
N % n % p-valor? (meses) p-valor®

Status de Sobrevida 76 100,0%0 66 86,8% - 49,11+25,13 -




Sexo
Masculino
Feminino
Idade
Até 60 anos
Mais de 60 anos
Localizacao
Assoalho buccal
Lingua
Outros
T
T1/2
T3/4
N
NO/1
N2/3
M
MO
M1
Estéagio clinico
Estadio 1 e 2
Estadio 3e 4
Gradacéo histoldgica
MD
PD
Tratamento
Cirurgia
Cirurgia + RT
Cirurgia+ RT + QT

27

50
26

43
33

35

26

15

29
47

50
26

74

16

60

71

10

32
32

65,8
34,2

56,6
43,4

46,1
34,2
19,7

38,2
61,8

65,8
34,2

97,4
2,6

21,1
78,9

93,4
6,6

13,5
43,2
43,2

41
25

36
30

28

25

13

29
37

46
20

65

16

50

62

10

30
24

82,0%
96,2%

83,7%
90,9%

80,0%
96,2%
86,7%

100,0%
78,7%

92,0%
76,9%

87,8%
50,0%

100,0%
83,3%

87,3%
80,0%

100,0%
93,8%
75,0%

0,150

0,499

0,182

0,011

0,065

0,247

0,080

0,516

0,037

39,45+21,37
55,89+19,76

42,28+25,33
52,28+23,53

35,36+18,54
49,00+23,60
52,35+18,80

55,00+10,77
44,94+27 47

52,49+25,39
37,60+21,11

49,60+27,00
23,50+14,50

52,49+14,37
46,92+27,85

49,67+26,27
23,00+10,00

56,10+6,64
55,38+17,66
36,48+23,37

0,140

0,356

0,291

0,032

0,151

0,297

0,125

0,641

0,074

Teste qui-quadrado ou exato de Fisher; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual; "Teste

Long-Rank Mantel-Cox; Dados expressos em forma de média e desvio-padrdo. BD = bem diferenciado; MD=

moderadamente diferenciado; PD = pobremente diferenciado.



28

7.2. Perfil imuno-histoquimico para marcadores de proliferacéo celular em diferentes
tecidos

Figura 3: Perfil histologico e de imunoexpressdo para PMS2 e Ki67 em tumor primario,
perilesdo e metéastase linfonodal de CEC de boca dos pacientes tratados no Hospital Haroldo
Juacaba (Instituto do Cancer do Ceara).

PERILESAO

TUMOR PRIMARIO

METASTASE LINFONODAL




29

Com relacdo ao perfil de imunoexpresséo dos marcadores de proliferacdo celular
PMS2 e Ki67, observou-se que 26,1+18,1% das células apresentava marcacdo PMS2 na
perilesdo, mostrando-se essa marcacao significativamente aumentada tanto nas amostras de
tumor, com 59,6+28,6% de células marcadas e nas amostras de linfonodo, com 48,6+27,3%
(p<0,001), sem diferenca estatistica entre tumor e linfonodo (TABELA 4).

O marcador de proliferacdo Ki67 apresentou aproximadamente 1,8+7,7% da
marcacdo das células na perilesdo; na amostra de tumor evidenciou aproximadamente
35,1+17,5%; e na amostra lifonodal, aproximadamente 32+15,2% (p<0,001), sem diferenca
estatistica entre tumor e linfonodo (TABELA 4).

Tabela 4: Perfil de imunoexpressdo de marcadores de proliferacdo celular em tumor
primario, perilesdo e metastase linfonodal de CEC de boca dos pacientes tratados no Hospital
Haroldo Juacaba (Instituto do Cancer do Ceara).

Perilesédo Tumor Linfonodo p-Valor
Ceélulas com marcacao
nuclear (%)
PMS2 26,1+18,1  59,6+28,6*  48,6+27,3* <0,001
Ki67 1,8+7,7 35,1+17,5*  32,0+15,2* <0,001

*p<0.05 versus Perilesdo; Tp<0.05 versus Tumor; Teste de Kruskal-Wallis/Dunn (média + DP).

Como evidenciado na Tabela 1, dentre os 76 pacientes estudados (100% da

amostra), 66 (86,8 % da amostra) permaneceram Vivos nos cinco anos de estudo.

Figura 4: Sobrevida global de pacientes com CEC de boca tratados no Hospital Haroldo

Juacaba (Instituto do Cancer do Ceara).
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Curva de Kaplan-Meier. **Os pontos de corte para imunoexpressao para P53 e Ki67 foram, respectivamente,
80% e 35% de marcacdo nuclear (mediana da imunoexpresso).

Além disso, o tempo médio de sobrevida global da amostra referida foi de 49+3
meses, sendo 29+6 meses para 0s pacientes com baixa expressdo para Ki67 e 50+4 meses
para 0s pacientes com alta expressao para Ki67 (p=0,254) e 49+4 meses para 0s pacientes

com baixa expressdo de PMS2 e 44+7 meses para 0s pacientes com alta expressédo de PMS2
(p=0,223) (Figura 5).

Figura 5: Sobrevida global por imunoexpressdo de marcadores de proliferacdo celular em

tumor priméario pacientes com CEC de boca tratados no Hospital Haroldo Juacaba (Instituto

A .

do Céncer do Ceara).
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*p<0,05, teste de Long-Rank Mantel-Cox. **QOs pontos de corte para imunoexpressao para PMS2 e Ki67 foram,
respectivamente, 60% e 20% de marcagao nuclear.
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7.3. Influéncia das caracteristicas clinico-patolégicas na imunoexpressao de marcadores

de proliferacdo celular no CEC de boca

Com relagdo a influncia da imunoexpressdo nuclear para Ki67 e as
caracteristicas  clinico-patologicas, observou-se que ndo ha diferenca estatistica,
respectivamente, em relacdo ao sexo (p=0,867), a idade (p=0,223), a localizacdo (p=0,660),
ao estadiamento T (p=0,946), N (p=0,661), M (p=0,593), ao estagio do tumor (p=0,649), ao
tratamento (p=0,580) e a sobrevida (p=0,874). Apenas a gradacdo histoldgica esteve
associada a imunoexpressao de Ki67, com os casos pobremente diferenciados com marcacdo
significantemente superior aos casos bem ou moderadamente diferenciados (Tabela 5)

Com relagéo a influéncia da imunoexpressdo nuclear de PMS2 nas caracteristicas
clinico-patoldgicas, ndo houve associacdo com sexo (p=0,967), idade (p=0,275), estadiamento
T (p=0,349), M (p=0,188), estadio clinico (p=0,231), tipo de tratamento (p=0,629) e status de
sobrevida (p=0,732). Os tumores localizados em outras localizagbes mostraram maior
imunoexpressdo para PMS2 que os tumores localizados em assoalho bucal e lingua
(p=0,006). Os casos com duas trés metastases linfonodais mostraram menor imunoexpressao
que os casos de CEC oral de pacientes com um ou nenhum linfonodo acometido (p=0,026).
Com relacéo a gradacéo histoldgica as amostras com diferenciagdo pobremente diferenciadas
mostraram maior percentual de células marcadas que os casos bem ou moderadamente
diferenciados (p=0,013).

Tabela 5: Influéncia do perfil clinico-epidemioldgico dos 76 pacientes com cancer de boca
diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo Juacaba (Instituto do Céancer do Ceard)

selecionados na imunoexpressao de PMS2 e Ki67.

Marcador de proliferacéo tecidual (tumor)
PMS2 (%) p-Valor Ki67 (%) p-Valor

Sexo
Masculino 59,5+28,8  0,967° 35,5+18,0 0,8672
Feminino 60,1+28,9 34,3+16,9

Idade
Até 60 anos 56,8+27,7  0,275% 37,0+17,7 0,2232

Mais de 60 anos 64,3+30,0 31,7+¢17,1




32

Localizacao

Assoalho bucal 53,1+29,7 0,006 33,2+17,1 0,660°

Lingua 54,7£22,7 38,6£17,5
Outros 80,9+27,1* 33,9+19,2
T
T1/2 56,3+23,1  0,349? 35,0+18,2 0,946%
T3/4 61,9+31,9 35,1+17,3
N
NO/1 66,4+28,0*  0,0262 34,1+17,1 0,6612
N2/3 48,9+26,7 36,7+18,5
M
MO 58,8+28,5  0,188? 35,4+17,7 0,593%
M1 88,0+16,0 26,3+8,4
Estadio
Estaddio 1 e 2 67,7+24,3  0,2317 37,0+18,0 0,649%
Estadio 3 e 4 57,4+29,1 34,5+17,5
Gradacéo histoldgica
BD/MD 58,8+29,9 0,013 34,0+17,2 0,0482
PD 73,4+6,9* 59,0+10,2*
Tratamento
Cirurgia 67,5+25,8  0,629° 31,8+18,9 0,580°
Cirurgia + RT 60,2+30,5 38,0+15,6
Cirurgia + RT + QT 56,8+28,8 33,6+19,3
Sobrevida
Vivo 59,4+29,0  0,732% 34,7+17,1 0,8742
Morto 61,5+27,4 37,1+21,6

*p<0,05, “Teste Mann-Whitney; "TesteKruskal-Wallis; Dados expressos em forma de média e desvio-padrao.

MD = Moderadamente diferenciado; PD = Pobremente diferenciado.

Nos pacientes acima de 60 anos a imunoexpressdo para Ki67 ou PMS2 nao

influenciaram significante a sobrevida global. No entanto, nos pacientes com idade até 60

anos houve associacdo significante entre baixa sobrevida e alto percentual de células
imunopositivas para Ki67 (p=0,001) e PMS2 (p=0,041).
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Tabela 6: Influéncia da imunoexpressdo para PMS2 e Ki67 na frequéncia de Obitos em

pacientes abaixo e acima de 60 anos de idade diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo

Juacaba (Instituto do Cancer do Ceara)

Sobrevida 5 Tempo de
anos) sobrevida
n % p-valor? (meses)  p-valor®
Pacientes até 60 anos
Ki67
Até 20% 3 60,0% 0,163 10,0+1,0 0,001
>20% 24 88,7% 47,3+£3,5
Pacientes > 60 anos
Ki67
Até 20% 8 88,9% 1,000 36,245,0 0,665
>20% 8 80,0% 45,148,7
Pacientes até 60 anos
PMS2
Até 60% 22 95,6% 0,029 50,4+3,3 0,041
>60% 11 64,7% 32,145,6
Pacientes > 60 anos
PMS2
Até 60% 9 90,0% 1,000 26,0+5,0 0,155
>60% 14 93,3% 55,0+4,3

aTeste qui-quadrado ou exato de Fisher; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual; "Teste

Long-Rank Mantel-Cox; Dados expressos em forma de média e desvio-padrdo. BD = bem diferenciado; MD=

moderadamente diferenciado; PD = pobremente diferenciado.

Figura 5: Sobrevida global em pacientes com CEC de boca tratados no Hospital Haroldo

Juacaba (Instituto do Céncer do Ceard) com idade inferior a 60 anos por perfil de

imunoexpressao para ki67 e PMS2.
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8. DISCUSSAO

O conhecimento acerca dos principais mecanismos moleculares do sistema de
reparo MMR esta em processo de crescimento ao longo dos anos, embora a complexidade de
suas vias de sinalizacdo, ainda, permaneca pouco conhecida. O entendimento desses
mecanismos, faz-se crucial para maior suporte no desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos para doengas relacionadas a essa via de reparo (OLIVEIRA, 2006; LOPES,
2013).

E importante ressaltar que uma mudanca significativa no tempo e qualidade da
sobrevida dos pacientes portadores de cancer de boca s6 ocorrerd com o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas e que estdo relacionadas com a padronizacdo de procedimentos
técnicos através da utilizacdo dos marcadores tumorais (BARROS et al., 2005). Os estudos
acerca dos fendmenos moleculares que acompanham a carcinogénese e 0s eventos que
caracterizam o comportamento de malignidade de uma neoplasia tém colaborado para os
avancgos no diagnostico e progndstico das lesdes (ALVARENGA et al., 2008; BEZERRA DE
MOURA et al., 2006).

Nesse estudo foram avaliadas, a imunomarcacdo da proteina do sistema MMR, a
PMS2 e o marcador de proliferacdo celular o Ki67, onde foram correlacionados sua
imunoexpressao com fatores clinico patologicos significativos e entre si.

Com relacdo aos dados clinico-patologicos desta pesquisa, a maior parte dos
pacientes era do sexo masculino, com até 60 anos de idade, corroborando com os dados de
inimeros estudos nacionais, como o de ANDRADE et al. (2015) e o de CASATTI et al.
(2012) onde houve o predominio de pacientes do sexo masculino, acima de 50 anos de idade,
de cor de pele parda/preta, com baixo nivel de escolaridade. Outros estudos como FREIRE et
al. (2017) demonstraram que a incidéncia do cancer de boca é significativamente maior entre
os homens, corroborando os achados do presente trabalho. Em relacdo a localizacéo
anatdmica mais prevalente nesta pesquisa, 0 assoalho bucal foi a mais significativa,
semelhante ao observado por TEIXEIRA et al. (2009). Assim, nossa amostra mostra-se
similar ao clinicamente observado na maioria dos trabalhos sobre cancer de boca.

Sédo utilizados varios critérios morfologicos para descrever a agressividade de um
tumor, dentre estes, o tipo histoldgico, o grau do pleomorfismo celular, a resposta
inflamatdria, o numero de mitoses e 0 comprometimento de vasos sanguineos e linfaticos
(BEZERRA DE MOURA et al., 2006). O estadio T mais prevalente foi o T3/4, o estadio N

mais prevalente foi 0 NO/1 e a metéstase a distancia foi ausente na maioria dos casos. Os
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casos T3/4 mostraram menor taxa de sobrevida e menor tempo médio de sobrevida que 0s
pacientes T1/2. Esses resultados validam estudos como o de HESSEL et al. (2010) no qual a
sobrevida global em 5 anos para o carcinoma de células escamosas de boca foi de 68,6%, com
melhor progndstico nos estagios T1/2 e NO/1.

A abordagem terapéutica mais utilizada foi a cirurgia associada a RT ou a RT e
QT. Porém, os casos tratados apenas com cirurgia apresentaram maior taxa de sobrevida em 5
anos. Esse resultado se deve a relacdo entre os estadiamentos e ao tratamento das lesdes
iniciais em estagio | que tém como tratamento eletivo as cirurgias que proporcionam
resultados satisfatérios e localizados (JOGAIB, 2006; BRENER, 2007). AMAR et al. (2003)
mostrou que embora o tratamento combinado seja preconizado para a doenca em estagio
avancado, os resultados estdo aquém do que seria esperado pela somatoria de seus resultados
individuais, com alguns pacientes ndo tendo beneficios com abordagens terapéuticas
associadas dado o avanco da doenga.

Com relacdo a influéncia da imunoexpressdo nuclear para Ki67 e as
caracteristicas clinico-patolégicas, observou-se que apenas a gradacdo histologica esteve
associada a imunoexpressao de Ki67, com os casos pobremente diferenciados com marcacéo
significantemente superior aos casos bem ou moderadamente diferenciados. Esses achados
corroboram os estudos de JING et al. (2018), no qual a imunoexpressdo da Ki67 em células
tumorais, fibroblastos e em frentes invasivas demostrou a correlagdo existente entre padrdes
distintos de gradacdes histoldgicas em diferentes compartimentos e tipos celulares, trazendo a
imunoexpressao positiva aumentada da Ki67 como um indicador prognostico potencial para o
carcinoma de células escamosas orais. MOTTA et al. (2009) e TAGHAVI & YAZDI (2015),
por sua vez, trazem fortes evidéncias que a presenca parametros histoldgicos e a presenca de
marcadores moleculares, dentre eles 0 marcador Ki67 configuram uma situacdo de maior
risco e pior prognostico ao esse tipo de carcinoma escamoso.

Com relagdo a influéncia da imunoexpressao nuclear de PMS2 nas caracteristicas
clinico-patoldgicas, ndo houve associacdo com sexo, idade, estadiamento clinico, tipo de
tratamento e status de sobrevida, estando de acordo com o estudo de KELEMEN et al. (2017),
onde ndo houve correlacdo estatistica entre deficiéncia da proteina PMS2 e sobrevida em
pacientes com cancer de endométrio. Os tumores localizados em outras localizacdes
mostraram maior imunoexpressao para PMS2 que os tumores localizados em assoalho bucal e
lingua. Estudo recentes de CARTA et al. (2018), identificam os efeitos do tabagismo crdnico
na mucosa oral levaram & metilacdo de inimeros genes, inclusive do PMS2, trazendo

evidéncias de que o tabagismo causa metilacdo e reduz a expressao de genes de reparo.
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Interessantemente, nos pacientes com idade inferior a 60 anos, a alta
imunoexpressao para PMS2 foi associado a um pior progndstico. As mutagdes germinativas
do gene no PMS2, enfatizam a predisposicao para o aparecimento de cancer do colo retal em
pacientes com idade inferior a 50 anos (PETLOMAKI, 2005). O gene PMS2, tambeém tem um
papel no processo de apoptose 0 que enfatiza sua importdncia como um gene de
susceptibilidade ao cancer (ARNOLD et al., 2005; PETLOMAKI, 2005) e em quase 70% dos
casos da sindrome de Lynch familiar, uma mutacdo germinativa em um dos quatro genes de
reparo do DNA, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, pode ser identificada, com uma maior
predilecdo para o gene PMS2 (NIESSEN et al., 2009).

O aumento de sua expressédo nos tumores pobremente diferenciados sugere super
ativacdo dessa proteina frente a tumores mais agressivos. O que ndo pode ser identificado
histologicamente pdde ser sugerido imuno-histoquimicamente. Apesar de a reducdo da
imunoexpressdo de MLH1 ser observada na transicdo de epitélios orais normais para
leucoplasias e carcinomas de células escamosas (HUI, BUZA & ZIAI, 2016), a baixa
expressdo de MSH2 ser associada a pobre progndéstico de tumores de boca (PEREIRA et al.,
2013) e que o estadiamento clinico é inversamente correlacionado com a expressdo de MSH6
no carcinoma de células escamosas oral (WAGNER et al., 2016) € provavel que o estado de
inativacdo dessas proteinas ou a possibilidade de mutacdo dos genes responsaveis por sua
transcricdo possam influenciar no prognostico desses tumores.

Diversos canceres em idade jovem estdo associados a mutacGes, mesmo que
esporadicas, sendo as proteinas do complexo MMR importantes nesse processo. Parece que 0
cancer de boca, apesar de seus fatores etiologicos serem de origem exdgena, sofre influéncia
dessa via. No entanto, novos estudos se fazem necessarios a fim de avaliar a susceptibilidade
dos tumores de cabeca e pescoco em pacientes com predisposicdo genética ou alteracbes

significativas na via MMR.
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9. CONCLUSAO

Com base nos resultados desta pesquisa, pode-se ressaltar que o perfil de
imunoexpressdo para PMS2 foi diretamente relacionado com tumores pobremente
diferenciados, mostrou maior expressdo em sitios anatémicos incomuns e influenciou
significativamente o progndstico de pacientes abaixo de 60 anos de idade em uma amostra

que corrobora o perfil clinico-patolégico convencional dos carcinomas de boca.
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