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Resumo

A enzima &cido graxo sintetase (FAS) tem um papel central na biossintese de
acidos graxos a partir dos precursores acetil-CoA e malonil-CoA. Em condicbes
fisioldgicas, FAS participa de processos bioldgicos como o0 armazenamento de
energia, a producdo de &cidos graxos durante a lactacdo e a sintese de
membranas celulares. Varios trabalhos recentes tém demonstrado que a
expressao de FAS é elevada em neoplasias malignas como as de préstata, mama,
ovario, bexiga, endométrio, tiredide, esbéfago, estbmago, pulmio, melanoma e
sarcomas de partes moles. Apenas um estudo imunohistoquimico realizado em
carcinomas espinocelulares (CEC) bucais descreve a producao de FAS neste tipo
de neoplasia, sugerindo que a producado desta enzima possa ser indicadora das
etapas iniciais de transformacdo maligna. ErbB2, um receptor da familia ErbB, é
capaz de aumentar a expressdo de FAS em uma linhagem celular derivada da
glandula mamadria, a qual se torna entao sensivel ao tratamento com bloqueadores
da atividade de FAS, entrando em apoptose. Como ainda nao existem na literatura
marcadores moleculares com aplicabilidade clinica para se estimar agressividade
e determinar prognéstico dos CECs de cabeca e pescoco, este trabalho teve como
objetivo avaliar, através de reagdes imunohistoquimicas, a expressao de FAS,
ErbB2 e de Ki-67 em amostras desta neoplasia. Positividade citoplasmatica para
FAS foi intensa nas lesdes histologicamente bem diferenciadas, enquanto que
ErbB2 exibiu dois padrdes bastante distintos de marcagdo, um localizado na
membrana plasmatica e o outro intra-citoplasmatico. Uma alta porcentagem
(81,25%) das células fortemente positiva para FAS foi também intensamente
marcada para ErbB2, com correlagdo positiva estatisticamente significante (p =
0,01). A positividade para ErbB2 foi correlacionada com o grau histolégico dos
tumores, sendo as areas bem diferenciadas mais fortemente marcadas na
membrana plasmatica. Entretanto, nas areas menos diferenciadas, com maior

pleomorfismo celular, a expressao citoplasmatica de ErbB2 foi mais evidente.



Todos os casos da amostra estudada mostraram positividade nuclear para o
antigeno de proliferagdo Ki-67, sendo as lesées com maior indice de marcagéao
associadas a uma sobrevida global mais curta (p=0,03). Estes resultados mostram
que a maioria dos CECs bucais analisados expressa concomitantemente FAS e
ErbB2, sugerindo a participagdo desta ultima molécula na regulacao da expressao
génica de FAS, a qual pode ter um papel biolégico na patogénese destas lesdes.
Além do mais Ki-67 se mostrou um marcador molecular para o prognéstico destas

lesoes.



Abstract

Fatty acid synthase (FAS) is a key metabolic enzyme responsible for the
biosynthesis of saturated fatty acids using acetyl-CoA and malonyl CoA as
substrates. FAS has specialized physiologic functions that include the storage of
lipids in adipose tissue, production of milk lipids in the lactating breast tissue and
synthesis of cell membranes. Overexpression of FAS has been reported in several
human malignancies, such as prostate, breast, ovarian, bladder, endometrium,
thyroid, esophagus, stomach, lung, melanoma and soft tissue sarcomas. There is
only one immunohistochemical study with oral squamous cell carcinoma (SCC)
samples suggesting that the expression of FAS is increased at the early stages of
malignant transformation. ErbB2, a transmembrane tyrosine kinase member of the
ErbB receptor family, is able to increase the expression of FAS in a breast
epithelial cell line, which becomes susceptible to apoptosis by FAS inhibition.
Herein we analyzed by immunohistochemistry the expression of FAS, ErbB2, and
the proliferation marker Ki-67 in 62 head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) samples. FAS positivity was cytoplasmic and the strongest reactions
were found in well differentiated tumors. Two distinct patterns of ErbB2 positivity
were identified, a sharply demarcated membrane staining, found in the adjacent
normal epithelium and well differentiated areas of the tumors, and a cytoplasmic
reaction observed mainly in undifferentiated cells. Most of the lesions (81,25%) that
showed a high expression of FAS were also positive for ErbB2 (p=0.01). The
immunolabeling for ErbB2 at the cell membrane was also stronger in histologically
well differentiated lesions while cytoplasmic positivity was found in undifferentiated
tumors. All the cases of the studied sample showed nuclear expression of Ki- 67,
which was significantly associated with a poor prognosis (p=0.03). Taken together,
the results presented here show that FAS and ErbB2 are co-expressed in HNSCC
and suggest that ErbB2 regulates FAS expression in these tumors. Moreover, our

data point out Ki-67 as a useful prognostic marker for HNSCC.
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1. Introducao

Cresce rapidamente a quantidade de informagdes sobre a biologia do
cancer, um conjunto de doencas distintas com causas, cursos clinicos e formas de
tratamento diferentes. Atualmente, os paises desenvolvidos ja tém maior controle
sobre as doencgas de origem infecciosa, o que faz do cancer um problema comum
e centro de grande atencao cientifica.

Os carcinomas sado neoplasias malignas de origem epitelial caracterizadas
por crescimento descontrolado e disseminacdo de suas células, que invadem
tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo. Sua origem
€ complexa, sendo causados por alteragdes genéticas geralmente associadas a
fatores ambientais (Line et al., 1995; Coletta et al., 2002). Das neoplasias
malignas que ocorrem na boca, o carcinoma espinocelular (CEC), também
denominado de carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide, é
uma enfermidade de causa multifatorial (Llewwellyn et al, 2001). Ndo ha um
carcindgeno isolado, mas fatores intrinsecos e extrinsecos que, em conjunto,
causam a transformacdo maligna do epitélio escamoso queratinizado ou nao
queratinizado que reveste a cavidade bucal (Neville et al., 1998).

No Brasil, o cancer representa a segunda causa de morte por doenga e o
CEC em boca esta entre os seis tipos de cancer que mais acometem os homens,
sendo o oitavo mais comum nas mulheres (Moore et al., 1999; Ministério da
Saude, 2003). Os individuos portadores dessa entidade sdo geralmente homens
acima de 40 anos de idade e o local mais acometido é a borda lateral de lingua,
seguida pelo labio inferior (Zakrzewska, 1999; Coletta et al., 2002; Kowalski et al.,
2003).

O conhecimento detalhado da patogénese desta doenca e a identificagao
de marcadores biolégicos clinicamente eficientes podem fornecer informacdes
Uteis na determinagéo do prognéstico e individualizagdo dos tratamentos. A FAS é
uma enzima envolvida na sintese de acidos graxos saturados de cadeias longas

usando acetil-CoA e malonil-CoA como substratos (Kuhajda, 2000; Baron et al.,



2003). Em condicdes fisioldgicas FAS participa do armazenamento de energia, da
producdo de acidos graxos durante a lactacdo e da sintese de membranas
celulares (Kuhajda, 2000; Swinnen et al., 2003). A expressao de FAS tem sido
recentemente descrita como elevada em neoplasias malignas, como as de colon
(Rashid et al., 1997; Visca et al., 1999), prostata (Shurbaji et al., 1992; Epstein et
al., 1995; Swinnen et al., 1997; Kuhajda, 2000; Dhanasekaran et al., 2001; Welsh
et al., 2001; Myers et al., 2001; Swinnen et al., 2002; Rossi et al., 2003), mama
(Chalbos et al., 1990; Pizer et al., 1996a; Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 2000;
Oskouian et al., 2000; Wang et al., 2001), ovério (Pizer et al., 1996b; Alo et al.,
2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), pulmao (Piythilake et al., 2000), bexiga
(Visca et al., 2003), es6fago (Nemoto et al., 2001), estbmago (Kusakabe et al.,
2002), tiredide (Vlad et al., 1999), mesoteliomas (Gabrielson et al., 2001),
melanomas (Innocenzi et al., 2003) e sarcomas (Takahiro et al., 2003). Apenas um
estudo imunohistoquimico realizado em CECs bucais sugere que o aumento da
producao desta enzima pode ser indicador das etapas iniciais de transformacao
maligna (Krontiras et al, 1999). Assim, a expressao diferencial de FAS entre
tecidos normais e tumorais a torna um alvo terapéutico em potencial (Kuhajda,
2000; Kuhajda et al., 2000; Gabrielson et al., 2001).

ErbB2 é um receptor transmembréanico membro da familia ErbB com
atividade de tirosina-quinase, envolvido na regulagdo do crescimento e
diferenciagdo celular (O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003). Alguns
autores encontraram uma expressdao anormalmente alta deste receptor na
superficie das células de diversos tumores, particularmente os de mama, nos
quais ErbB2 tem sido usado como marcador prognéstico e como alvo molecular
para o tratamento (Slamon, 1987; Albanell, 1996; Yarden, 2001). ErbB2 foi
recentemente descrito como sendo capaz de estimular a expressdo da enzima
FAS em células epiteliais da glandula mamaria em cultura (Kumar-Sinha et al.,
2003). Considerando-se a expressdao de ErbB2 em CECs bucais parece estar
aumentada (Hou et al., 1992; Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1997; Xia et al.,
1999; Bei et al., 2001; Khan et al., 2002), este pode também estar envolvido na



ativacao das vias intracelulares que controlam a expressao do gene que codifica
FAS nos CECs bucais.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar, através de reacdes
imunohistoquimicas, a expressao de FAS, ErbB2 e do marcador de proliferagao
celular Ki-67 em CECs de cabeca e pescoco de pacientes tratados no
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoc¢o e Otorrinolaringologia do Hospital
do Céancer A.C. Camargo. Correlagao entre a positividade para estas proteinas e
os dados clinicos e histopatolégicos de cada paciente sdo estudadas através dos

testes qui-quadrado, teste exato de Fisher e método de Kaplan-Meier.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Epidemiologia

A “American Cancer Society” estimou, em 1993, que um a cada trés
americanos vivos desenvolveria uma malignidade em algum ponto do seu
organismo (Neville et al., 1998). A incidéncia de cancer € muito variavel ao redor
do mundo, acometendo tanto os paises desenvolvidos como aqueles em
desenvolvimento (Moore et al., 1999; Winsch-Filho, 2002). Estima-se que o CEC
bucal seja o sexto tipo mais comum de cancer no mundo e o mais comum na india
(Boyle et al., 1990; Zakrzewska, 1999; Moore et al., 1999; Llewellyn et al., 2001).

O Ministério da Saude estima para 2003, em todo o Brasil, 402.190 novos
casos e 126.960 Obitos por cancer. Para o sexo masculino, sdo esperados
186.155 casos novos e 68.350 6bitos, enquanto que, para o sexo feminino, sao
estimados 216.035 casos novos e 58.610 dbitos (Tabela 1). O principal tipo de
cancer na populacao brasileira sera o de pele ndo melanoma, seguido pelas
neoplasias da mama, prostata, pulmdo e estémago. Nos homens, o céncer de
pele ndo melanoma também sera o mais freqiente seguido pelos de préstata,
pulmao, estdbmago e cdlon e reto. Nas mulheres, destacar-se-d40 os canceres de
pele ndo melanoma, mama, colo do utero, célon e reto e estdbmago (Ministério da
Saude, 2003).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o CEC representa
cerca de 95% de todos os tumores malignos da boca (Ministério da Saude, 2003).
No Brasil, a incidéncia de CECs da cavidade bucal em homens da cidade de Sao
Paulo esta entre as mais altas do mundo (8/100.000) (Kowalski et al., 2003). O
CEC de boca é um dos seis tipos de neoplasias malignas que mais acometem
homens e o oitavo mais comum nas mulheres (Tabela 1). Os individuos
portadores dessa entidade sdo com maior freqiéncia homens acima de 40 anos
de idade (Zakrzewska, 1999; Coletta et al., 2002; Kowalski et al., 2003) e a regiao

11



anatémica mais afetada € o labio inferior, seguido pela borda lateral de lingua e
assoalho bucal (Coletta et al., 2002; Kowalski et al., 2003).

A incidéncia do CEC em orofaringe € maior em homens do que em
mulheres (4:1), ocorrendo principalmente na quinta ou sexta décadas de vida
(Kowalski et al., 2003). No municipio de Sao Paulo ha uma das maiores
incidéncias mundiais de CEC de laringe, sendo de 14,9/100.000 em homens e
5,1/100.000 em mulheres, numa proporgao de 10:1 (Mirra et al., 2001). No Brasil,
a maioria dos tumores sao transgléticos no momento do diagndstico, seguindo-se
em ordem decrescente os gloticos, supragloticos e subgléticos (Kowalski et al.,
2003).

Um fato que piora o prognostico do cancer é o diagndstico tardio. De
acordo com o Ministério da Saude, menos de 1% dos casos de CEC bucal sdo
detectados precocemente, ainda como carcinoma in situ, quando € possivel obter
a cura sem maiores prejuizos estéticos e funcionais ao paciente. A maioria dos
casos, cerca de 60%, é diagnosticada em estagios avangados, quando a lesao é
destrutiva e infiltrativa, os linfonodos palpéveis e o progndéstico invariavelmente
sombrio (Ministério da Saude, 2003). Cerca de metade dos pacientes ja
apresentam metastases regionais no momento do diagndstico, o que contribui
para reduzir a sobrevida, que é de aproximadamente 50% apds um periodo de
cinco anos e geralmente acompanhada de graves sequelas estéticas e funcionais
no aparelho estomatognatico (Lopes et al., 1998; Kowalski et al., 2003).

12



Tabela 1: Estimativas para o ano 2003 do nimero de casos novos e de 6ébitos por cancer,

em homens e mulheres, segundo localizag@o primaria, no Brasil.

Localizago Primaria Estimativa de casos novos Estimativa de ébitos
Masculino  Feminino Total Masculino  Feminino Total
Pele ndo Melanoma 39.000 43.155 82.155 510 365 875
Mama Feminina - 41.610 41.610 - 9.335 9.335
Traquéia, Brénquio e Pulméao 15.165 6.920 22.085 11.315 4.915 16.230
Estdbmago 13.630 7.010 20.640 7.330 3.815 11.145
Colo de atero - 16.480 16.480 - 4.110 4110
Préstata 35.240 - 35.240 8.230 - 8.230
Colon e Reto 9.530 10.545 20.075 3.700 4.270 7.970
Esb6fago 6.775 2.120 8.895 4.320 1.275 5.595
Leucemias 4.065 3.315 7.380 2.510 2.095 4.605
Cavidade Oral 7.750 2.885 10.635 2.540 705 3.245
Pele Melanona 2.185 2.185 4.370 645 480 1.125
QOutras Localizagdes 52.815 79.810 132.625 27.250 27.245 54.495
Total 186.155 216.035 402.190 68.350 58.610 126.960

Fonte: Ministério da Saude, 2003.

2.2. Etiologia e Fatores de Risco

O desenvolvimento do cancer esta associado ao acumulo de alteracbes
gendmicas, particularmente nos genes que regulam o crescimento, a
diferenciagdo e a morte celular, a estabilidade e o reparo do DNA e a imunidade
celular ou humoral (Scully, 1993; Line et al., 1995; Scully et al., 2000; Coletta et
al., 2002). Estas alteragcbes genéticas podem ser mutagdes espontaneas, de
carater hereditario ou ndo, ou provocadas por fatores externos ou epigenéticos,
como diversos agentes carcinogénicos quimicos, bioldgicos ou fisicos (Kowalski et
al., 2003).

O risco para o CEC de boca esta associado a fatores ambientais, dentre os
quais se destacam o consumo de tabaco e alcool (Franco et al., 1989; Smith,
1989; Johnson & Warnakulasuriya, 1993; Andre et al., 1995; Macfarlane et al.,
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1996; Zakrzewska, 1999; Schlecht et al., 1999), além da radiagdo actinica nos
casos de CEC de labio inferior (Line et al., 1995; Moore et al., 1999). Parece
existir uma relacdo entre a dose e o tempo de exposicdo aos carcindgenos
encontrados no cigarro e no alcool e o desenvolvimento do CEC bucal, sendo o
risco potencializado nas pessoas que fumam e também consomem bebidas
alcodlicas (Franco et al., 1989; Line et al., 1995; Schlecht et al., 1999; Znaor et al.,
2003). Entre as substancias potencialmente mutagénicas do tabaco encontram-se
os hidrocarbonetos policiclicos arométicos, nitrosaminas, aldeidos e aminas
aromaticas (Znaor et al., 2003). O mecanismo pelo qual o alcool atua nas células
epiteliais ainda é incerto. Embora o etanol por si s6 ndo seja mutagénico, os
produtos de seu metabolismo, principalmente os acetaldeidos, sdo produtores de
radicais livres e causam mutacdées no DNA (Macfarlane et al, 1996). Para o
metabolismo do alcool sdo necessérias duas enzimas presentes no figado e na
mucosa do trato digestivo superior, incluindo a cavidade bucal. A primeira delas é
a alcool desidrogenase (ADH), que oxida o etanol gerando acetaldeido, o qual é
transformado em agua e gas carbonico, inécuos para as células, pela aldeido
desidrogenase (ALDH). Assim, se as células apresentarem deficiéncias na
atividade de ALDH ou forem submetidas a doses de &lcool superiores a sua
capacidade de metabolismo, pode ocorrer um acumulo do acetaldeido e aumento
do risco de mutagdes (Macfarlane et al., 1996). Neste contexto, polimorfismos no
gene que codifica a enzima ADH3, um dos subtipos de ADH, foram recentemente
relatados como um potencial fator de risco para carcinomas das vias
aerodigestivas superiores, principalmente em um grupo de pacientes com baixo
consumo relativo de alcool e tabaco (Nishimoto et al., 2004).

A radiacao solar, particularmente os raios ultravioletas, é a principal causa
dos cénceres de pele e do CEC de labio inferior, estando provavelmente
associada a formacao dos dimeros de pirimidina pela ligacao covalente entre duas
bases pirimidicas adjacentes no DNA (Line et al., 1995; Moore et al., 1999).
Associacoes etiolégicas com outros fatores externos, como a sifilis, infecgao por

HPV e estado sistémico do paciente também tem sido sugeridas (Walker et al.,
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2003). A radiagcado X pode causar neoplasias malignas (sarcomas ou carcinomas)
como efeito colateral apds tratamentos radioterapicos (Onodera et al., 1998).
Estudos moleculares tem detectado o DNA de virus HPV em amostras de CEC
bucal, entretanto sua relacdo com a etiologia deste tumor ndo foi ainda
estabelecida (Neville et al., 1998; Walker et al., 2003). A exposi¢ao profissional a
fibras téxteis, metais, couro, niquel, alcool isopropilico e acido sulfurico parecem
também aumentar o risco para o CEC de boca (Kowalski et al., 2003).

O CEC da orofaringe apresenta caracteristicas semelhantes ao CEC da
cavidade bucal, tendo como principal fator de risco o tabagismo potencializado
pelo etilismo. Da mesma forma, o consumo de tabaco e de bebidas alcodlicas sao
0s principais fatores de risco para o carcinoma de laringe. Algumas exposicdes
profissionais, como ao niquel ou asbestos, bem como o trabalho em industrias
téxteis parecem estar relacionados a um aumento na taxa de risco para o cancer

na laringe (Kowalski et al., 2003).

2.3. Caracteristicas Clinicas e Histopatoldgicas

O CEC bucal apresenta-se clinicamente como uma massa exofitica, com ou
sem ulceracdao, de aspecto leucoplasico, eritroplasico ou eritroleucoplasico, e
bordas geralmente irregulares, endurecidas e elevadas. No inicio é indolor,
havendo sintomatologia quando a lesdo apresenta-se ulcerada, com invasao da
musculatura ou de nervos. Outros sintomas mais tardios sao sialorréia,
sangramentos, mobilidade dentaria, halitose, trismo e emagrecimento (Neville et
al.,, 1998; Zakrzewska, 1999; Kowalski et al., 2003). As lesdes ocorrem mais
comumente no género masculino, predominando na sexta e sétima décadas de
vida (Moore et al., 1999; Llewellyn et al., 2001; Wiinsch-Filho, 2002). O local mais
comum de envolvimento do CEC € a lingua (40%), seguida pelo assoalho bucal
(20%) (Neville et al., 1998; Kowalski et al., 2003). Outros locais sdo também
afetados, como gengiva, rebordo alveolar, palato mole e mucosa jugal, porém,
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com menor freqiéncia. O CEC de labio inferior representa cerca de 30% dos
canceres de boca, sendo importante em paises tropicais como o Brasil, no qual
grande numero de trabalhadores rurais ficam expostos por tempo prolongado a
radiacao actinica (Ministério da Saude, 2003).

O carcinoma de orofaringe pode ser, quando no inicio, assintomatico ou
apresentar algum desconforto minimo durante a degluticdo. Otalgia, odinofagia,
disfagia, trismo ou metastases cervicais sdo outros sinais clinicos importantes. A
disfagia e a otalgia sdo sintomas preponderantes, freqlientemente acompanhados
de linfonodos cervicais metastéticos. O trismo, nas lesbes da parede lateral da
orofaringe ou loja amigdaliana, ou perda de mobilidade da lingua, nas lesdes de
base de lingua, sdo sugestivas de infiltragdo do carcinoma para planos
musculares profundos. O CEC de laringe pode ser dividido em lesbes da
supraglote, glote e subglote. Os tumores gléticos causam rouquidao persistente,
os subgléticos produzem dispnéia, enquanto que os supragloticos geralmente se
caracterizam por odinofagia. Outros sintomas associados aos tumores mais
avancados sao disfagia, tosse, otalgia reflexa, hemoptise e linfonodos
metastéaticos (Kowalski et al., 2003).

Do ponto de vista microscoépico, as lesées de CEC da regido de cabeca e
pescoco apresentam-se como proliferagdes de células espinhosas pleomorficas,
com nucleos hipercromaticos, nucléolos evidentes e figuras de mitoses atipicas. O
tecido em crescimento invade o tecido conjuntivo subjacente, formando ninhos ou
ilhas epiteliais (Neville et al., 1998). Focos de células queratinizadas isoladas e
pérolas de queratina podem também ser observados. Segundo a diferenciacao
celular, os CECs sao classificados em bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e indiferenciados, de acordo com os graus de queratinizacéo,
polimorfismo nuclear, nimero de mitoses, padrdo de invasdo dos tecidos
adjacentes, estagio de invasao e intensidade de infiltrado inflamatério (Anneroth et
al., 1987). Os CECs bem diferenciados assemelham ao tecido epitelial escamoso
normal, apresentando um padrao sélido, contendo propor¢des variadas de células
escamosas e basais, com evidente queratinizacao e poucas figuras de mitose. Os
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CECs moderadamente diferenciados apresentam células espinhosas bem
evidentes e com acentuado pleomorfismo nuclear, maior nimero de mitoses
(incluindo as atipicas), hipercromatismo, nucléolos bem evidentes e poucas
pérolas de queratina, embora queratinizacdo de células individuais possa ser
observada. As lesdes indiferenciadas tém pouca ou nenhuma evidéncia de
queratinizacdo, as células neoplasicas mostram alto grau de pleomorfismo e
hipercromatismo, com um crescimento difuso e elevado potencial mitético
(Anneroth et al., 1987).

O CEC bucal pode apresentar cinco variantes raras, com caracteristicas
clinicas, histologicas e de comportamento bastante peculiares: carcinoma de
células fusiformes, carcinoma verrucoso, carcinoma papilifero, carcinoma

adenoescamoso e carcinoma basaléide escamoso (Cotrim et al., 2002).

2.4. Acido graxo sintetase (FAS)

FAS é uma enzima multifuncional com um papel central na sintese
enddgena de acidos graxos saturados de cadeia longa, a partir dos precursores
acetil-CoA e malonil-CoA (Jayakumar et al.,, 1995, Chirala et al., 1997; Kuhajda,
2000, Brink et al., 2002; Baron et al., 2004). A proteina FAS consiste em um
homodimero formado por duas cadeias polipeptidicas idénticas, com
aproximadamente 250 a 270 kDa cada, contendo sete sitios cataliticos
organizados em sequéncia (Wakil, 1989; Brink et al., 2002).

Para a producédo de acidos graxos é necessaria também a atividade das
enzimas acetil-CoA carboxilase, que sintetiza malonil-CoA, citrato liase, que
sintetiza acetil-CoA, enzima madlica e via da pentose fosfato, que produzem
NADPH, molécula usada como agente redutor na sintese de acidos graxos. FAS,
por sua vez, catalisa a reacdo de condensacdo de malonil-CoA e acetil-CoA,
formando como produto principal o acido graxo saturado de 16 carbonos palmitato
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(Kuhajda, 2000; Pizer et al., 2000), além de miristato e estereato (Chirala et al.,
2003).

Em condi¢cdes normais, a sintese enddgena de acidos graxos é minima,
exceto em tecidos lipogénicos, como o tecido adiposo e o figado, pois, a maioria
das células humanas normais utiliza os lipidios provenientes da dieta (Weiss et al.,
1986; Kuhajda, 2000; Kuhajda et al., 2000; Yang et al., 2003). FAS ¢é importante
para inumeros processos biolégicos, como armazenamento de energia, produgcao
de acidos graxos durante a lactacao, proliferagdo do endométrio e dos tecidos
fetais, sintese das membranas celulares (Kuhajda, 2000; Chirala et al., 2003; Yang
et al., 2003) e fornecimento de energia pela oxidagcdo de acidos graxos nas
mitocéndrias (Baron et al., 2004).

FAS é altamente expressa no endométrio durante a fase de proliferacao,
provavelmente devido ao intenso crescimento celular neste tecido (Pizer et al.,
1998a). Em neoplasias malignas, a sintese de acidos graxos ocorre de forma
independente do suplemento nutricional (Weiss et al, 1986). Recentemente,
muitos autores tém demonstrado que as células de neoplasias malignas e também
algumas lesdes cancerizdveis expressam niveis anormalmente altos de FAS,
como nos carcinomas de colon (Rashid et al., 1997; Visca et al., 1999), préstata
(Shurbaji et al., 1992; Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 1997; Kuhajda et al.,
2000; Dhanasekaran et al., 2001; Myers et al., 2001; Welsh et al., 2001; Swinnen
et al., 2002; Rossi et al., 2003), mama (Chalbos et al., 1990; Pizer et al., 19963;
Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 2000; Oskouian et al., 2000; Wang et al., 2001),
ovario (Pizer et al., 1996b; Alo et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a),
pulmao (Piythilake et al., 2000), bexiga (Visca et al., 2003), eséfago (Nemoto et al.,
2001), estbmago (Kusakabe et al, 2002), tiredide (Vlad et al, 1999),
mesoteliomas (Gabrielson et al., 2001), melanomas (Innocenzi et al., 2003) e
sarcomas dos tecidos moles (Takahiro et al., 2003). Além do mais, para alguns
tumores, como os de préstata (Shurbaji et al., 1996; Epstein et al., 1995), mama
(Alo et al., 1996), ovario (Gansler et al., 1997; Alo et al., 2000) tiredide (Vlad et al.,
1999), colon (Visca et al., 1999) melanomas (Innocenzi et al., 2003) e sarcomas
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de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) uma associagcdo positiva entre a
expressao da proteina FAS e um comportamento clinico agressivo tem sido
descrita.

Com relagédo aos CECs intrabucais, ha um anico estudo imunohistoquimico
realizado em lesdes de lingua, que mostrou uma expressdo maior de FAS em
areas de displasia epitelial moderada e de CEC, quando comparadas ao epitélio
bucal normal. Estes autores sugeriram, baseados nestes achados, que 0 aumento
na producado de FAS poderia ser indicador das etapas iniciais da transformacgéao
maligna e da diferenciacdo das células neoplasicas, pois, nesta casuistica, os
CECs bem diferenciados expressaram mais FAS do que os indiferenciados
(Krontiras et al., 1999).

Foi recentemente demonstrado, através da construcdo de camundongos
“knockout” para o gene que codifica a enzima FAS (FASN), que os homozigotos
nulos para FAS (FASN -/-) morrem antes mesmo de sua implantagédo no Utero,
enquanto que a maioria dos heterozigotos (FASN +/-) morrem no Utero, mesmo na
presenca de uma dieta rica em acidos graxos saturados (Chirala et al., 2003).
Estes resultados sdo importantes, pois mostram claramente que a sintese
enddégena de acidos graxos é essencial para a embriogénese, periodo
caracterizado por intensa proliferacéo e diferenciagéo celular. Além do mais, este
fato sugere que eventuais terapias para o cancer baseadas na inibicado da
atividade de FAS possam apresentar potencial teratogénico.

A produgao anormal de FAS pode ser o reflexo de um descontrole do ciclo
celular, ou seja, uma alta atividade proliferativa aumentaria as necessidades de
acidos graxos para a sintese das membranas das células em divisédo, entretanto, o
mecanismo biolégico que conecta estes dois sistemas (ciclo celular e sintese de
acidos graxos) ainda nao é conhecido. Swinnen et al. (2003) demonstraram que a
expressao e atividade de FAS sao necessarias para a producéo de fosfolipidios da
membrana celular em células de cancer de prostata (LNCaP), o que sugere que
FAS tenha um papel essencial na sintese das membranas celulares de células

tumorais.
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O mecanismo que rege a producao de FAS nas células tumorais nao esta
totalmente esclarecido. Estudos demonstram que esta regulacdo pode ocorrer
através de estrdégeno, progesterona e andrégenos, nas células que respondem a
estes hormonios (Swinnen et al., 1997; Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 1998a;
Swinnen et al., 2000; Lacasa et al., 2001; Myers et al., 2001; Heemers et al., 2001;
Van de Sande et al, 2002; Heemers et al, 2003). Nas células LNCaP, a
expressao de FAS é aumentada tanto por andrégenos como pelo fator de
crescimento epidérmico (EGF) (Swinnen et al., 1997; Swinnen et al., 2000), ao
passo que na linhagem celular MCF7, derivada de cancer de mama, a produgéo
de FAS é estimulada por progesterona (Lacasa et al.,, 2001). Em um trabalho
recente utilizando a tecnologia dos “microarrays” de cDNA, Kumar-Sinha et al.
(2003) identificaram um grupo de genes que sao diferencialmente regulados por
ErbB2, através da inducao forcada da sua expressdao em células epiteliais de
mama em cultura. Um dos genes descobertos como sendo regulado pelo ErbB2 é
0 que codifica a FAS e, segundo estes autores, a inibicdo da atividade da FAS
causa apoptose preferencialmente nas células que estdao expressando ErbB2 em
grandes quantidades. Este trabalho mostra, pela primeira vez, uma conexao entre
ErbB2 e FAS, sendo esta mediada pela via PI-3K através do efeito direto no
promotor de FAS.

A transcricdo de genes que codificam enzimas lipogénicas, como
aquelas envolvidas na manutencdo da homeostase do colesterol e do controle da
sintese e &cidos graxos, é ativada por proteinas ligadoras aos elementos
reguladores de esterdides (SREBP). As SREBPs formam uma familia de fatores
de transcricdo que estimula a transcricdo de genes que contém em suas regides
regulatérias os elementos SRE (Brown & Goldstein, 1997; Swinnen et al., 1997;
Brown & Goldstein, 1999; Swinnen et al., 2000; Heemers et al., 2001; Yang et al.,
2003). A ativagao da via PI3K, em células LNCaP, aumenta a transcricdo do gene
que codifica FAS devido ativacdo de SREBP por andrégenos ou EGF (Swinnen et
al., 1997; Swinnen et al., 2000; Signoretti et al., 2000; Heemers et al., 2001; Van
de Sande et al., 2002; Baron et al., 2004). Da mesma maneira, em células
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epiteliais de mama, ErbB2 estimula o promotor de FAS através da via PI3K,
provocando um aumento da sintese de acidos graxos (Kumar-Sinha et al., 2003).
No entanto, nem sempre as quantidades de RNAs mensageiros e da proteina FAS
sao correspondentes, 0 que sugere um mecanismo de regulacao poés-traducional
(Rossi et al., 2004). De fato, foi demonstrado que a quantidade da proteina FAS
pode ser regulada em células LNCaP pelo sistema ubiquitina-proteossomo,
através do controle da ligagao covalente de moléculas de ubiquitina a FAS (Graner
et al., 2003). Estes resultados todos mostram que o controle de FAS é muito
complexo e que mais estudos sao ainda necessarios para o seu entendimento nos

processos fisioldgicos ou patoldgicos.

2.5. Efeitos dos inibidores de FAS

A alta expressao de FAS em tecidos tumorais sugere que esta enzima
possa ser um alvo quimioterapico em potencial. A cerulenina, um produto natural
do fungo “cefalosporium caerulens”, & conhecida desde 1960 como um inibidor
especifico da sintese de acidos graxos de amplo espectro filogenético. Esta droga
inibe irreversivelmente a atividade da enzima FAS através de sua ligacédo
covalente no sitio da p-cetoacil sintetase, responsavel pela reacdo de
condensacdo dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1998b,
Kuhajda et al., 2000; Guo et al., 2003). c75 é uma pequena molécula sintética com
cadeia de 7 carbonos que possui efeitos inibitorios sobre a atividade de FAS
comparaveis aos da cerulenina, sendo mais estavel do que esta e apresentando
portanto melhor efeito “in vivo” (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001).

Tanto a cerulenina como ¢75 produzem uma rapida e significativa inibicao
da replicacdo do DNA e, consequientemente, da progressao da fase S do ciclo
celular em células derivadas de neoplasias malignas humanas (Furuya et al.,
1997; Pizer et al., 1996a; Pizer et al., 1998b; Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001;

De Schrijver et al., 2003), o que culmina com a morte por apoptose (Pizer et al.,
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1996a, Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001). Entretanto, o
mecanismo exato pelo qual a inibicao de FAS desencadeia a apoptose nao esta
totalmente elucidado. Zhou et al. (2003) demonstraram que c¢75, utilizado em
células tumorais de mama (MCF-7), aumentou a oxidacdo de fosfolipidios de
membrana ao mesmo tempo em que inibiu a sintese dos mesmos, provocando
acumulo de malonil-CoA. Segundo estes e outros autores (Pizer et al., 1998b;
Pizer et al., 2000; Thupari et al., 2001), o acumulo deste intermediario metabdlico
induz a morte celular por apoptose. Além de seus efeitos sobre o ciclo celular,
inibidores quimicos da atividade de FAS sdo aparentemente bem tolerados em
camundongos adultos, nos quais agem como inibidores de apetite de agdao no
SNC (Loftus et al., 2000).

2.6. ErbB2

A familia ErbB de receptores transmembranicos é composta por quatro
membros, a saber, EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/Neu/HER2, ErbB3/HER3 e
ErbB4/HER4 (O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003). Apesar do ligante de
ErbB2 nao ter sido ainda identificado, este receptor é capaz de se dimerizar com
outros receptores desta familia, como o EGFR (Penuel et al., 2001; O-charoenrat
et al., 2000; Xu et al., 2001), formando heterodimeros capazes de causar intensa
e prolongada ativagdo das vias de sinalizagao intracelular (Holbro et al., 2003).
Desta forma, ErbB2 é ativado por EGF, através da formacdo de heterodimeros
entre ErbB1 e ErbB2, ou pela heregulina, através da heterodimerizacdo com
ErbB3 ou ErbB4 (Graus-Porta et al., 1997; Magnifico et al., 1998). Uma vez que
esses receptores sdo ativados, ocorre auto-fosforilacdo e fosforilagdo cruzada,
desencadeando uma cascata de reagdes (através das vias MAPK ou PI3K) que
resulta em fosforilacdo de fatores de transcricdo que controlam diversos
processos celulares (Yarden, 2001; Holbro et al., 2003).
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Todos os receptores da familia ErbB2 estdo envolvidos na regulacdo do
crescimento, diferenciacdo ou migragdo celular (O-charoenrat et al., 2002).
Células tumorais podem apresentar ativagcao constante dos receptores ErbB2 e
EGFR, seja por amplificagdo génica, mutacées ou delegcdes nos dominios intra e
extracelulares, ou mesmo por um aumento na sua expressao, 0 que causa a
perpetuacao dos sinais que estimulam a divisao celular (O-charoenrat et al., 2000;
Penuel et al., 2001; O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003).

ErbB2 € um dos mais bem caracterizados oncogenes no desenvolvimento
do cancer de mama, sendo altamente expresso em cerca de 30% dos tumores
(Isola et al., 1999). A expressdo aumentada de ErbB2 nestes tumores tem sido
positivamente associada a um pior prognéstico, ou seja, menor tempo livre da
doenca e menor sobrevida total do paciente apds o tratamento (Slamon et al.,
1987; Albanell et al., 1996; Khademi et al, 2002). Um anticorpo monoclonal
humanizado contra ErbB2 (Herceptin) tem se mostrado eficiente no tratamento
dos casos de cancer de mama que expressam grandes quantidades de ErbB2,
causando regressao tumoral em cerca de 20% destes tumores (Baselga et al.,
1996; Yarden, 2001).

Existem relatos na literatura descrevendo a amplificagdo do gene que
codifica ErbB2 em CECs da regido de cabeca e pescogo (Hou et al., 1992; lbrahim
et al., 1997; Wilkman et al., 1998; Xia et al., 1999; O-charoenrat et al., 2000;
Werkmeister et al., 2000; Bei et al., 2001; Khan et al., 2002; O-charoenrat et al.,
2002). Da mesma forma, niveis aumentados da proteina ErbB2 tém sido
encontrados em varios estudos com CECs bucais, sugerindo fortemente que esta
proteina possa ter algum papel na patogénese desta neoplasia (Hou et al., 1992;
Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1997; Xia et al., 1999; Bei et al., 2001; Khan et
al., 2002).

Como descrito no item 2.4 deste capitulo, um estudo recente (Kumar-Sinha
et al., 2003) evidenciou um aumento da expressdo do gene que codifica FAS em
uma linhagem celular derivada de glandula mamaria, apdés a expressao forcada e
estavel de grandes quantidades de ErbB2. Levando-se em consideragdo os
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indicios da participacao de ErbB2 na etiologia do CEC da regidao de cabeca e
pescoco e as evidéncias de um papel para FAS na patogénese de neoplasias
malignas, um dos objetivos do presente trabalho é verificar uma possivel
correlacao entre a expressao do oncogene ErbB2 e de FAS em amostras destes

tumores.

2.7. Receptor de andrégeno (RA)

RA é um fator de transcricdo, pertencente a familia dos receptores
hormonais esteroidais, que regula a expressdo dos genes necessarios para o
desenvolvimento sexual masculino, manutencao da funcdo dos érgaos sexuais,
bem como desempenha papel importante na funcao do tecido muscular, foliculos
pilosos e cérebro (Culig et al., 2002). Anormalidades nas vias de sinalizagao
através do RA tém sido relacionadas com infertilidade masculina e com o
desenvolvimento de cancer de préstata (Lee & Chang, 2003).

O crescimento do carcinoma de prostata é regulado por interagdes
complexas entre esterdides, fatores de crescimento peptidicos e citocinas,
ocorrendo um grande desajuste nestas moléculas e nos seus receptores
principalmente nas fases tardias do tumor (Culig et al., 2002). Huggins & Hodges
foram os primeiros a reconhecer a dependéncia hormonal do cancer de prostata
em 1941 (Culig et al., 2002). Estes autores mostraram que com a remocao de
andrégeno ocorria regressao do tumor, sendo esta descoberta a base da terapia
atual para tumores metastaticos avangados. Como a maioria das células do
cancer de préstata depende de andrdégeno para sua manutencdo, o objetivo da
terapia é priva-las do horménio, e isso € alcangado através de orquiectomia ou
pela administracdo de drogas anti-androgénicas que atuem bloqueando a sintese
do horménio masculino ou bloqueando a acao da testosterona junto a célula alvo.
As drogas anti-androgénicas podem ser nao esteroidais, como o Eulexin®

(flutamida), Casodex® (bicalutamida) e Anandron® (nilutamida), que apenas
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bloqueiam a agao da testosterona, ou esteroidais como Androcur® (ciproterona),
gue bloqueia o efeito hormonal e a0 mesmo tempo inibe a sintese de testosterona
(Anderson, 2003; Cifuentes et al., 2004). Além das drogas anti-androgénicas ha os
analogos do fator liberador do horménio luteinizante (LHRH), como o Lupron®
(acetato de leuprolina), Zoladex® (acetato de goserelina), Suprefact® (acetato de
buserelin) e Neo-decapeptil® (triptorelina), que agem diretamente no eixo
hipotalamo-hipéfise impedindo a sintese da testosterona, atingindo niveis
semelhantes aos da orquiectomia cirargica. Embora a terapia anti-androgénica
induza a remissdes, a progressdao do tumor leva ao aparecimento de clones
insensiveis a testosterona, os quais, segundo Lin et al. (2001) s&do estimulados por
ErbB2.

A literatura é bastante escassa e controversa em relagdo a expressao de
RA em neoplasias bucais. Ojanotko-Harri et al. (1992) mostraram, através de
reacbes imunohistoquimicas em amostras de mucosa oral saudavel, que a
positividade nuclear foi mais intensa na camada basal do epitélio, nas células
endoteliais e nos fibroblastos. Bassalyk et al. (1987) demonstraram que a
expressao de RA em CECs bucais € maior do que nas leucoplasias, enquanto que
Nehse & Tunn (1994) descreveram niveis mais baixos de RA em amostras de

CECs de assoalho bucal e lingua do que na mucosa bucal normal.

2.8. Ki-67

O antigeno Ki-67 é uma proteina nuclear expressa preferencialmente
durante as fases S e G do ciclo celular (Sittel et al., 1999). Somente as células
em proliferacdo expressam Ki-67, ao contrario das células quiescentes (Go), que
nao produzem esta proteina (Gerdes et al., 1984). Anticorpos contra Ki-67 tém
mostrado grande valor em estudos de biologia tumoral, pois parecem marcar
especificamente a fracao proliferativa dos tecidos normais e neoplasicos. Apesar
de bastante utilizado como marcador de proliferacao celular, a fungao biolégica da
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proteina Ki-67 ainda nao € conhecida (Sholzen & Gerdes, 2000), porém, a sua
inibicdo especifica com oligonucleotideos anti-sense é capaz de bloquear a
sintese de DNA (Schluter et al., 1993).

Alguns autores sugerem a utilizacdo deste antigeno como um marcador
molecular para o estabelecimento do prognéstico de diversas neoplasias
malignas. Entretanto, assim como para todos os marcadores bioldgicos estudados
até o momento, os resultados sdo muitas vezes controversos. Por exemplo, em
sarcomas de partes moles o indice de positividade para Ki-67 parece ser
importante para predizer o tempo de sobrevida dos pacientes e a chance de
ocorrerem metastases a distancia (Ueda et al., 1989; Rudolph et al., 1997; Heslin
et al.,, 1998). O mesmo parece ser verdadeiro para o adenocarcinoma de préstata
e de mama (Sholzen & Gerdes, 2000), pulmao (Takahashi et al., 2002), bexiga
(Bozlu et al., 2002), laringe (Wozniak et al., 2002), rim (Tejido Sanchez et al.,
2002) e tumores de cabecga e pescogo (Sittel et al., 1999; Liu et al., 2003).
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3. Objetivos

O propésito deste trabalho foi:

1. Avaliar, através de reagdes imunohistoquimicas, a expressao de
FAS, ErbB2, RA e de Ki-67, em amostras de CECs da regido de

cabega e pescogo.

2. Correlacionar os resultados imunohistoquimicos com os dados

clinicos e histopatolégicos destes mesmos tumores.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Amostras Estudadas

Foram utilizados sessenta e nove blocos de parafina de CECs de cabeca e
pescoco diagnosticados e tratados no periodo de 1999 a 2000 no Departamento
de Cirurgia de Cabeca e Pescocgo e Otorrinolaringologia do Hospital do Cancer -
A.C. Camargo, Sao Paulo. Todas as amostras foram provenientes de pecas
cirurgicas e as informacdes clinicas referentes a estes pacientes, como idade,
género, localizagdo das lesdes primarias, estadiamento clinico do tumor segundo
a Unido Internacional Contra o Cancer (TNM), presenca de recorréncias ou
metastases e situacdo na ultima avaliacdo foram coletadas das fichas clinicas,
através de um formulario padronizado (Anexo I). Este estudo teve a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP (Anexo II).

4.2. Analise Histopatoldgica

Para a andlise histopatoldégica foram realizados cortes de 5um de
espessura dos tecidos incluidos em parafina e as laminas coradas com
hematoxilina e eosina (H&E). O critério de Anneroth et al. (1987) foi usado para

determinar o grau de diferenciacédo celular de cada tumor (Yorioka et al., 2002).

4.3. Reacoes Imunohistoquimicas

Para a realizacdo das reac¢des imunohistoquimicas, todos os blocos foram
cortados na espessura de 3um e os fragmentos colocados sobre laminas
previamente tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical
Company, EUA).
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Inicialmente, os cortes foram desparafinizados através de duas trocas de
xilol, sendo a primeira de 30 minutos em estufa a 56°C e a segunda a temperatura
ambiente, por 20 minutos. A seguir os cortes foram hidratados em solu¢des com
concentracoes decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e posteriormente
lavados em agua corrente. A atividade da peroxidase endogena foi entdo
blogueada com H>O, (10 volumes) a 3% em cinco incubagdes de cinco minutos
cada, apds os quais os cortes foram lavados em &agua corrente. A recuperacao
antigénica foi feita através da imersdo das laminas em um recipiente contendo
solucdo de acido citrico a 10 mM (pH 6,0) e incubacdo em forno de microondas
(Panasonic modelo NN7809BH, 1380W) em poténcia maxima durante dois ciclos
de doze minutos cada. As laminas foram a seguir resfriadas em agua corrente e
colocadas em solugao salina tamponada com fosfato (PBS) a 10mM (pH 7,0).

Numa fase preliminar do estudo, foram realizadas padronizagdes a fim de
se encontrar a diluicao ideal para cada um dos anticorpos primarios e secundarios
utilizados. Os anticorpos primarios e as suas respectivas diluicbes foram as
seguintes: anti-acido graxo sintetase (Transduction Laboratories, EUA, 1:3.000),
anti-receptor de andrégeno (Upstate Biotechnology, PG-21, EUA, 1:200), anti-Ki-
67 (Dako, Dinamarca, MIB-1, 1:200) e anti-ErbB2 (Dako, EUA, 1:200). Os cortes
foram incubados com os anticorpos primarios diluidos em PBS contendo 1% de
albumina sérica bovina (BSA, Sigma, EUA) e 0,1%, de azida sodica (NaN3) em
camara umida, por um periodo de 16 horas a 4°C. A seguir, os cortes foram
lavados com trés trocas de tampao PBS e incubados durante trinta minutos a 37°C
com os anticorpos secundarios biotinilados (Strept ABC — Complex/HRP Duet Kit,
Dako, EUA, 1:500) especificos para a espécie animal em que foi produzido o
anticorpo primario. Em seguida, os cortes foram lavados com trés trocas de
tampao PBS e incubados com complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept
ABC — Complex/HRP Duet Kit, Dako, 1:500) por mais trinta minutos 37°C. Antes
da revelagdo com o substrato cromogénico, as laminas foram lavadas novamente
com PBS e as reagdes entdo evidenciadas com solugcao de tetracloreto de 3,3
diaminobenzidina (DAB, Sigma, EUA) a 0,06% em PBS contendo 1ml de H2O; a
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10 volumes e 1ml de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, EUA), por cinco minutos a
37°C em camara escura. A seguir, os cortes foram lavados em agua corrente e
contra-corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos. Seguindo-se nova
lavagem com agua corrente para eliminar os excessos do corante, os cortes foram
desidratados em solugbes com concentragdes crescentes de etanol (50%, 80%,
95% e 100%), diafanizados em xilol e finalmente montados com Balsamo do

Canada.

4.4. Analise dos Resultados

Apés a realizagdo das reagbes imunohistoquimicas os resultados foram
analisados em microscopio 6ptico. No caso de marcacao citoplasmatica, como
para FAS e ErbB2, as intensidades foram avaliadas por trés observadores de
maneira independente e agrupadas nas categorias abaixo:

-: Reacgao negativa.

+: Reacao com intensidade fraca.
++: Reacao com intensidade moderada.
+++: Reacédo com intensidade forte.

A quantificacdo das células com positividade nuclear para Ki-67 foi feita
utilizando-se o sistema de analise computadorizada de imagens KS 400 (Karl
Zeiss, KONTRON-Eletronik Alemanha). O indice de positividade foi obtido através
da leitura dos resultados de 10 campos microscopicos (aumento de 400x)
consecutivos em cada lamina, sendo que a escolha da regido foi determinada pela
integridade estrutural do tecido e positividade mais evidente (quando houve). As
células positivas e negativas foram contadas e os resultados expressos em
porcentagem de células por campo. Os resultados foram digitados em uma
planilha eletronica (EXCEL 9.0/2000, Microsoft, EUA).
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4.5. Analises Estatisticas

A andlise de correlagdes entre as diversas variaveis estudadas foi realizada
empregando-se o teste qui-quadrado em tabelas de contingéncia de dupla
entrada. Analises realizadas em tabelas 2X2 (cotejamento de pares de variaveis
dicotébmicas) foram sempre elaboradas sem correlacdo de continuidade para o
valor qui-quadrado obtido. Quando as freqiiéncias esperadas foram menores do
que cinco ou o numero da amostra foi pequeno, os resultados foram analisados
por meio do teste exato de Fisher com intuito de evitar distor¢oes de significancia
estatistica.

A sobrevida global, que corresponde ao tempo decorrido entre a data do
inicio do tratamento e o 6bito do paciente ou 0 tempo entre o inicio do tratamento
e a ultima informacao objetiva, foi analisado através do método de Kaplan-Meier.
A comparacao entre as curvas de sobrevida global, de acordo com as variaveis
estudadas (informagdes clinicas, histopatoldégicas e imunohistoquimicas), foi
analisada pelo teste de log-rank.

A sobrevida livre de doencga, que corresponde ao tempo decorrido entre a
data do inicio do tratamento e ocorréncia de recidiva local, regional ou a distancia
(metastases) foi também estudada através do método de Kaplan-Meier. A
comparagdo entre as curvas de sobrevida livre de doenga, de acordo com as
variaveis estudadas (informagdes clinicas, histopatologicas e
imunohistoquimicas), foi analisada pelo teste de log-rank.
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5. Resultados

Os casos de CEC da regidao de cabeca e pescogo descritos no presente
trabalho foram acompanhados por um periodo minimo de 1,6 e maximo de 48,2

meses, sendo todos tumores primarios sem tratamento prévio.

5.1. Caracteristicas Clinicas e Epidemioldgicas da Amostra Estudada

Dos 62 pacientes analisados, 56 (90,32%) eram do género masculino e
apenas 6 (9,68%) do género feminino. A idade dos pacientes no momento do
diagnéstico variou de 22 a 89 anos, sendo a média de 58,6 anos. Trinta e dois
casos (51,6%) tinham idade menor ou igual 58,6 anos e 30 casos (48,4%)
possuiam idade superior a 58,6 anos (Figura 1, Tabela 2). O tempo de queixa ou
periodo médio entre 0 aparecimento dos primeiros sinais e sintomas e a consulta
inicial foi em média 6,4 meses, variando de 1 a 48 meses.

Histéria de consumo de bebidas alcodlicas foi observada em 30 casos
(48,39%) e o habito de fumar tabaco foi relatado por 52 pacientes (83,67%)
(Figura 1, Tabela 2). O consumo de alcool associado ao habito de fumar foi
encontrado em 30 casos (57,7%), logo, todos os pacientes que consumiam alcool
fumavam, porém nem todos os pacientes que fumavam associavam o vicio com a
ingestao de bebidas alcodlicas.

Dos casos estudados 44 (70,97%) estavam localizados na cavidade oral, 10
(16,13%) na laringe e 8 (12,90%) na regiao orofaringea (Tabela 2). Dentre os
tumores localizados na cavidade oral, o local mais freqiientemente acometido foi a
lingua (17 casos ou 38,6%), seguido pelo assoalho bucal (9 casos ou 20,5%),
palato (8 casos ou 18,2%), regido retromolar (6 casos ou 13,6%), gengiva (3 casos

ou 6,8%) e mucosa jugal (1 caso ou 2,3%).
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Figura 1. Distribuicdo da amostra estudada segundo idade, sexo, habito de fumar e
consumo de bebidas alcodlicas.

De acordo com os critérios estabelecidos pela Uniao Internacional Contra o
Cancer (UICC), 8 casos (12,9%) foram classificados como sendo T1, ou seja, o
tamanho do tumor primario ndo ultrapassou 2cm. Em 19 casos (30,6%) o tumor foi
classificado como T2, pois apresentava mais de 2cm, com no maximo 4 cm. Em
21 casos (33,9%) o tumor era maior que 4cm, sendo classificado como T3 e em
14 pacientes (22,6%) o tumor ja invadia as estruturas adjacentes e foi classificado
como T4 (Figura 2).

Na maioria dos casos (37 pacientes ou 61,3%) ndo foram constatadas
metastases nos linfonodos regionais, sendo os tumores classificados como NO.
Em 25 pacientes (38,7%) havia metastases nos linfonodos regionais, sendo estes
classificados como N+, independentemente do tamanho ou localizagao
(homolaterais, bilaterais, ou contralaterais) (Figura 2). Nenhum paciente estudado
possuia metéstases a distancia no momento do diagndstico.

A distribuicado da amostra com relagdo as variaveis acima e localizacédo da

lesdo priméria pode ser observada na Tabela 2.
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Figura 2. Distribuicdo dos CECs da regido de cabeca e pescoco de acordo com 0O
estadiamento clinico.

5.2. Caracteristicas Histopatoldgicas

A andlise dos preparados histolégicos corados com hematoxilina e eosina
revelou em todas as amostras a presencga de ilhas ou lengdis de células epiteliais
malignas, com variados graus de pleomorfismo celular e nuclear. Segundo a
gradacgao histopatolégica dos CECs preconizada por Anneroth et al. (1987), 21
casos (33,9%) foram classificados como grau |, isto é, o tumor estava bem
diferenciado exibindo morfologia semelhante ao do tecido epitelial normal. A
maioria dos espécimes (32 casos ou 51,6%) foi classificada como sendo grau I,
somente 4 casos (6,4%) enquadraram-se no grau lll e 5 (8,1%) no grau IV (Figura
3). Para possibilitar a analise estatistica desta amostragem, os graus histol6gicos
Il e IV foram agrupados. A distribuicdo da amostra de acordo com o sitio primario

encontra-se na Tabela 2.
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Figura 3. Distribuicdo dos casos de CEC de cabeca e pescoco estudados, de acordo com
o grau de diferenciacao histoldgica das lesées.

Tabela 2. Dados clinicopatol6gicos, demograficos e de estilo de vida dos casos de CEC
da regido de cabega e pescocgo, distribuidos de acordo com a localizagdo da leséao
primaria.

Variaveis Localizagao da lesao primaria n (%)
Boca Orofaringe Laringe
[dade < 58 anos 26 (59,1) 3 (37,5) 3 (30)
> 58 anos 18 (40,9) 5 (62,5) 7 (70)
Género Masculino 38 (86,4) 8 (100) 10 (100)
Feminino 6 (13,6) 0 (0) 0 (0)
Habito de fumar Sim 35 (79,6) 7 (87,5) 10 (100)
Néao 9 (20.,4) 1(12,5) 0 (0)
Consumo de alcool Sim 19 (43,2) 4 (50) 7 (70)
Nao 25 (56,8) 4 (50) 3 (30)
Grau Histolégico I 17 (38,6) 0 (0) 4 (40)
Il 21 (47,8) 6 (75) 5 (50)
I+ v 6 (13,6) 2 (25) 1(10)
Estadiamento T T1 + T2 21 (47,7) 2 (25) 4 (40)
T3 + T4 23 (52,3) 6 (75) 6 (60)
Linfonodos NO 27 (61,4) 3 (37.,5) 7 (70)
N+ 17 (38,6) 5 (62,5) 3 (30)
Margens cirurgicas Livres 33 (89,2) 7 (87,5) 8 (88,9)
Comprometidas 4 (10,8) 1(12,5) 1(11,1)
Recorréncia Local Nao 34 (77,3 7 (87,5) 7 (70)
Sim 10 (22,7) 1(12,5) 3 (30)
Recorréncia Regional Nao 41 (93,2) 5 (62,5) 10 (100)
Sim 3 (6,8) 3 (37.,5) 0 (0)
Recorréncia Distancia Nao 37 (84,1) 5 (62,5) 9 (90)
Sim 7 (15,9) 3 (37,5) 1(10)
Morte Sim 23 (52,3) 5 (62,5) 6 (60)
Nao 21 (47,7) 3 (37.,5) 4 (40)
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5.3. Analise Imunohistoquimica

A expressao das proteinas FAS, ErbB2 e Ki-67 foi estudada através de
reacOes imunohistoquimicas nos 62 casos deste trabalho. A producao de RA foi
inicialmente avaliada em um subgrupo de tumores, os quais foram todos
negativos, apesar das diversas formas de recuperacdo antigénica aplicadas.
Assim, a expressado da proteina RA ndo foi avaliada em todos os casos deste
trabalho.

5.3.1. Expressao de FAS

As reagbes para detecgdo da enzima FAS tiveram, em todas as amostras,
um padrao de positividade citoplasmatico (Figura 4 A, B e C). A grande maioria
dos casos (48 pacientes ou 77,4%) foi positiva para FAS e 14 tumores (22,6%)
foram considerados negativos (Figura 5). Dos casos positivos, 27 (56,25%)
tiveram intensidade de marcagao considerada como fraca, 15 (31,25%) moderada
e 6 (12,5%) foram fortemente positivos. Para a realizacdo das correlacoes
estatisticas houve a necessidade de agrupar os casos negativos com 0s casos
que mostraram padrao de marcacao fraca para FAS, perfazendo um total de 41
casos (67,2%). As reacbOes consideradas como moderadas também foram
agrupadas com fortemente positivas, somando assim 21 casos (32,8%). (Figura
5). A distribuicdo da FAS de acordo com a localizagdo anatdbmica do tumor
encontra-se descrita na Tabela 3.
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Figura 4: A expressao de FAS no epitélio normal adjacente ao tumor mostrou marcacao
fraca ou negativa, estando mais evidente nas camadas basais do epitélio (A). No epitélio
displasico a marcacado nao se limita somente as camadas baixas, atingindo também a
camada média do epitélio (B). Entretanto, a maioria das amostras de CECs mostraram
intensa marcagao citoplasmatica (C). ErbB2 apresentou dois padrbées distintos de
positividade: uma marcacdao de membrana (D) observada nas areas de epitélio normal
adjacente e nos locais bem diferenciados do tumor, e outra marcagao citoplasmatica (E)
localizada principalmente em lesdes indiferenciadas. A express@o nuclear de Ki-67 foi
observada em todas as amostras estudadas (F).
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Figura 5. Distribuicdo dos CECs da regido de cabeca e pesco¢o de acordo com a
positividade e intensidade das reagbes imunohistoquimicas para FAS.

5.3.2. Expressao de ErbB2

As reagbes para detecgdo de ErbB2 exibiram dois padrbes bastante
distintos de marcacao, um localizado na membrana plasmatica e outro com
padrao intra-citoplasmatico (Figura 4 D e E). A membrana plasmatica foi positiva
em 47 casos (77%) e negativa em 14 casos (23%). Dos casos positivos, 19
(31,1%) foram classificados como fracos e 28 (45,9%) como fortes (Figura 6). Em
56 casos (91,8%) houve marcagdo positiva no citoplasma, sendo 5 (8,2%)
negativos nesta regido das células. Dentre 0s casos com marcagao
citoplasmatica, em 33 (54,1%) a intensidade foi fraca e em 23 (37,7%) forte
(Figura 7). A distribuicdo da positividade para ErbB2 segundo a localizagédo da
lesao primaria estda mostrada na Tabela 3.
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Figura 6. Distribuicdo dos casos de acordo com a positividade e intensidade da marcagéo
imunohistoquimica para ErbB2 em membrana.
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Figura 7. Distribuicdo dos casos de acordo com a positividade e intensidade da marcagéo
imunohistoquimica para ErbB2 no citoplasma.
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Tabela 3. Resultados das reagdes imunohistoquimicas segundo a localizacdo primaria da
leséo.

Localizagao Primaria n (%)

V e . H . .
ariaveis Categorias Boca  Orofaringe Laringe

ErbB2 (membrana) Negativa 9 (20,9) 4 (50) 1(10)
Positiva 34 (79,1) 4 (50) 9 (90)

Intensidade (membrana) 1 23 (53,5) 6 (75) 4 (40)
2 20 (46,5) 2 (25) 6 (60)

ErbB2 (citoplasma) Negativa 2(4,7) 2 (25) 1(10)
Positiva 41 (95,3) 6 (75) 9 (90)

Intensidade (citoplasma) 1 28 (65,1) 5(62,5) 5 (50)
2 15(34,9) 3(37,5 5(50)

FAS 1 31(72,1) 5(62,5) 5(50)

2 12(27,9) 3(37,5 5(50)

Ki-67 <34,7 29 (65,9) 3(37,5 6(60)

> 34,7 15(34,1) 5(62,5) 4 (40)

1: Intensidade de marcacao negativa ou fraca
2: Intensidade de marcag¢ao moderada ou forte

5.3.3. Expressao de Ki-67

Todos os casos da amostra estudada mostraram positividade nuclear para
0 antigeno de proliferacao Ki-67, sendo que a porcentagem de células positivas
variou de 7,4 a 72,9, com média de 34,7. Em 38 casos (61,3%) o indice de
positividade foi menor ou igual a 34,7 e em 24 casos (38,7%) maior que 34,7
(Figura 8). A coloragédo nuclear para Ki-67 foi facilmente identificada e todas as
células marcadas, independentemente da intensidade, foram consideradas como
positivas durante o célculo do indice de positividade para este antigeno (Figura 4
F). A distribuicdo da positividade para o marcador Ki-67 de acordo com o local da

lesdo primaria esta mostrada na Tabela 3.
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Figura 8. Distribuicdo dos casos de acordo com a porcentagem de células positivas para

0 antigeno Ki-67.

5.4. Tipos de Tratamento Recebido pelos Pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram tratados de acordo com o
protocolo vigente no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital
do Cancer A.C. Camargo. Dos casos estudados, 13 pacientes (21%) foram
tratados somente com cirurgia, 38 casos (61,3%) com cirurgia associada a
radioterapia e 2 (3,2%) com cirurgia associada a radioterapia e quimioterapia
(Figura 9). Entretanto, 5 pacientes (8,1%) foram tratados apenas com radioterapia.
A radioterapia foi realizada previamente a cirurgia ou a quimioterapia em 3 casos
(4,8%) e nenhum caso foi tratado somente com quimioterapia. No total, a
quimioterapia foi utilizada em 4 casos associada com a cirurgia e/ou radioterapia.
Ja a radioterapia foi realizada em 48 casos, associada ou ndo aos outros tipos de
tratamento (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicao dos casos de CEC da regido de cabeca e pescogo de acordo com o
tipo de tratamento realizado.

5.5. Presenca de Recorréncias Locais e Metastases

Durante o periodo estudado, 39 pacientes (62,9%) nao apresentaram
nenhuma forma de recorréncia do CEC, entretanto, em 23 casos (37,1%) houve
recorréncia da lesdo. O tempo médio de detecgao das recorréncias do tumor foi de
10,5 meses apos o inicio do tratamento, variando de 3 a 37 meses.

Dos casos que recorreram, 9 (39,1%) foram recidivas locais, em 2 (8,7%) a
recorréncia foi local e regional e em 3 casos (13%) a recorréncia foi local e a
distancia. Apenas 1 paciente (4,5%) teve recorréncia somente regional, 5 casos
(21,7%) recorreram somente a distancia e em 3 casos (13%) a recorréncia foi
regional e a distancia. Nenhum paciente teve os trés tipos de recidivas
simultaneamente. No total, 14 casos (22,58%) recorreram localmente, 6 (9,68%)
em linfonodos regionais e 11 (17,74%) produziram metéstases a distancia para os
pulmbes, o0ssos, cérebro e pele (Figura 10). A distribuicao das recidivas segundo a

localizag&o priméria da lesdo esta demonstrada na Tabela 2.
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Figura 10. Distribuicdo das recorréncias dos CECs da regido de cabeca e pescoco de
acordo com o local.

5.6. Situacao Clinica dos Pacientes até a Data da Ultima Informacéo Obtida

O tempo de seguimento dos pacientes que compuseram esta amostra
variou de 1,6 a 48,2 meses, com uma média de 21,9 meses. De acordo com a
ultima informagao obtida, 34 pacientes (54,8%) evoluiram para 6bito, sendo 30
casos (48,4%) devido a doenca, 3 (4,8%) durante o tratamento e 1 (1,6%) por
outros motivos. Dos pacientes vivos, 23 (37,1%) estavam livres da doenca. Cinco
casos (8,1%) foram perdidos de vista, ou seja, ndo se conseguiu nenhuma

informacéao apds o tratamento (Figura 11).

1,6%

8,1%

Bvivo
37,1% MW morto pela doenca
O morto durante o tratamento
O morto por outras causas
O perdido de vista

4,8%

48,4%

Figura 11. Distribuicdo dos casos de CEC de cabeca e pescoco de acordo com a
situagao clinica na ultima avaliagéo.
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5.7. Correlacoes de Freqiiéncia

A positividade para FAS foi mais intensa nas lesdes histologicamente bem
diferenciadas, no entanto, essa correlagdo nado foi estatisticamente significante
(Tabela 4). Uma observacado importante foi o fato de uma grande porcentagem
(81,25%) das células fortemente positivas para FAS serem também intensamente
marcadas para ErbB2, com correlagéo positiva estatisticamente significante (p =
0,01). Observamos também uma associagdao entre o estadiamento clinico dos
tumores com a expressao de FAS (p = 0,07) (Tabela 4).

A marcacdo para ErbB2 foi correlacionada positivamente com o grau
histolégico dos tumores, sendo as areas bem diferenciadas, com formagéo de
pérolas de queratina, mais fortemente marcadas na membrana plasmatica.
Entretanto, nas areas menos diferenciadas, com maior pleomorfismo celular, a
expressao citoplasmatica de ErbB2 foi mais evidente (Figura 4 D e E). Assim, a
maioria dos tumores bem diferenciados (grau |) apresentou-se positiva para ErbB2
(p = 0,01), sendo esta marcagcdo mais intensa na membrana plasmatica no grau |
do que nos graus Il, lll ou IV (p = 0,01) (Tabela 4).

O estudo estatistico dos nossos resultados revelou também uma
associacao significante entre a idade dos pacientes e a positividade nuclear para o
antigeno Ki-67, sendo a quantidade de células positivas maior em pacientes acima
dos 58 anos (p = 0,05) (Tabela 4). Um achado interessante foi que tanto a
expressao de Ki-67 como a expressao citoplasmatica de ErbB2 foram associadas
ao consumo de alcool (p = 0,07 e p < 0,02, respectivamente) (Tabela 4). Nao
houve associacdo entre a expressao de FAS e ErbB2 com o potencial proliferativo

dos tumores, estimado através do indice de positividade para Ki-67.
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Tabela 4: Relagao entre a expressao imunohistoquimica de FAS, ErbB2 e Ki-67 com as variaveis clinicopatologicas.

Variaveis cIinicopatoIégicas ErbB2 membrana ErbB2 citoplasma FAS Ki-67
Positividade Intensidade Positividade Intensidade Intensidade
N&o Sim 1 2 Nao Sim 1 1 2 <347 5347
Idade (anos) <58 7 (50) 24 (51,1) 15(45,5) 16(57,1) 2(40) 29 (51,8) 18(474) 20(48,8) 11(55) 23(60,5) 9(37,5)*
>58 7 (50) 23(48,9) 18(54,5) 12(42,9) 3(60) 27(48,2) 20(52,6) 21(512) 9(45) 15(39,5) 15(62,5)
Género Masculino (92 9) 43(91,5) 31 (92 9) 25(89,3) 5(100) 51(91,1) 33(86,8) 38(92,7) 17(85) 34(89,5) 22(91,7)
Feminino 1(7,1) 485 2(6,1) 3(107) 0(0) 589 5(132) 3(7.3) 3(15) 4105 2(83)
Habito de Fumar Sim 0(71,4) 41(87,2) 27(81,8) 24(85,7) 4(80) 47(839) 31(81,6) 35(854) 16(80) 30(79) 22(91,7)
Nao 4(28 6) 6(128) 6(182) 4(143) 1(200 9(16,1) 7(184) 6(146) 4(20) 8(21) 2(83)
Consumo de Alcool Sim 6(429) 24(51,1) 16(485) 14(50) 1(20) 29(51,8) 15(39,5) 20(48,8) 9(45) 15(39,5) 15(62,5)
Nao 8(57,1) 23(489) 17(515) 14(50) 4(80) 27(48,2) 23(60,5) 21(51,2) 11(55) 23(60,5) 9(37,5)
Grau histolégico I 1(71) 20(426) 6(18,1) 15(536) 1(20) 20(35,7) 12(31,6) 12(29,3) 9(45) 16(42,1) 5(20,8)
I 9(64,3) 23(48,9) 22(66,7) 10(35,7) 4(80) 28(50,0) 20 (52,6) 22(53,7) 9(45) 19(50) 13(54,2)
+1v 4 (28,6) 485 5(152) 3(107) 0(0) 8(14,3) 6(15.8) 7(17,1)  2(10) 3(79) 6(25)
Estadiamento T T +T2 5(357) 22(468) 16(485) 11(39,3) 1(20) 26(46,4) 16(42,1) 20(488) 6(30) 18(47,4) 9(37)5)
T3+ T4 9(64,3) 25(532) 17(51,5) 17(60,7) 4(80) 30(53.6) 22(57,9) 21(51,2) 14(70) 20(52,6) 15(62,5)
Linfonodos NO 9(64,3) 27(575) 21(636) 15(536) 4(80) 32(57,1) 25(65,8) 26 (63,4) 10(50) 25(65,8) 12(50)
N+ 5(35,7) 20(425) 12(364) 13(464) 1(20) 24(429) 13(34,2) 15(36,6) 10(50) 13(34,2) 12(50)
Margens Cirlirgicas Livres 13(100) 35(854) 28(96,5) 20(80) 5(100) 44(88) 29(87,9) 34(9,9) 14(824) 31(88,6) 16(88,9)
Comprometida 0(0) 6(146) 1(35) (20) 0(0) 6(12) 4(121) 3(8,1) 3(176) 4(114) 2(11,1)
Recorréncia Local Ausente 11(78,6) 36(76,6) 25(758) 22(786) 4(80) 43(76,8) 30(78,9) 31(756) 16(80) 28(73,7) 20(83,3)
Presente 3(14) 11(234) 8(242) 6(214) 1(20) 13(232) 8(21,1) 10(244) 4(20) 10(26,3) 4(16,7)
Recorréncia Cenical Ausente 12(85,7) 43(91,5) 29(87,9) 26(92,9) 5(100) 50(89,3) 34 (89,5) 36(87,8) 19(95) 35(92,1) 21(87,5)
Presente 2(143) 485 4(121) 2(7,1) 0(0) 6(10,7) 4(10,5) 5(12,2) 1(5) 3(79) 3(12)5)
Recorréncia Distancia Ausente 12(85,7) 38(80,9) 27(81,8) 23(82,1) 4(80) 46(82,1) 31(81,6) 36 (87,8) 15(75) 33(86,8) 18(75)
Presente 2(143) 9(19,1) 6(182) 5(179) 1(20) 0(17,9) 7(184) 5(122) 5(25) 5(132) 6(25)
Morte Sim 5(35,7) 22(46,8) 16(485) 11(39,3) 2(40) 25(44,6) 17 (44,7) 20(48,8) 8(40) 18(47,4) 10(41,7)
Nao 9(64,3) 25(532) 17(51,5) 17(60,7) 3(60) 31(554) 21(52:3) 21(51,2) 12(60) 20(52,6) 14(58,3)

*p<0,05, ** p<0,02; 1 = negativo + fraco, 2 = moderado + forte
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5.8. Tempo de Sobrevida Global

De acordo com a andlise de sobrevida global, foi observado que a maioria
dos pacientes evoluiu para 6bito em menos de 16 meses apds o inicio do
tratamento. A sobrevida global apoés 2, 3 e 4 anos de acompanhamento clinico foi
de 55,9%, 43,7% e 27,3% respectivamente (Tabela 5 e Figura 12). Portanto, de
acordo com a ultima informacéao obtida, 28 (45,16%) dos pacientes se encontram
vivos e 34 (54,84%) mortos (Tabela 2).

Segundo a localizagdo da lesdo primaria, os pacientes portadores de
tumores na orofaringe tiveram indices de sobrevida menores que 0s pacientes que
tiveram lesdes localizadas na cavidade oral ou na laringe, porém, essa diferenca
nao foi significativa do ponto de vista estatistico (p = 0,7658) (Figura 13).

Com relacao a positividade e intensidade das marcagdes para ErbB2, seja
esta de membrana plasmatica ou de citoplasma, ndo foram detectadas
associacdes estatisticamente significantes (Tabela 5 e Figuras 14, 15, 16 , 17), o
mesmo ocorrendo com a expressao de FAS (Tabela 5 e Figura 18).

Uma informagdo que se destacou durante a analise dos resultados
imunohistoquimicos foi o fato dos pacientes com indice de positividade para Ki-67
menor ou igual a 34,7 terem sobrevida global mais longa que aqueles com indice
maior que 34,7 (p = 0,03) (Tabela 5 e Figura 19).
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Tabela 5: Analise da sobrevida global de acordo com a marcagao imunohistoquimica.

Variavei Categoria Sobrevida acumulada (%) p
ariaveis
2anos 3anos 4anos
Global 55,9 43,7 27,3
ErbB2 (membrana) Negativa 50,0 50,0 25,0 0,6175
Positiva 57,4 40,0 30,0
Intensidade (membrana) 1 62,3 542 32,5 0,1943
2 48,1 28,9 28,9
ErbB2 (citoplasma) Negativa 40,0 40,0 40,0 0,6406

Positiva 57,2 43,6 249

55,0 45,0 37,5 0,6552

Intensidade (citoplasma) 1
2 56,5 3,1 0,0

FAS 1 55,8 52,2 31,3  0,3449
2 53,0 29,0 29,0

Ki-67 <347 64,8 50,8 30,5 0,0316
> 34,7 41,1 32,0 32,0

1: Intensidade de marcacao negativa ou fraca
2: Intensidade de marcacdo moderada ou forte

1,007
0,757
0,50

0,257

probabilidade de sobrevivéncia

0’007 T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 49
meses

Figura 12. Andlise de sobrevida global para todos os casos, de acordo com o tempo de
seguimento.
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Figura 13. Andlise de sobrevida global de acordo com a localizagao do tumor primario.
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Figura 14. Andlise de sobrevida global de acordo com a positividade para ErbB2 em
membrana plasmatica.
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Figura 15. Analise de sobrevida global de acordo com a intensidade das reagdes
imunohistoquimicas para ErbB2 em membrana plasmatica.
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Figura 16. Analise de sobrevida global de acordo com a positividade da marcagao
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Figura 17. Analise de sobrevida global de acordo com a intensidade das reacdes
imunohistoquimicas para ErbB2 no citoplasma.
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Figura 18. Analise de sobrevida global de acordo com a intensidade das racdes
imunohistoquimicas para deteccao de FAS.
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Figura 19. Anadlise de sobrevida global de acordo com a positividade para o antigeno Ki-
67.

5.9. Tempo de Sobrevida Livre de Doenca

O tempo de sobrevivéncia livre de doenca, ou seja, o tempo de
acompanhamento no qual o paciente permaneceu sem recorréncias ou
metastases, foi de 10,5 meses apds o inicio do tratamento, variando de 3 a 37
meses. A sobrevida livre de doenca apds 2, 3 ou 4 anos de acompanhamento foi
de 62,1%, 58,8% e 49,7% respectivamente (Tabela 6 e Figura 20). Dos 62
pacientes incluidos neste trabalho, 23 (37,1%) tiveram recorréncia local, regional
ou a distancia.

Nao foram detectadas associacdes entre a positividade imunohistoquimica
para FAS, ErbB2 ou Ki-67 e o periodo de sobrevivéncia livre de doenca (Tabela 6
e Figuras 21, 22, 23, 24, 25 e 26).
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Tabela 6: Analise do periodo de sobrevida livre de doenca, de acordo com a marcacao
imunohistoquimica para FAS, ErbB2 ou Ki-67.

Variaveis Categoria Sobrevida acumulada (%) p
2anos 3anos 4anos

Global 62,1 58,8 49,7

ErbB2 (membrana) Negativa 68,0 68,0 48,6 0,9249
Positiva 60,2 55,2 55,2

Intensidade (membrana) 1 60,2 60,2 50,2 0,9962
2 63,8 53,1 53,1

ErbB2 (citoplasma) Negativa 55,6 55,6 55,6 0,7932
Positiva 62,5 58,7 48,0

Intensidade (citoplasma) 1 61,2 61,2 51,0 0,7665
2 61,5 47,9 47,9

FAS 1 67,8 63,1 52,6 0,5483
2 55,4 55,4 55,4

Ki-67 < 34,7 66,9 62,4 52,0 0,2248

> 34,7 53,4 53,4 53,4

1: Intensidade de marcacao negativa ou fraca
2: Intensidade de marcag¢ao moderada ou forte
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Figura 20. Andlise da sobrevida livre de doenga de acordo com o tempo de seguimento.
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Figura 21. Analise da sobrevida livre de doenga de acordo com a positividade para ErbB2
em membrana plasmatica.
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Figura 22. Analise da sobrevida livre de doenga de acordo com a intensidade das
marcagdes imunohistoquimicas para ErbB2 na membrana plasmatica.
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Figura 23. Anadlise da sobrevida livre de doenca de acordo com a positividade para ErbB2
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Figura 24. Andlise da sobrevida livre de doenga de acordo com a intensidade da
marcagao para ErbB2 no citoplasma.
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Figura 25. Andlise da sobrevida livre de doenga de acordo com a intensidade da
marcacao imunohistoquimica para FAS.

(]
§ 1,00
(@]
©
3 0,751
()
= | T e <347
- 050
2 > 34,7
® 0,25
8
@ p=0,2248
O’OOA T T T T T T T T T

meses
Figura 26. Andlise da sobrevida livre de doenca de acordo com o indice de positividade
para o antigeno Ki-67.
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6. DISCUSSAO
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6. Discussao

Existem diversas evidéncias recentes na literatura que sugerem um papel
fundamental para a biossintese enddgena de acidos graxos na patogénese de
neoplasias malignas. Um numero crescente de estudos mostrando que a
expressao de FAS esta elevada em diversos tumores humanos (Epstein et al.,
1995; Pizer et al., 1996; Alo et al., 1996; Krontiras et al., 1999; Oskouian, 2000;
Piyathilake et al., 2000; Swinnen et al., 2000; Alo et al., 2000; Dhanasekaran et al.,
2001; Welsh et al., 2001; Wang et al., 2001; Kusakabe et al., 2002; Swinnen et al.,
2002; Kusakabe et al., 2002; Rossi et al., 2003; Visca et al., 2003; Innocenzi et al.,
2003, Takahiro et al., 2003) vem sendo publicado a cada ano. Esta alta producao
de FAS provavelmente confere vantagens para a sobrevivéncia e o crescimento
das células malignas, pois se correlaciona positivamente, em tumores de prostata,
mama, ovario, colon, melanoma e sarcomas de partes moles (Epstein et al., 1995;
Alo et al., 1996, Gansler et al., 1997, Visca et al., 1999; Alo et al., 2000, Oskouian,
2000; Innocenzi et al., 2003; Takahiro et al., 2003) com um pior prognostico para
0s pacientes. Segundo alguns autores, as neoplasias malignas que expressam
altas quantidades de FAS possuem um comportamento biolégico mais agressivo,
se comparadas com aquelas que produzem relativamente menos desta enzima
(Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Vlad et al., 1999;
Kuhajda, 2000; Myers et al., 2001; Baron et al., 2003). Portanto, FAS vem se
tornando um atraente candidato a fator prognéstico, apesar de alguns trabalhos
nao terem encontrado significativa associacdo entre a sobrevivéncia dos pacientes
e a intensidade da sua marcagao imunohistoquimica (Kuhajda, 2000; Rashid et al.,
1997) e outros sugerirem uma maior expressao em lesdes bem diferenciadas,
como é aparentemente o caso dos CECs intrabucais (Krontiras et al., 1999; Silva
et al, 2004). Um trabalho recente realizado através da tecnologia dos
“microarrays” de cDNA (Ramaswamy et al, 2003) comparou o padrdo de

expressao génica das metastases e suas respectivas lesdes primarias de diversas
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neoplasias e revelou um grupo de genes relacionados com o potencial
metastatico, dentre os quais estava o gene que codifica FAS.

A producéo anormal de FAS pode ser o reflexo de um descontrole do ciclo
celular, ou seja, uma alta atividade proliferativa aumentaria a necessidade de
acidos graxos para a sintese das membranas celulares necessarias para que
ocorra a mitose. Pizer et al. (1998) encontraram uma correlagcao positiva entre os
marcadores de proliferacao Ki-67 e PCNA com a expressao de FAS em tumores
de endométrio, entretanto, no presente trabalho ndo houve correlagdo
estatisticamente significativa entre a producao de FAS e a positividade para Ki-67.
A expressdo de Ki-67 teve, em nossas amostras, uma relagdo estatisticamente
significante com um menor tempo de sobrevida global (Figura 19, p=0,03), o que
também ja foi demonstrado por outros autores em CECs de cabeca e pescoco
(Sittel et al.,, 1999; Liu et al., 2003) e outras neoplasias malignas (Ueda et al.,
1989; Rudolph et al., 1997; Heslin et al., 1998; Sholzen & Gerdes, 2000;
Takahashi et al., 2002; Bozlu et al., 2002; Wozniak et al., 2002; Tejido Sanchez et
al., 2002). O fato da positividade para FAS nao estar associada a expressao de Ki-
67 no presente estudo ndo € uma surpresa, pois FAS foi mais expressa nas
lesdes histologicamente bem diferenciadas. Curiosamente, nos experimentos com
quatro diferentes linhagens celulares derivadas de CEC bucal realizados por
Agostini et al. (2004), a linhagem celular que mais proliferou ndo foi a mesma que
apresentou maior expressao de FAS.

Trabalhos experimentais tém demonstrado que a atividade enzimatica de
FAS é essencial para a sobrevivéncia das células cancerosas, pois a sua inibicao
especifica € capaz de reduzir a proliferacado celular ao bloquear a replicagdo do
DNA, causando apoptose (Furuya et al., 1997, Pizer et al., 1998, Li et al., 2001;
Zhou et al., 2003). O mecanismo envolvido na comunicacao entre a progressao do
ciclo celular e a biossintese enddgena de acidos graxos ainda ndo esta elucidado.
Entretanto, estudos recentes usando uma linhagem celular derivada de um
adenocarcinoma de prostata dependente de andrégeno (LNCaP) mostraram que a
atividade de FAS é necesséria para o fornecimento dos fosfolipidios da membrana
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celular (Swinnen et al., 2003). Estes achados indicam que uma aceleragcao no
processo de sintese de acidos graxos pode ser requerida para que haja altos
niveis de proliferagdo celular, além do que modificacbes na composicao lipidica
das membranas, como conseqiiéncia de uma expressao anormal de FAS, podem
ter efeitos profundos nas vias de transducdo de sinal (Baron et al., 2003). No
presente estudo, uma expressao alta de FAS foi observada nos CECs de cabeca
e pescoco, em comparacao com o epitélio morfologicamente normal adjacente.
Parece haver também um gradativo aumento na expressdo de FAS, quando se
compara o epitélio normal com lesdes displasicas e com os CECs bucais (Silva &
Graner, dados nao publicados). Enquanto que no epitélio morfologicamente
normal FAS € produzida somente pelas células da camada basal, nas displasias
epiteliais e CECs a alta expressado ocorre em praticamente todas as células. Na
amostra do presente trabalho houve uma maior expressao de FAS nos tumores
com estadiamento clinico entre T1 e T2 e nas lesbes histologicamente bem
diferenciadas, o que esta de acordo com o trabalho prévio de Krontiras et al.
(1999).

A expressdao de FAS é controlada por andrégenos ou pelo fator de
crescimento EGF em células de cancer de préstata (Swinnen et al., 1997; Swinnen
et al., 2000) e por progesterona em linhagens celulares de cancer de mama
(Lacasa et al., 2001). Androgenos parecem nao ser importantes na patogénese
dos CECs bucais, pois ha somente um trabalho na literatura relatando uma
elevada expressao de RA em leucoplasias e CECs bucais (Bassalyk et al., 1987),
0 que nao foi confirmado posteriormente por Nehse & Tunn (1994). No presente
trabalho nao foi possivel detectar, através de reacdes imunohistoquimicas com
anticorpos altamente especificos, a presenca da proteina RA em amostras de
CECs de cabecga e pescoco. Por outro lado, um grande numero de trabalhos
mostra uma possivel associacao entre a alta expressdo de EGFR ou de ErbB2 em
CECs bucais (O-charoenrat et al., 2000; O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al.,
2003). Experimentos realizados no Laboratério de Patologia Bucal da
FOP/UNICAMP (Agostini et al., 2004) detectaram uma alta producéo de EGFR e
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de ErbB2 em linhagens celulares derivadas de CECs de lingua, ao passo que a
quantidade da proteina RA foi muito baixa. Neste mesmo trabalho foi demonstrado
que concentracdes altas (na ordem de nM) do fator de crescimento EGF inibem a
producdo de FAS ao mesmo tempo em que reduzem o crescimento celular,
reforgando uma possivel conexao entre esta enzima e a multiplicagédo das células
de CEC bucal.

Os resultados do presente trabalho mostraram que a expressao de ErbB2
em membrana celular ocorreu em areas de maior diferenciacao celular, enquanto
que a positividade citoplasmatica estava presente nas regides indiferenciadas. Isto
provavelmente reflete a ativacao e internalizacao do receptor, gerando sinais para
a proliferacdo celular e para sua posterior protedlise pelo sistema ubiquitina-
proteossomo. A expressao forcada da proteina ErbB2 em células epiteliais de
mama é capaz de ativar a expressao de FAS (Kumar-Sinha et al., 2003), sendo as
células produtoras de grandes quantidades deste receptor de superficie as mais
susceptiveis a apoptose induzida por c75. O oncogene ErbB2 esta bem
caracterizado e conhecido como uma molécula essencial para a patogénese dos
tumores de mama, sendo relacionado com um pior progndéstico (Slamon, 1987;
Hou et al., 1992; Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1998; Wilkman et al., 1998;
Xia et al., 1999; Werkmeister et al., 2000; Bei et al.,, 2001; Khan et al., 2002).
Neste estudo, apresentamos as primeiras evidéncias da associacdo entre a
expressao de FAS e de ErbB2 em amostras de CEC de cabeca e pescocgo
(p=0,01), sugerindo que em queratindcitos bucais, a transformacdo maligna
depende da estimulacdo de FAS por ErbB2. A co-expressdo destas duas
proteinas em lesées bem diferenciadas pode ainda ser util para a identificagéo de
tumores que apresentam comportamentos clinicos distintos.

Inibidores farmacolégicos especificos da atividade de FAS, como o produto
natural cerulenina e o composto sintético ¢75 possuem efeitos seletivos sobre a
proliferagdo de células tumorais em cultura (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998;
Kuhajda, 2000; Li et al, 2001). A inibicdo da sintese de acidos graxos causa

também a diminuicdo do tamanho de tumores em modelos xenograficos (Pizer et
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al., 1996). Segundo estes autores, ocorreu uma significativa redugéo das lesdes
provocadas em camundongos pela injecdo de células de uma linhagem de cancer
de ovario (OVCAR-3), o que prolongou a vida dos animais. Da mesma forma,
células derivadas de cancer de mama (MCF-7) implantadas nos tecidos
subcutadneos de camundongos mostraram inibicao da sintese de acidos graxos,
apoptose e reducado do tamanho dos tumores apéds o inicio do tratamento com c-
75 (Pizer et al., 2000). Apesar do mecanismo exato pelo qual a inibicado de FAS
desencadeia apoptose ndo estar totalmente elucidado (Pizer et al., 2000; Li et al.,
2001; Thupari et al., 2001; Kumar-Sinha et al., 2003), foi recentemente descrito
por Zhou et al. (2003) que a inibicdo da atividade de FAS reduz a incorporagéo de
fosfolipidios nas membranas ao mesmo tempo em que aumenta a oxidacdo
destes, além de provocar acumulo do precursor malonil-CoA. Segundo estes
autores, o excesso de malonil-CoA é responsavel pela inducdo da morte por
apoptose. De fato, estudos experimentais realizados em nosso laboratério
mostraram que a atividade de FAS é essencial para a proliferacao de linhagens de
CEC bucal, pois o tratamento com cerulenina inibiu drasticamente o crescimento
destas (Agostini et al., 2004). Guo et al. (2003) demonstraram que a cerulenina
inibe a sintese de 4cidos graxos em amostras teciduais frescas de CECs bucais, 0
que ocorre em menor extensdo em fragmentos de mucosa clinicamente normal.
Apesar da grande quantidade de evidéncias apontando a sintese endbégena
de acidos graxos como necessdaria para a proliferacdo somente de células
malignas, sem qualquer efeito sobre células ou tecidos nao neoplasicos,
resultados recentes de nosso grupo mostram que cerulenina também bloqueia a
proliferagdo de fibroblastos normais e de fibroblastos derivados de fibromatose
gengival hereditaria em culturas primarias (‘Almeida et al., 2004). Isto é
especialmente importante e deve ser melhor estudado para o desenvolvimento de

terapias anti-neoplasicas baseadas na inibicao de FAS.

! Almeida JP, Silva SD, Vargas PA, Coletta RD, Loda M, Graner E. Androgen-driven fatty acid
synthase expression up regulates the proliferation of fibroblasts isolated from hereditary gingival
fibromatosis. Em fase de elaboracéo.
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Em resumo, nossos resultados demonstram que FAS e ErbB2 sao
simultaneamente expressos nos 62 casos de CEC de cabega e pescoco
estudados neste trabalho, sugerindo que ErbB2 regula a expressao de FAS nestes
tumores. Além do mais, os pacientes cujos CECs expressaram altos niveis de Ki-
67 tiveram um tempo de sobrevida significantemente menor do que aqueles que

mostraram baixa expressao deste antigeno.
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7. CONCLUSOES
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7. Conclusoes

1. FAS é expressa em CECs de cabeca e pescoco humanos.

2. Tumores histologicamente bem diferenciados apresentam maior expressao
de FAS e de ErbB2.

3. Ha maior expresséo de ErbB2 na membrana celular em &reas de maior
diferenciacdo celular, enquanto que a positividade citoplasmatica ocorre

nas areas indiferenciadas.

4. Pacientes cujos CECs expressaram maiores quantidades do antigeno Ki-67

tiveram indices de sobrevivéncia global menores.
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HOSPITAL DO CANCER -DEPARTAMENTO DE CABECA E PESCOCO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

Registro Hospitalar...........ocueeviieiieenieeiieeeeeeeeeeee e |1 1]
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TAAdE (AN0S)......uuvreieeeeeecieeeee ettt e e et e e e e e et e e e e e naarreeaeeeas
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Grupo étnico (1) branco (2) NA0-DrancCo.......ccceecveerciieriieeeiieerieenieeeieesee e
Tempo de QUEIXA (IMESES)...ccveerriirriierieeriieriee et et ste et eebee st e st e st e

LoCaliZaglo CID.....cc.uiiiuiieiieeiieeiee ettt ettt ste et eesaesebeesaneens
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Vivo sem doenga(l) Vivo com doenga(2) Morto pela doenga(3)
Morto durante o tratamento(4) Morto por outras causas(5) Perdido de vista(6)
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