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I- Marcadores de metistase linfonodal em carcinoma espinocelular de

cavidade oral

Resumo

A habilidade do carcinoma espinocelular de cavidade oral de metastatizar
para linfonodos nem sempre esta relacionada ao estadio clinico. O objetivo deste
estudo foi identificar marcadores histopatologicos e/ou moleculares associados ao
desenvolvimento de metastase linfonodal analisando dois grupos clinicos
extremos. (A) pacientes com tumores primarios pequenos (T1, T2) com
linfonodos metastaticos e (B) pacientes com tumores primarios grandes (T3, T4)
sem metastase regional compuseram os grupos estudados. ComparacSes entre os
grupos foram realizadas com o teste Mann-Whitney e associages entre as
varidveis 'foram avaliadas usando testes correlacionais paramétricos e nfo-
paramétricos. Grau de queratinizagéio foi significativamente menor em tumores
primarios com linfonodos metastaticos (p< 0,01). Grau de queratinizagdo estava
associado significativamente com pleomorfismo nuclear (p= 0,02), nimero de
mitoses (p= 0,02), estigio de invasiio (p= 0,002), e expressdo de p53 (p= 0,04),

independentemente do estadio clinico do tumor. Outras caracteristicas



microscopicas ¢ marcadores imunohistoquimicos nfo foram diferentes entre os
grupos (p> 0,05). Estes dados indicam que ainda ndo ha um fator superior ao grau
de queratinizagdo para identificar pacientes de alto risco para desenvolvimento de

metdstase regional.



Abstract

The ability of oral squamous cel! carcinoma to metastasize to lymph nodes
does not always show a relationship with clinical staging. The aim of this study
was an attempt to define a trend for predictive histopathological and/or molecular
biomarkers for the development of nodal metastasis analyzing two clinical
extremes groups. (A) patients with small primary fumors (T1, T2) with lymph
node metastasis and (B) patients with large primary tumors (T3, T4) without
 metastatic disease composed the group study. Group comparisons were made
using a Mann-Whitney test, and associations among variables were assessed
using nonparametric and parametric correlational analyses. Degree of
keratinization was significantly less in primary tumors with lymph node
metastasis (p< 0.01). Degree of keratinization was associated significantly with
nuclear pléomorphism (p= 0.02), number of mitoses (p= 0.02), stage of mvasion
(p=0.002), and p-53 expression (p= 0.04), independent of clinical stage of tumor.
Other microscopic features and immunohistocheq;ical markers did not differ
significantly between groups (p> 0.05). These data inciicate that there is not yet a
single predictive parameter superior to the degree of keratinization to identify

patients at risk for the development of regional metastasis.



Introducio

O progndstico do carcinoma espmnocelular de cavidade oral é
extremamente variado. Para facilitar o planejamento do tratamento e obter
informagGes com relagdo ao progndstico, estadiamento clinico usualmente é
utilizado. O sistema de estadiamento clinico TNM tem sido adotadb em todo o
mundo tornando padronizado o critério para avaliar a extensdo do tumor e
facilitando desta forma trocas de informagGes entre instituicSes. Este sistema
avalia o tamanho do tumor primario (T), o envolvimento de linfonodos regionais
(N) ¢ a presenga de metastase & distdncia (M) (Hermanek & Sobin, 1987).

Normalmente pacientes com tumores avangados t&€m pior progndstico,
sendo a presen¢a de metastase regional o mais importante indicador de sobrevida
(Farr et al., 1980). Geralmente € aceito que pacientes com um tnico linfonodo
ipsilateral . positivo apresenta redugédo na sobrevida de 50% (Batsakis, 1979). O
desenvolvimento de metastase linfonodal fregiientemente esté relacionado com o
tamapho do tumor primério. Tem sido demonstrado que carcinomas
espinocelulares T1 de lingua e T1 de assoatho bucal apresentam linfonodos
positivos em 14% e 11% dos casos, respectivamente; enquanto T4 de lingua e

T4 de assoalho bucal manifestam prevaléncia de metastase cervical de 76,5% ¢



53,5% (Lindberg, 1972). Entretanto, paradoxalmente, pequenos tumores podem
desenvolver doenga no pescogo € terem um pobre progndstico, e | tumores
primarios grandes podem nfio desenvolver metastase em linfonodos e terem bom
prognostico.,

Embora 0 TNM seja usado rotineiramente, ndo ¢ sempre preciso em
avaliar cancer de cabega ¢ pescogo, visto que este sisteima apenas determina o
tamanho ¢ localizagdo do tumor e nfo antecipa o potencial metastatico. Além
disso, o exame clinico pode identificar apenas metastase regional com acurdcia de
aproximadamente 70% (Bergman et al., 1994). Embora vanas formas de exames
de imagem como tomografia computadorizada, ressonincia nuclear magnética e
ultra-sonografia possam melhorar essa porcentagem, eles nio detectam doenga
microscopica (Stem et al,, 1990; van den Brekel et al., 1991, Wilson et al,,
1994).

Cofn o objetivo de identificar tumores que desenvolveric metastase
linfonodal, as caracteristicas histopatologicas dos tumores primarios t€ém sido
avaliada. Entre as caracteristicas investigadas, profundidade microscépica de
invasdo tem sidol demonstrada correlacionar diretamente com — metastase

linfonodal (Ambrosch et al., 1995). Grau de diferenciago celular tambem tem



sido considerado como um importante fator prognéstico para prever metastase
regional (Woolgar & Scott, 1995).

Durante a wltima década, védrios marcadores moleculares tém sido
investigados como possiveis indicadores de comportamento dos tumores. Entre
esses genes, 0 p-33 € o mais comumente estudado, além de outros como o bel-2,
c-erbB-2 ¢ PCNA. Embora varios estudos tenham investigado o potencial desses
biomarcadores em carcinoma espinocelular de cavidade oral, ndo ha um consenso

de um marcador para prognostico (Tsujimoto et al., 1985; Levine et al., 1994;

Tsai & Jin, 1995).



Materiais e Métodos

Pacientes

Prontuarios médicos de 315 pacientes com carcinoma espinocelular de
cavidade oral atendidos entre fevereiro de 1991 e julho de 1999 no
Departamento de Cirurgia Oral ¢ Maxilofacial, Universidade de Maryland,
foram revistos. Dez pacientes com tumores primarios pequenos ¢ metéastase
regional (T1T2N+) e 10 pacientes com tumores primarios avangados sem
envolvimento de linfonodos (T3T4NO) foram selecionados para este estudo.
Dados referentes a idade, sexo, raga, local do tumor, estadio T, estadio N,
estadio M, tratamento, recorréncia/metastase, seguimento e situacdo na ultima

consulta foram registrados (Tabelas 1 e 2).

Andlise histopatologica

As laminas dos espécimes cirdrgicos foram revistas sem as informagdes
clinicas. Os tumores foram classificados de acordo com ¢ sistema proposto por

Amneroth et al. (1987). Esta classificagdo apresenta seis itens: a) queratinizagio,



b) pleomorfismo nuclear, ¢) nimero de mitoses, d) padrio de invasdo, ) estigio
de mvasdo e f) mfiltracdo linfo-plasmocitiria. Cada tumor foi claésiﬁcado
seguindo um escala de 4 pontos de acordo com os itens descritos acima (Tabela
3). Os tumores foram também analisados de acordo com a profundidade de

invasdo em milimetros.
Andlise imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 5pum de espessura de tecidos incluidos em
parafina e montados em slides de vidro. Os cortes foram desparafinados em 3
trocas de xilol (5, 5 e 2 minutos) seguidos de 2 trocas de 2 minutos cada em
alcool etilico 100% e 95%. A reativagdo antigénica foi realizada colocando os
cortes em um 1ecipiente com solugdo citrato (Biogenex CA-USA, HK086-9K), e
este recipiénte foi colocado dentro de uma panela de pressfio plastica, e todo esse
conjunto foi colocado dentro do microondas.

Os cortes foram tratados em dois ciclos de 15 min cada, em poténcia
maxima ¢ poténeia 4, respectivamente. Atividéde da peroxidase eﬁdégena foi
bloqueada com peroxido de hidrogénio a 3% ¢ proteina ndo especifica foi

bloqueada com reagente bloqueador universal (Biogenex CA-USA, HK085-5K).



Os cortes foram posteriormente lavados com solugdio fosfato tamponado (PBS:
phosphate-buffered saline) ¢ incubados por 1 hora com os seguite aﬁticorpos
primarios:

a) p-33 (Biogenex CA-USA, MU195-UC) 1:50

b) PCNA (Dako A/S, Denmark, M0879) 1:50

¢) bel-2 (Biogenex CA-USA, MU287-UC) 1:20

d) c-erbB-2 (Dako S/A, Denmark, A0485) 1:200

e) Hsp47 (StressGen, SPA-470) 1:1000

f) EMS-1 (Upstate, p80/85) 1:500

Apéds 2 lavagens com PBS, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario por 30 min (Biogenex CA-USA, HK268-UK), sendo posteriormente
lavados 2 vezes com PBS. Complexo Estreptoavidina/biotina (Dako, Denmark,
K0377) foi aplicado por 30 min e apds 2 lavagens de 2 min cada com PBS, os
cortes fo‘ram corados com diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com
hematoxilina de Harris.

A positividade da reagdo imunohistoquimica foi classificada como ; -
(negativo, positividade entre 0 e 5%), + (fraco; entre 5% e 25%), ++ (moderado,

entre 25% e 50%), e +++ (forte; mais que 50% das células tumorais).



Andalise estatistica

Comparagdes entre os grupos foram realizadas usando o teste Mann-
Whitney e associagles entre as varidveis foram avaliadas usando analises
paramétricas e nfo-paramétricas. SignificAncia estatistica foi estabelecida em 5%

(p<0,05).
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Tabela 1. Distribuicio dos pacientes T1 T2 N+ de acordo com os dados

clinicos.
caso  idade sexo raga  [ocal T N M tratamento recorréncia/  seguimento situacio
metistase meses

H 50 M B assoalho 1 0 0 RC+ESOH PeSCaso 107 vivo

2 62 M B retromolar 1 1 0  RCHECR+RXT local 12 falecido

3 61 M N asseathe 2 2¢ 0 RCHECRBHRXT pescoso 8 falecido

4 18 M B retromolar 2 1 0  RCHECR+RXT nio 53 vive

5 &0 M B lingua 2 0 0  RC+ESOHB+  pescogo + pulméo 12 falecido
RXT

6 50 F B lingua 2 1 0 RC+EBOHB+ ndo 26 vivo
RXT

7 73 F B assoatho 2 0 O RC+ESOH pescogo 22 vivo

8 &0 M B lingua 2 1 0 RCHESOHARXT nio 4 falecido*

9 52 M B assoalhe 2 2b 0 RXT residual 9 falecido

1G 70 M B retromolar 2 1 0  RCHECRARXT pulmio 36 falecido

*desenvolveu segundo tumor primério na cavidade oral

RC- ressecgfio cirmgica, ESOH- esvaziamento supra-omo-hioidee, ESOHB- esvaziamento supra-omo-hioideo bilateral,

ECR- esvaziamento cervical radical, ECRB- esvaziamento cervical radical biiaxerai, RXT- radicterapia

11



Tabela 2. Distribuicio dos pacientes T3 T4 NO de acordo com os dados

clinices.
caso idade sexo raga  local N M tratamento recorréncia/  seguimento sitnagio
metastase meses

1 67 M N assoalho 0 0 RCHESOHA+ECR+ ndo 99 vivo
RXT

2 75 F B assoalho 0 0 RC+ESOHB+ local 30 falecido
RXT

3 61 M B Tetromolar 0 0 RCHECR4RXT nfip 63 vivo

4 66 M B lingua 0 0 RCHECR+RXT pulmdo 18 falecido

5 60 F B lingua ¢ 0 RCHESOHB+ nio 31 falecido*®
BRXT

& 33 M N lingua 0 0 RC+ECRH+RXT pulmiio 30 falecido

7 51 F B assoalho 0 0 RC+ESOH+ECR+ ndo 49 vivo
RXT

8 59 F B retromolar 0 0 RCH+ECR+RXT nio 31 vivo

9 41 M B lingua 0 0 RCHECR+FRXT ndo 18 vivo

10 448 M B assoalho 0 0 RCHESOH+ECR+ ndo 37 vivo
RXT

*morreu de causa pfio associada ao céncer
RC- ressecpfio cinirgica, ESOH- esvaziamento supra-omo-hivideo, ESOHB- esvaziamento supra-omo-hicideo bilateral,

ECR- esvaziamento cervical radical, ECRB- esvaziamento cervical radical bilateral, RXT- radioterapia

12



Tabela 3. Sistema para graduacde da malignidade do carcinoma

espinocelular de cavidade oral*.

Grau histolégico de malignidade da populacio de células tumorais

Parimetro 1 2 3 4
morfelagico
Grau de Altamente Moderadamente | Pobremente Nao
queratinizagdo | queratinizado queratinizado queratinizado Queratinizado
(> 50% das (20a50%das [(5a20% das {0 a 5% das
celulas) células) células) células)
Pleomorfismo  {Pouce Moderadamente ; Abundante Extremo
nuclear pleomorfismo | abundante pleomorfismo | pleomorfismo
nuclear (> 75% {pleomorfismo  |nuclear (25 a nuclear (0 a 25%
de células nuclear (50 a 50% de células |de células
diferenciadasy  [75% de células {diferenciadas) | diferenciadas)
diferenciadas)
Nitmero de
Mitoses Qal 2a3 4as >5
Grau histoldgico de malignidade da relacio tumor-hospedeiro
Parimetro i 2 3 4
morfologico
© {Padrio de Margens de Margens Pequenos grupos| Acentuada e ‘l
Invasio infiltracgo bem | infiltrativas em | ou cordas de Dispersa
delineadas cordas ou bandas; células Dissociagio
infiltrativas celular em
(n>15) pequenos grupos
de células (n< 15)
e/ou células
isoladas
Estagio de Carcinoma in Invasdo evidente,| Invasdo adjacentd Extensiva invasdg
Tnvasio situ e/ou mas envolvendo | a masculos, Envolvendo a
questionavel somente Jdmina | glandulas maior parte do
invasio propria salivares e estroma e
peridsteo infiltrando osso
Infiltrado linfo- :
plasmocitario Acentuado Moderado Discreto Ausente

* Anneroth et al. {1987).
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Resultados
Andlise histopatologica

0 éau de queratinizagdo foi alto (mais que 50% das células tumorais) em
todos os 10 casos do grupo T3T4NO (classificagdo 1). Entretanto, somente 5
tumores T1T2N+ apresentaram-se altamente queratinizado (classifica¢io 1). Em
outros 4 casos deste grupo, queratinizagio foi observada em 20 a 50% das células
tumorais (classificagdo 2) e em ! tumor (caso 10), menos que 20% das células
eram queratinizadas (classificacio 3). O grau de queratinizagho foi
estatisticamente menor em tumores T1T2N+ comparados aos tumores T3T4NO
(p=0,01). Emﬁora tumores TIT2N+ tiveram alta porcentagem de células com
pleomorfismo celular, a diferen¢a nfo foi estatisticamente significante. O nlimero
de mjtosés foi discretamente maior nos tumores T3T4NO com 6 casos
apresentando de 2 a 5 nﬁtoses por campo (classificagdes 2 e 3). Nos tamores
T1T2N+, esta caracteristica foi observada em 4 casos. Entretanto, a diferenga
entre os grupos ndo foi significante. Padrio de invasfo foi mais ihﬁltrativo nos
tumores T1T2N+ mas sem diferenca estatistica. Estdgio de invasdo e infiltrado

linfo-plasmocitario foram similares entre os grupos (Tabela 4). Analisando a
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soma dos valores de todos os itens, ndo foi observada diferenca estatistica entre
0S grupos. |

A profundidade de invasdo nos tumores T1T2N+ variou de 4 a 22mm
(média de 9,9mm) enquanto nos tumores T3T4NO variou de 6 a 23mm (média de
11,2mm). Embora a profundidade de mvasio tenha sido menor em tumores

T1'T2N+, a diferenga ndo fo1 significante.
Andlise imunohistoquimica

O namero de casos classificados como +++ (positividade em mais que
50% das células tumorais) para p53 foi discretamente maior em tumores TIT2N+
em relagdo aos tumores T3T4MO, entretanto ndo foi observada diferenga
estatisticamente significante. Dois padrdes da expressio de bel-2 foram
analisadoé, nuclear e citoplasmatico. Positividade nuclear ¢ citoplasmatica para o
bel-2 foi maior no grupo TIT2N+, mas ndo fot observada diferenga estatistica.
PCNA foi alto nos dois grupos sem diferenga estatistica entre eles. A positividade
do c-erbB-2 (membranoso ¢ citoplasmatico) foi discretamente maior em tumores

T3T4NO, mas também nio foram diferentes entre os grupos. Da mesma maneira,

15



as expressdes de EMS-1 (membranoso e citoplasmatico) e Hsp47 ndo foram
diferentes entre os grupos TIT2N+ e T3T4NO (Tabela 5). |
Analisando associagbes entre as caracteristicas histopatolégicas e
tmunohistoquimicas, foi observado que o grau de queratinizagio estava associado
significativamente com o pleomorfismo nuclear (r=0,56; p=0,02), nGmero de
mitoses (r=0,55; p=0,02), estagio de invasdo (r=0,70; p=0,002), e expressdo de
p33 (r=0,50; p=0,04), independentemente do estadio clinico do tumor. Tumores
que apresentaram-se altamente queratinizados tiveram menor pleomorfismo
nuclear, menor nimero de mitoses, menor invasdo e menor expressio de p53. Por
outro lado, tumores com baixa porcentagem de células queratimzadas, tiveram
maior pleomorfismo nuclear, maior nimero de mitoses, maior invasfdo e maior

expressdo de p33.

Na andlise da associagdo das caracteristicas clinicas e histopatologicas
com recorréncia, metastase e sobrevida, foi observado que pacientes com
turnores que apresentaram recorréncia, metastase regional ou a distancia tiveram
menor sobrevida (r=0,73; p=0,00). Recérréncias foram observadas mais
comumente em tumores T1T2N+ (=0,40; p=0,08). Embora queratiniza¢io tenha
sido diferente entre os grupos (T1/T2N+ e T3/T4NO) sendo maior em pacientes

sem metastase linfonodal, esta caracteristica nfo foi diretamente associada com

16



recorréncia ou sobrevida. Entretanto, recorréncia foi observada estar
moderadamente associada a outras caracteristicas histopatolégicas: infiltragio

linfo-plasmocitaria (=0,43; p= 0,06} ¢ padrio de invasio (r=0,40; p=0,08).

17



Tabela 4. Distribuicio dos grupoes de acordo com as ecaracteristicas

histopatolodgicas.
Grupos T1T2N+ T3T4NO
Classificacio 1 2 3 4 1 2 3 4 p*
Queratinizacdo 5 4 1 0 10 0 0 O 0,01
Pleomorfismo nuclear 2 5 3 0 4 5 1 0 0,21
Nuomero de mitoses 6 3 1 0 4 5 1 0 0,45
Padrio de invasio 0 1 7 2 0 0 10 O 0,54
Estagio de invasdo 0 0 9 1 0 0 10 0 0,31
Infiltragfo linfo-plasmocitaria 5 2 3 0 5 3 2 0 0,83
p* teste estatistico Mann-Whitney
Tabela 5. Distribui¢ie dos grupos de acordo com a imunopositividade.
Grupos TIT2N+ T3IT4ANO
Classifica¢io -+ o+ -+ 4t P*
p-53 6 5 0 5 0 6 2 2 0,39
Bc¢l-2 (nuclear) 0 3 3 4 0 4 4 2 0,42
Bcl-2 (citoplasmética) 0 3 1 6 0 4 4 2 0,19
PCNA 0 0 2 8 0O 0 3 7 0,61
c-erbB-2 (membranosa) 0o 2 2 6 0 0 2 8 0,26
c-erbB-2 (citoplasmatica) 0 1 O 9 0 0 0 10 0,31
SEM-1 (membranosa) 0o 2 6 2 0 3 3 4 0,74
SEM-1 (citoplasmaticay 0 1 1 8 o 2 "o 8 0,91
Hsp-47 0 2 2 6 0o 2 6 2 0,19
p* teste estatistico Mann-Whitney

18



Discussio

Metastase cervical pode desenvolver independentemente do estddio clinico
do tumor. Sendo assim, varios estudos tém analisado as caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores primarios com o objetivo de identificar fatores
associados ao desenvolvimento de metastase linfonodal. Alguns estudos tém
revelado correlagio entre a espessura do tumor e o grau de malignidade com a
prevaléncia de metdstase regional (Ambrosch et al., 1995). Vérios pardmetros
histopatologicos como queratinizagdo, padrdo de mnvasdo, mvasio infravascular,
invasio perineural e infiltragdo linfocitica t&m sido descritos como fatores
associados a metastase linfonodal (Anneroth et al., 1987; Umeda et al., 1992;
Woolgar & Scott, 1995; Take et al., 1999).

Evidéncias conflitantes existem em relagdo a analise da expressdo de
oncogenes- e genes supressores de tumor como fatores associados ao progndstico.
A expressdo de p-33, bel-2, PCNA e c-erbB-2 tem sido reportada por alguns
autores como nio sendo associada ao estadio da doenga, metastase linfonodal,
recomréncia ou sobrevida (Sommer & Olofsson, 1997; Gandour-Edwards et al.,
1998) enquanto outros tém mostrado correlagdo desses marcadores com

metastase cervical e sobrevida (Kaur et al., 1998; Staibano et al., 1998).
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Na tentativa de observar uma possivel correlagio, dois grupos especificos
de pacientes foram analisados: tumores primérios grandes sem metéstase. regional
¢ tumores pequenos com metastase em hinfonodos cervicais. Os resultados
mostraram que somente grau de queratinizagdo foi estatisticamente diferente entre
os dois grupos. Tumores localmente grandes sem metastase regional (T3/T4N0)
geralmente foram altamente queratinizados em contraste com tumores pequenos
com metastase linfonodal (T1/T2N+) que tiveram baixo grau de queratinizagio.
Embora outras caracteristicas histopatolégicas ndo tenham sido estatisticamente
diferentes entre os grupos, foi observado que pleomorfismo nuclear, nimero de
mitoses e estdgio de invasdo foram associados significativamente com o menor
grau de queratimza¢do independentemente do estadio clinico dos tumores.

Andlise imunohistoquimica de p-53, PCNA, bcl-2 e ¢-erbB-2 também néo
foi diferente enfre os grupos, mmplicando que esses biomarcadores ndo estavam
relacionacios com o tamanho dos tumores primérios ou a presenga de metdstase
cervical. Entretanto, similar aos pardmetros histopatologicos observados
anteriommente, p-53 estava assoctado com o menor grau de queratinizag#o.

A regifio do cromossomo 11q13 esta comumente amplificada nos cénceres
humanos mcluindo os de cabeca e pescogo, pulmio, eséfago, bexiga ¢ mama

(Schuuring et al., 1992; Bockmuhl et al., 1998). No cancer de mama, esta regido
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esta amplificada em aproximadamente 13% dos tumores primarios enquanto que

em cinceres de cabega e pescogo amplificagio pode representar 40%-76% dos
tumores. Este fragmento € grande com varios genes com conbecido potencial
oncogénico (Bekri et al., 1997), entretanto, amplificagdo do 11q13 é descontinua
(Karlseder et al., 1994). Uma andlise mais detathada desta regido indicou que
pelo menos cinco umdades distintas de amplificagfio existem no cromossomo
11q13 (Schaffer & Lodish, 1994; Bekri et al., 1997; Moncur et al, 1998).

Devido a prevaléncia de amplificagdo do cromossomo 11g13 em cénceres
de cabeca ¢ pescogo, dois genes foram selecionados, EMS] e CPB-2 (Hsp47)
esperando-se que mesmo com amplificagfio descontinua, um dos genes poderia
estar relacionado com um dos grupos de tumores investigados. Entretanto, nos
nossos tumores nfo foi observada associagfo significativa dessas proteinas com
0s$ grupos analisados.

Os .pacientes que apresentaram menor sobrevida foram os que tiveram
tumores que desenvolveram recorréncia ou metastase (regional ou a distdncia).
Microscopicamente, esses tumores apresentaram menor  infiltragio linfo-
plasmocitaria e mais agressivo padrdo de mvasfo. Outros autores também
relataram que padrio de invasdo ¢ infiltrado linfo-plasmocitario sfo importantes
para o progndstico (Magnano et al., 1995; Hosal et al., 1998; Spiro et al., 1999).
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Os resultados deste estudo indicaram que, mesmo quando grupos
especificos de tumores que representam os extremos de um grande -espect:ro
clinico foram considerados, ndo foi possivel identificar um consistente fator
progndstico. Considerando o fato que o grau de queratinizagdo foi a tmica
caracteristica histopatologica diferente entre os grupos, estudos futuros em busca

de biomarcadores deveriam considerar os genes associados com 0s mecanismos

regulatérios da queratinizagio.
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2- Hsp47 e Catepsina L: amplificaciio e expressio de proteinas em

carcinoma espinocelular com multiplos linfonodos regionais metastiticos

Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar as caracteristicas histopatoldgicas ¢ os
nfveis de catepsina L (Cat L) e proteina de choque térmico 47 (Hsp47) em
carcinoma espmocelular de cavidade oral com muiiltiplos linfonodos metastaticos
e em tumores sem metastase linfonodal. As caracteristicas histopatologicas
analisadas foram grau de queratinizagdo, pleomorfismo nuclear, nimero de
mitoses, padrio de invasfo, estagio de invasdo e infiltragfo linfo-plasmocitaria.
Expressdo de proteinas ¢ amplificagio de DNA para Cat L ¢ Hsp47 foram
avahiadas através de imunohistoquﬁnica. e Real-Time PCR, respectivamente.
Compara§6es entre 0s grupos foram feitas usando o teste Mann-Whitney. Grau
de queratinizagdo (p=0,00), pleomorfismo nuclear (p=0,00) e infiltragdo linfo-
plasmocitaria (p=0,02) foram diferentes entre os grupos. Quiras caracteristicas
microscopicas nfo diferiram significativamente entre os grupos (p> 0,05).
Embora os tumores primarios com multiplos linfonodos metastiticos revelaram

maiores valores imunohistoquimicos e mais casos com amplificagdo para Cat L e
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Hspd7, ndo foram diferentes entre os grupos (p> 0,05). Entretanto, Cat L e
Hsp47 estavam fortemente associadas através da analise imunohjstﬁquimica
(p=0,14, r=0,54) e amplificagdo de DNA (p=0,00, 1=0,83). Os resultados
mostraram que grau de queratinizagdo, infiliragdo linfo-plasmocitaria ¢
pleomorfismo nuclear sdo importantes caracteristicas dos tumores primarios com

miltiplos linfonodos metastaticos.
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Abstract

The aim of this study was to verify the histopathological features and the
levels of Cathepsin L (Cat L) and heat shock protem 47 (Hsp47) in oral squamous
cell carcinoma with multiple metastatic lymph nodes and in tumors without node
metastases. Histopathological features such as degree of keratinization, naclear
pleomorphism, number of mitoses, pattern of invasion, stage of invasion and
lympho-plasmocytic infiltration were analyzed. Protein expression and DNA
amplification for Cat L and Hsp47 were evaluated by immunohistochemistry and
Real-Time PCR, respectively. Group comparisons were made using a Mann-
Whitney test. Degree of keratinization (p=0.00), nuclear pleomorphism (p=0.00)
and lympho-plasmocytic infiltration (p=0.02) were different between groups.
Other microscopic features did not differ significantly between groups (p> 0.05).
Although pnmaxy tumors with multiple metastatic lymph nodes revealed higher
immunohistochemical scores and more cases with DNA amplification for Cat L
and Hsp47, no difference was found between groups (p> 0.05). However, Cat L
and Hsp47 were strongly associated by immunohistochemical analysis (p=0.14,

1=0.54) and DNA amplification (p=0.00, r=0.83). The resulis showed that degree

25



of keratinization, lympho-plasmocytic infiltration and nuclear pleomorphism are

important characteristics of primary tumors with multiple lymph node metastases.
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Introducio

Catepsina L (Cat L) € uma proteinase lisossémica presente na maioria das
células, a qual participa do "tumover" de proteinas intracelulares e do
processamento apds a translagdo de alguns precursores de proteinas (Agarwal,
1990). Entretanto, em algumas circunstincias, Cat L € secretada das células ¢
torna-se ativada por outras proteinases como catepsina D, ativadores de
plasminogénio ¢ metaloproteinases de matriz, seguindo um modo de ativagdo em
cascata. Devido a desregulagdo dos mecanismos de cascata nos tumores, a
ativagdo dessas enzimas conduz a wuma degradagdo descontrolada dos
componentes da matriz extracelular mcluindo laminina, fibronectina e colageno
tipo IV (Kos & Lah, 1998). Cat L também pode degradar diretamente as
proteinas da matriz extracelular (Mason et al., 1986). Esta degradagdo dos
componentes da matriz extracelular parece ser um importante fator para invaséo e

desenvolvimento de metastases (Kos & Lah, 1998).

Hsp47 é uma proteina de choque térmico (heat shock protein), a qual esta
associada com as cadeias de pro-colageno no ponto inicial da translagdo de

novas cadeias (Sauk et al., 1994). Hsp47 ¢ descrita como chaperone por inibir a
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protedlise das cadeias de pro-colageno no trajeto do reticulo endoplasmitico
para o complexo de Golgi (Takechi et al., 1992; Jain et al., 1994). Enhbora as
proteinas de choque térmico sejam residentes do reticulo endosplasmatico, sua
manifestagdo na superficie das células tem sido observada (Ullrich et al., 1986;
Vanbuskirk et al., 1989; Takemoto et al., 1992; Ferrarini et al., 1992; Freedman
et al., 1992; Altmeyer et al., 1996; Sauk et al., 1998). Os mecanismos para a
manifesta¢io do Hsp47 na superficie celular sdo desconhecidos ¢ considerados
como andmalos. Entretanto, Sauk et al. (1998) demonstraram que células de
camundongos 3T6 sujeitas as condigdes de estresse ou diminuigio do pH perdem
seu receptor de reten¢do para serem expressas na superficie da célula.
Posteriormente, foi observade forte associagio com a proteina CD9,
proporcionando uma base para a interagdo das células tumorais com a matriz

extracelular modulando invasdo das células tumorais (Hebert et al., 1999).

Varios mibidores enddgenos compondo a super familia cistatina regulam a
atividade de Cat L. Entretanto, é razoavel considerar que além dos principais
inibidores intracelulares (stefins A e B), outros componentes podem ser
importantes no processo de inibigfio da Cat L. A hipdtese que sugere que Hsp47
possa inibir Cat 1. € baseada no fato que a seqgiiéncia de amino4cidos terminais

NH2 da Hsp47 demonstra identidade de 64% em relagdo ao gpd6 (46-kDa
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collagen-binding glycoprotein) que é uma proteina de choque témmico, e esta
mostra uma significante similaridade com membros da familia de inibidores de

protease (Clarke et al., 1991).

O objetivo deste estudo foi analisar os niveis de expressdo de proteina ¢
amplificagio de DNA para Cat L e Hsp47 em tumores primérios com multiplos

linfonodos metastaticos e em tumores sem metastase linfonodal e venficar

associagies destes marcadores.
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Materiais e Métodos

Pacientes

Dez pacientes com tumores primarios avangados sem envolvimento de
linfonodos (T3T4NO) e 10 pacientes com mais de_ 4 linfonodos metastéticos
foram selecionados para este estudo. Dados referentes a idade, sexo, raga, local
do tumor, estadio T, estiddio N, estddio M, tratamento, mimero de linfonodos
positivos, recorréncia, seguimento e situagdo na Gltima consulta foram registrados

(Tabelas 1 e 2).

Andlise histopatologica

As ‘Iéiminas dos espécimes cirfirgicos foram revistas sem informagdes
clinicas. Os tumores foram classificados de acordo com o sistema proposto por
Anneroth et al. (1987), o qual apresenta seis itens: a) queratinizagio, b)
pleomorfismo nuclear, ¢) ntimero de mitoses, d) padrio de mvasdo, €) estagio de
invasio e f) linfiltragdo linfo-plasmocitaria. Cada tumor foi classificado seguindo

um escala de 4 pontos de acordo com os itens descritos acima.
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Andlise imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 5um de espessura de tecidos incluidos em
parafina e montados em slides de vidro. Os cortes foram desparafinados em 3
trocas de xilol (5, 5 e 2 minutos) seguidos de 2 trocas de 2 minutos cada em
alcool etilico 100% e 95%. A reativagdo antigénica foi realizada colocando os
cortes em um recipiente com solugdo citrato (Biogenex CA-USA, HK086-9K), ¢
este recipiente foi colocado dentro de uma panela de pressdo plastica, ¢ todo esse
conjunto foi colocado dentro do microondas.

Os cortes foram tratados em dois ciclos de 15 min cada, em poténcia
maxima ¢ poténcia 4, respectivamente. Atividade da peroxidase enddgena foi
blogueada com peréxido de hidrogénio a 3% e protefna nfo especifica foi
bloqueada com reagente bloqueador universal (Biogenex CA-USA, HK085-5K).
Os cortes. foram posteriormente lavados com solugdo fosfato tamponado (PBS:
phosphate-buffered saline) e incubados por 1 hora com os seguinte anticorpos
primarios:

a) Hsp47 (StressGen, SPA-470) 1:1000

b) Cat L (Santa Cruz Biotechnology, sc-6500) 1:100
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Apos 2 lavagens com PBS, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario por 30 min (Biogenex CA-USA, HK268-UK para Hsp47 e Biogenex
CA-USA, HK327-UG para Cat L), sendo posteriormente favados 2 vezes com
PBS. Complexo Estreptoavidina/biotina (Dako, Denmark, XK0377) foi aplicado
por 30 min e apds 2 lavagens de 2 min cada com PBS, os cortes foram corados
com diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com hematoxilina de Harris.

A positividade da reagdo imunohistoquimica foi classificada como : -
(negativo; positividade entre 0 e 5%), + (fraco; entre 5% e 25%), ++ (moderado;

entre 25% e 50%), e +++ (forte; mais que 50% das células tumorais).

Extracdo de DNA

Foi realizado um corte de 5um de espessura no inicio, seguido por dez
cortes seri-ados de 15um e um corte final também de Sum. Os cortes imcial ¢ final
de 5um foram corados com hematoxilina ¢ eosina com o objetivo de verificar a
progressio do tecido no bloco. Os dez cortes de 15um que foram utilizados para
a extragdo do DNA, foram desparafinados com 3 lavagens de 3 min cada em
xilol, sendo posteriormente lavados em trocas decrescentes em élcool etilico (2
trocas de 2 minutos cada em &lcool etilico 100%, 95% e 70%, respectivamente).

32



Os espécimes foram incubados por 3 a 4 horas a2 —20°C e em seguida fol
realizada dissec¢do dos cortes com agulha com o objetivo de obter émostras
representativas de tumor e tecido nommal, sendo coletadas em recipientes
distintos. O material obtido foi suspendido novamente em um volume minimo de
tampdo TE (PH 8,0) necessario para cobrir todo o tecido. Foi adicionado SDS
para um volume final de 1% e agitado por 2 min. As amostras foram incubadas a
37°C por 1 hora com agitagdo. Proteinase K foi adicionada para a concentragfo
final de 0,5mg/m! e agitado por 2 minutos. Todo o volume foi incubado por 12
horas a 50-52°C com agitagdo. No segundo dia, foi adicionado um volume de
fenol igual ao volume de TE utilizado anteriormente para a suspensdo do material
dissecado. Apos a adicdo de fenol e agitagio por 2 minutos, a solugio foi
centrifugada por 15 min a 5000xg. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para
um outro tubo e adicionado um igual volume de cloroférmio e um volume igual
de fenol. Apés a agitagdo por 2 minutos, a solug#o foi centrifugada por 15 min a
5000xg. A fase aquosa foi novamente transferida para um outro tubo, volume
igual de cloroformio foi adicionado ¢ agitado por 2 min ¢ finalmente centrifugado
por 15 min a 5000xg. Mais uma vez a fase aquosa foi transferida para outro
tubo. NaCl a 5M foi adicionado em um volume correspondente a 0,02 vezes o

volume inicial e alcool etilico 100% gelado foi adicionado correspondente a 2,5
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vezes o volume micial. A solugdo foi precipitada por 12 horas a ~70°C. No
terceiro dia a solugdo foi centrifugada por 30 min a 10,000-12,000x.g a uma
temperatura de 4°C. Em seguida a solugfo aquosa foi desprezada e o DNA que
ficou aderido a parede interna do tubo foi dissolvido com 30ul de tampio TE (PH
8,0). Os tubos foram movimentados por 3 horas e finalmente o DNA foi

quantificado utilizando espectrofotdmetro.
Amplificagi@o de DNA (Real-Time Quantitative PCR)

Para cada gene, dois oligonucleotideos foram selecionados usando
software Primer Express (PE Biosystems, Foster City, California). Os genes
Hsp47 ¢ Cat L foram amplificados usando os primers sense anti-sense como
seguen:

Hsﬁ4’7 (5’-TGCTGAGCCCGGAAACTC-3’ e

5’-  TTTCAGGGCAGGCAGAATG-3")

CatL (5’-TCTTGAAGGACAGATGTTCCGG-3" e

5-CATTGCAGCCTTCATTGCCT-3%)

A reagdo de PCR foi conduzida usando SYBR® Green PCR kit (PE
Applied Biosystems, Foster City, California). Para cada well foi incluido: 5l de
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solugdo de extragdo de DNA (25nM), 25ul de solugio Master Mix (SYBR
Green PCR Buffer, AmpFrase® UNG, AmpliTaq Gold® DNA Poiymerase,
dATP, dCTP, dGTP, dUTP e 25mM MgCly), 5pl de cada primer e 10pul de 4gua.
A amplificagio foi realizada como segue: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, seguido
por 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 1 min a 60°C. Os ciclos térmicos ¢ a detecgio
da fluorescéncia foram realizados usando o equipamento ABI 5700 Prism (PE
Applied Biosystems, Foster City, California). Quantificagfio relativa de Hsp47 ¢
Cat L foi realizada pela normalizagio dos resultados obtidos com f3-Actina. A
quantidade normalizada de cada um dos genes presentes no tumor foi
determinada designando o tecido normal como calibrador usando o método Ct

comparativo ¢ o protocolo preconizado pela PE Biosystems. Todas as andlises

foram realizadas em triplicata.
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Andlise estatistica

Comparagdes entre os grupos foram realizadas usando o teste Mann-
Whitney e associagles entre as vanaveis foram avaliadas usando andlises
paramétricas e ndo-paramétricas. Significancia estatistica foi estabelecida em 5%

(p<0,05).
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Tabela 1. Distribuicio dos pacientes T3 T4 NO de acorde com os dados

clinicos.
caso idade sexe raca  local N M tratamento recorréncia/  seguimento situacio
metastase meses

1 67 M N assoatho 0 0 RCHESOH+ECR+ néo 99 vivo
RXT

2 75 F B assoalho 0 0 RC+ESOHB+ local 30 falecido
RXT

3 61 M B retromolar 0 0 RC+ECR+RXT nio 63 vivo

4 66 M B lingua 0 0 RCHECRARXT pulméo 18 falecido

5 60 F B lingua 0 0 RC+ESOHE+ nio 31 falecido*
RXT

6 35 M N lingua 0 0 RCHECR4RXT pulméo 30 talecido

7 51 F B gssoalho 0 0 RCHESOH+ECR+ nio 49 vivo
RXT

8 59 F B retromolar 0 0 RC+ECR+RXT ndo 31 vivo

9 41 M B lingua 0 0 RCHECRHRXT nio 18 vivo

10 48 M B assoalho 0 0 RC+ESOH+ECR+ nio 37 vive
RXT

*morreu de causa n#o associada ao cincer
RC- ressecgdo cirfrgica, ESOH- esvaziamento supra-omo-hivideo, ESOHB- esvaziamento supra-omo-hioideo bilateral,

ECR- esvaziamento cervical radical, ECRB- esvaziamento cervical radical bilateral, RXT- radioterapia
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Tabela 2. Distribuiciio dos pacientes com multiplos linfonodes metastiticos

de acordo com os dadoes clinicos.

caso idade sexo raga local T N M tratamento n°linfonodos recorréncia/ seguitento situagio

metastaticos  metidstase meses
1 46 M B retromolar 4 2b 0 RC+ECR+RXT+ 21 local + pescogo 13 falecido
CH
2 66 M B retremolar 4 2b 0 RC+ECR+RXT 21 pescogo 16 falecido
3 48 M N gengiva 4 2b 0 RCH+ECR+RXT 10 pulmio 8 falccido
4 45 M N assoalho 4 2b ¢ RC+ECRB+RXT+ g local + pescogo i1 fulecido
CH
5 64 M B assoalhe 3 2¢ 0 RCHECRB+RXT 68 ndo 7 falecido
6 61 M N assoalho 2 2¢ 0 RC+ECRB+RXT 78 pescogo 8 falecido
7 59 M N lingua 2 2b 0 RCH+ECRHRXT i4 nfoa 4 vivo
8 66 M B assoalho 2 2b O RC+ESOH+ECR+ 5 nio 5 vivo
RXT+CH
9 68 M B assoalho 4 2c 0 RCHECRBARXT 11 nfio 10 vivo
10 77 F B lingua 2 2b 0 RCHECR+RXT 4 pulmio g  falecido

RC- ressecgdo cirtrgica, ESOH- esvaziamento supra-omo-hivideo, ESOHB- esvaziamento supra-omo-hioidec bilateral,
ECR- esvaziamente cervical radical, ECRB- esvaziamento cervical radical bitateral, RXT- radioterapia, CH- quimioterapia
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Resultados

Andlise histopatologica

O grau de queratinizago foi estatisticamente menor em tumores com
multiplos linfonodos metastaticos em relagdo aos tumores sem metastase regional
(p=0,00). Pleomorfismo nuclear foi também diferente entre os grupos sendo mais
evidente em tumores com multiplos linfonodos (p=0,00). Infiltrado linfo-
plasmocitirio foi menos intenso em tumores que desenvolveram metastases
(p=0,02). Outras caracteristicas microscoOpicas incluindo padrio de invasdo,

estagio de invasdo e numero de mitoses ndo foram estatisticamente diferentes

entre os grupos (p> 0,05) (Tabela 3).

Andlise imunohistoquimica

Imunopositividade para Hsp47 nos tumores primarios sem metastase
linfonodal (T3T4NO) foi vista em todos os 10 casos. Dois casos foram
classificados como + (positividade entre 5 ¢ 25% das células tumorais), 6 casos

foram classificados com -++ (positividade entre 25 ¢ 50% das células tumorais) e
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2 casos como +++ (mais que 50% das células tumorais mostrando positividade).
Cat L fol também positiva em todos os 10 casos, entretanto, 6 casos fevelaram
imuntopositividade em mais que 30% das células tumorais. No grupo de tumores
primarios com miltiplos linfonodos metastiticos, mais casos tiveram alta
classificagdo, sendo 6 casos como +++ para Hsp47 ¢ 8 casos como +++ para Cat
L. Embora mais casos com alta classificagdo para Hsp47 e Cat I foram
observados em tumores primarios com miltiplos linfonodos comparados com
tumores sem metastase regional, ndo foi encontrada diferenga entre os grupos
(Tabela 4). Imunopositividade para Cat L ¢ Hsp47 ndo foi associada com
recorréneia ou sitnagdo independentemente dos grupos. Entretanto, forte
associagdo foi observada entre imunopositividade para Cat L ¢ Hsp47 (p=0,14,

1=0,54).
Amplificacdo de DNA (Real-Time PCR)

Amplificagio de DNA para Hsp47 foi observada em 6 casos (60%) sem
metastase linfonodal, vanando de 1,41 a 2,65 vezes maior que DNA do tecido
normal correspondendo (média 2,16 vezes). Os mesmos 6 casos apresentaram

amplificagdo de DNA para Cat L vanando de 1,22 a 4,05 vezes (média = 2,09

40



vezes). No grupo com muiltiplos linfonodos metastaticos, amplificagdo de DNA
para Hsp47 foi encontrada em 8 casos (80%) variando de 1,07 a 5,42 vezes
(média = 2,38 vezes). Amplificagdo de DNA para Cat L foi vista nos mesmos 8§
casos, variando de 1,04 a 2,50 vezes (média= 1,61 vezes). Forte associagio entre
amplificagio para Cat L e Hsp47 foi encontrada (p=0,00, +=0,83). Amplificagio
de DNA para Cat L e Hsp47 foi vista em 8 dos 9 casos (88,8%) com recorréncias
¢ em 6 dos 11 casos (54,5%) sem recorréncias. Com relagdo a situago na tltima
consulta, 8 dos 10 pacientes (80%) que mormreram devido ao cincer mostraram
amplificagio de DNA para Cat L. ¢ Hsp47 comparados aos 6 dos 10 pacientes

(60%) que estavam vivos. Entretanto, ndo foi encontrada associagfo estatistica

(Tabela 5).
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Tabela 3. Distribuicio dos grupos de acorde com as caracteristicas

histopatoldgicas.
Grupos Maltiplos T3IT4NO
linfonedos
Classificacio 1 2 3 4 1 2 3 4 p*
Queratinizagio I 2 3 4 10 0 0 0 0,00
Pleomorfismo nuclear 1 1 4 4 4 5 1 0 0,00
Numero de mitoses 7 2 1 0 4 5 1 0 0,35
Padrio de invasido 0 1 5 4 0 0 10 0 0,28
Estagio de invaséio ¢ 0 10 0 0 0 10 O 1,00
Infiltragdo linfo-plasmocitaria ¢ 4 6 O 5 3 2 0 0,02
p* teste estatistico Mann-Whitney
Tabela 4. Distribuicde dos grupes de acordo com a imunopositividade.
Muiltiplos TIT4NO
linfonodos

Casos -+ -4+ 4+ P*
Hsp-47 1 0 3 6 60 2 6 2 0,35
CatL 1 0 1 8 0 1 3 6 0,52

p* teste estatistico Mann-Whitney
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Tabela 5. Distribui¢ie dos grupos de acordo com a imunopositividade e

amplicagio Real-Time PCR.

Mailtiplos linfonodos T3T4NO

Hsp-47 Cat L Hsp-47 Cat L

* # * # #* # * 4
1 + 1,13 +—+ 1,41 ++ 0 +++ 0
2 +H+ 1,27 +H+ 1,5 ++ 0 +H+ 0
3 +H+ 1,76 +++ 1,05 + 0 + 0
4 ++ 542 H 25 ++ 2,32 =+ 1,22
5 +++ 0 +++ 0 ++ 2,65 + 1,38
5 +H+ 1,5 +H+ 11 ++ 2,09 + 2,58
7 ++ 1,6 ++ 2,42 + 2,56 4,05
8 ++ 0 +H+ 0 +++ 0 +++ 0
9 - 5,35 - 1,86 ++ 1,94 +++ 1,98
10 +++ 1,07 ++ 1,04 + 1,41 + 1,33

* imunohistoguimica: - negativo, + fraco, ++ moderado, +++ forte; # PCR: amplificagfio
em relagdo ao tecido normal correspondente.
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Discussdo

O desenvolvimento de metastase linfonodal tem sido apontado como o
matis importante fator para prever o prognostico e sobrevida (Farr et al., 1980). O
envolvimento de um tinico linfonodo ipsilateral é considerado reduzir a sobrevida
em 50% (Batsakis, 1979). Quando miitiplos linfonodos sd3o afetados, o
prognostico € amda pior, com maior probabilidade de desenvolvimento de
metastase 4 distAncia e baixa taxa de sobrevida (Vikram et al., 1984; Shingaki et
al., 1996; Noguchi et al., 1999; Smeele et al., 2000; Kowalski et al., 2000). Ono
et al. (1985) reportaram sobrevida de 75% em 5 anos em casos sem linfonodos
positivos e 26% em casos com multiplos linfonodos metastaticos. Devido a
grande influéneia no progndstico, varios estudos tém analisado os tumores
primarios com o objetivo de identificar fatores que poderiam estar associadas

com metastase regional.

Caracteristicas histopatologicas dos tumores primarios juntamente com 0s
dados clinicos sdo primariamente avaliados e tém sido descritos como
importantes para o prognostico (Woolgar & Scott, 1995; Noguchi et al., 1999).
Em nosso estudo, ndés observamos que tumores com multiplos linfonodos

metastaticos apresentaram baixo grau de queratinizagdo em coniraste com
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tumores sem metastase regional, os quais foram muito queratinizados. Take et al.

(1999) descreveram que queratinizagdo ¢ a mais importante carabteﬁstica
histopatoldgica associada com metastase linfonodal. Pleomorfismo nuclear e
intensidade de infiltragdo linfo-plasmocitiria também foram diferentes entre
nossos grupos, onde tumores com miiltiplos linfonodos metastaticos apresentaram
mais células pleomérficas e menos infiltragfo linfo-plasmocitaria. Embora outros
estudos tenham mostrado que estagio de invasdo, padrio de invasdo ¢ numero de
mitoses foram relacionados com metdstase, em nossos casos ndo foi observada
diferenga entre 0s grupos.

Varios outros marcadores bioldgicos incluindo proteinases e seus
inibidores endégenos tém sido estudados. Kirschke et al. (2000) observaram que
redugdo do nivel de RNAm, diminuvigfo da atividade intracelular de Cat L e
redugdo da quantidade pro-catepsina L secretada em duas linhagens de células
malignas -(células de micloma SP e L) usando mibicdo anti-sense de RNA.
Quando foi testado em camundongos, as células com baixa atividade de catepsina
exibiram significante diminui¢io do potencial de crescimento comparado com as
células controle com o nivel normal de atividade de catepsina L.

Em cancer de mama, tumores primarios com alta concentragdo de Cat L

tém maior risco de recorréncia e baixa taxa de sobrevida (Thomssen et al., 1995;

45



Foekens et al., 1998; Thomssen et al., 1998; Harbeck et al., 2000; Lah et al.,
2000a). Além de Cat L, outros fatores proteoliticos estio associadés com o
prognostico de clncer de mama como Cat D, Cat B, uPA (urokinase-type
plasminogen activator), PAI-1 (uPA inhibitor type 1) (Thomssen et al., 1998;
Harbeck et al., 2000; Lah et al., 2000a; Lah et al., 2000b). Cat L também tem
sido reportada ser associada com o grau de malignidade (Lah et al., 2000a; Lah et
al., 2000b) e nimero de linfonodos positivos (Foekens et al., 1998). Em cancer
de pulmio, atividade de Cat L e concentragdo de proteina foram maiores em
tumores pobremente diferenciados, entretanto, ndo foi possivel estabelecer o
valor prognéstico devido ao limitado nimero de pacientes (Ledakis et al., 1996).
Em outro estudo em céncer de pulmdo, aumento da expressdo da protease
estromelisina 3 foi relacionada com o envolvimento de linfonodos, entretanto, ndo
foi observada associagdo com Cat L (Delebecq et al., 2000). Cat L também tem
sido analiéada em tumores maliginos de cérebro, prostata, tiredide, estdmago, bem
como em fluidos corpdreos de pacientes com melanoma, cincer de ovario, utero
e coloretal (Plebani et al., 1995; Kos et al., 1997; Kos & Lah, 1998; Friedrich et
al., 1999, Plehn et al., 2000).

Na regifio de cabega e pescogo, além de poucos estudos terem avahado a

atividade de catepsina sérica como potencial marcador de prognostico, os
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resultados nfio sdo claros (Krecickt & Siewinski, 1992; Bongers et al., 1995).
Analises da concentragio de catepsina em tumores primarios de éabega e
pescogo, foi observado que Cat L, assim como Cat B, H e D foram maiores em
tumores de laringe em relagdo aos tumores de outras localizagSes. Além disso,
taxas de sobrevida foram melhores em pacientes com baixa concentragdo de Cat
L e alta concentragio de stefin A e stefin B (Budihna et al., 1996). Outros relatos
também tém observado associagio do prognéstico com concentragdo de
inibidores de catepsinas em tumores de cabega e pescogo (Kos et al., 1995; Smid
et al., 1997). Strojan et al. (2000) mostraram maior concentragdo de Cat L em
tumores de cabega e pescogo em relagdo ao tecido normal correspondente, €
associa¢do da concentragdo de Cat 1. com tamanho do tumor e envolvimento de
metastase linfonodal. Entretanto, sem significincia para o prognostico.

Muitos fatores estfio relacionados com a atividade de Cat L, no entanto,
im'bidores; enddgenos parecem ser os mais importantes. Hsp47 pode participar na
inibigdo da Cat L, visto que é similar ao gp46 o qual é similar a inibidor de
proteases.

Morino et al. (1997) observaram maiores niveis da expressdo de Hspd7 em
linhagens de células de tumores humanos derivadas de carcinomas metastaticos e

sugeriram que Hsp47 pode ser um marcador de progndstico. Em contraste, outros
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trabalhos mostraram que a expressio de Hsp47 diminui quando o tumor torna-se
mais agressivo (Shirakami et al., 1995). |

Em nosso estudo, mais casos com maior imunopositividade e amplifica¢do
de DNA para Hsp47 e Cat L foram vistos em tumores primdrios com multiplos
linfonodos metastaticos. Amplificagdo de DNA também foi mais freqiiente em
pacientes que desenvolveram recorréncia ou morreram devido ao cincer, embora
ndo foi observada associagdo estatistica. Além disso, direta relagfo entre Hsp47 e
Cat L foi verificada. Todos os casos com amplificagdio de DNA para Hsp47
também apresentaram amplificacio para Cat L independentemente do grupo de
tumores.

Em conclusido, nossos resultados mostraram que tumores primarios com
miltiplos linfonodos metastaticos sdo pobremente diferenciados apresentando
baixo grau de queratinizagdo, pouca infiltragdo linfo-plamocitdria ¢ intenso
pleomorfismo nuclear. Embora tenha sido observada wma tendéncia da
associagdo de Hsp47 e Cat L com metastase linfonodal, recorréncia e situagéio
clinica, ndo havia significincia estﬁtistica, fato que podera ser melhor entendido

em estudos futuros com maiores sérics de carcinoma espinocelulares de cabega e

pescogo.
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3- Amplificacdo e expressdo de proteinas dos genes da regido q13-15 do
cromossomo 12 em osteossarcomas dos maxilares

Resumo (g

Aumento da expressdo e amplificagiio de varios genes (MDM2, CDK4 ¢
SAS) localizados no cromossomo 12q13-15 tém sido notado em sarcomas
humanos. Como resultado, dois importantes mecanismos de regulagdo de
crescimento podem ser imibidos. MDM2 pode desregular o controle de
crescimento mediado pelo p53 e CDK4 pode afetar os eventos mediados pelo Rb.
Para determinar a freqii€éncia de alteragbes nestes genes ¢ a comrelagio com
caracteristicas clinico-patologicas, os niveis da proteina MDM2 ¢ CDK4 foram
avaliados através de imunolstoquimica ¢ amplificagdo de MDM?2, CDK4 ¢ SAS
attavés de Real-Time PCR em 9 osteossarcomas dos maxilares.
Imunopositividade para CDK4 e MDM?2 foi observada em 8 (88,8%) € 5 casos
(55,5%), respectivamente. Forte positividade para CDK4 foi observado em 4
casos (2 de alto grau, 1 de grau intermedidrio ¢ 1 de baixo grau). Forte
positividade para MDM?2 foi verificada nos mesmos 4 casos, assim como em um

caso adicional de tumor de alto grau. Amplificagio isolada para CDK4, MDM?2 e
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SAS foi observada em 6 casos para cada gene. Co-amplificagio foi verificada
em 5 casos que mostraram amplificagdo simultdnea para CDK4 ¢ MDM?2 ¢ 4
casos que apresentaram amplificagdo concomitante para os trés genes. Além
disso, entre 0s 5 casos que apresentaram amplificagio para CDK4 e MDM?2,
também foi observada forte imunopositividade para CDK4 e MDM2 em 3 e em 4
casos, respectivamente (3 de alto grau e 1 de gran intermediario). Os resultados
sugerem que esses marcadores estdo envolvidos no desenvolvimento neoplasico e

a imunopositividade ¢ amplificagdo podem auxiliar a identificagdo de tumores de

alto grau de malignidade.
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Abstract

Overexpression and amplification of several genes (MDM2, CDK4 and
SAS) located on chromosome 12q13-15 have been noted to occur in various
human sarcomas. As a result, two major growth regulation pathways may be
inhibited. MDM2 may down regulate the p53-mediated growth control and
CDK4 may affect pRb-mediated events. To determine the frequency of
alterations in these genes and their correlation with clinicopathologic features, we
analyzed the MDM2 and CDK4 protein levels by immunohistochemistry and
assessed MDM?2, CDK4 and SAS amplification by Real-Time PCR in 9
osteosarcomas of the jaws. Positive staining for CDK4 and MDM?2 was observed
in 8 cases (88.8%) and 5 cases (55.5%), respectively. Intense CDK4 staining was
noted in 4 cases (2 high grade, 1 intermediate grade and 1 low grade). Intense
MDM?2 st‘aining was observed in the same 4 previous cases, as well as, one
additional high-grade tumor. Individual DNA amplification for CDK4, MDM?2
and SAS was observed in 6 cases for each gene. Co-amplification was observed
in 5 cases that showed CDK4 and MDM?2 concomitant amplification and 4 cases
that displayed amplification for all of the genes. In addition, among the 5 cases

that presented CDK4 and MDM?2 amplification, strong overexpression of CDK4
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and MDM?2 was observed in 3 and in 4 cases, respectively (3 high grade and 1
intermediate grade). These results suggest that 12qi3-15 genes are involved in
neoplastic disease and concurrent amplification and overexpression of these

genes might help to define high-grade tumors.
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Introducdo

Osteossarcomma (OS) € um tumor 6sseo maligno raro e agressivo que ocorre
mais comumente em 0ssos longos de criangas e adultos jovens (Antman et al.,
1989; Huvos, 1991). A incidéncia destes tumores na regifio de cabega € pescogo
¢ extremamente rara representando aproximadamente 10% de todos os OSs ¢
afeta predominantemente a mandibula e maxila (Vege et al., 1991; Wanebo et al.,
1992). O pico de mcidéncia na regido de cabega ¢ pescogo € entre a 3° ¢ 4°
décadas, uma década a mais que em ossos longos (Mark et al., 1991; Delgado et

al., 1994).

Embora avangos no tratamento t€m sido obtidos em OSs de ossos longos,
devido a baixa ocorréncia, o comportamento destes tumores continua pobremente

entendido na regifio de cabega e pesco¢o (Smeele et al., 1997).

Analises de alteragles genéticas tém contribuido para um melhor
entendimento dos mecanismos de oncogénese ¢ do comportamento bioldgico dos
tamores. Amplificagio e expressdo da regiio q13-15 do ¢cromossomo 12 tém sido
associadas com uma variedade de tumores, incluindo osteossarcomas. Embora

esta regido contenha inumeros genes, parece qile alguns alvos especificos estio
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envolvidos na amplificagdo desta regidio (Wunder et al. 1999). Entre os genes,

MDM?2 (murme double minute 2), CDK4 (cyclin dependent kinase 4) e SAS
(sarcoma amplified sequence) tém sido identificados como os principais pontos
de amplificagio (Leach et al., 1993).

O gene MDM2 codifica uma proteina que liga e inativa a proteina do gene
supressor de tumor p53. Interessante que alteragdes no MDM2 e p53 usualmente
ndo ocorrem simultaneamente sugerindo que amplificagio do MDM2 pode ser
uma alternativa para a mutago no p53 durante a génese dos tumores e progressio
dos sarcomas (Oliner et al., 1992; Momand et al., 1992; Leach et al., 1993; Barak
et al., 1993; Meltzer, 1994).

Da mesma maneira, o gene CDK4 codifica uma proteina que atua durante
a fase G1 do ciclo celular fosforilando ¢ mativando a proteina do gene supressor
de tumor retinoblastoma (pRb) conduzindo a célula a entrar na fase S e
possibilitﬁndo a progressdo do ciclo celular (Kato et al., 1993; Khatib et al., 1993;
Ewen et al., 1993; Matsushime et al., 1994). O gene SAS por sua vez codifica
wna proteina trans-membréinica (transmembrane four-superfamily protein;
TMA4SF) cujos membros podem ter participagfio na tradugfo de sinais e controle
do crescimento celular (Meltzer et al., 1991; Jankowski et al., 1994; Jankowski et
al., 1995).
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Apesar de terem sido relatados na amplificagio da regifio 12q13-15, esses
trés genes estdo localizados em duas regides descontinuas, uma contendo MDM?2
e outra contendo CDK4/SAS (Nilbert et al, 1995; Bemer et al, 1996;

Reifenberger et al., 1996), que estdo unidos ¢ freqiientemente co-amplificados

(Elkahloun et al., 1996),

Embora esses trés marcadores tém sido reportados em OSs de o0ssos
longos, ha pouca informag¢@o desses genes e seus produtos em OSs de cabega e
pescogo. No presente estudo nos descreveremos as caracteristicas clinicas e
histopatologicas de osteossarcomas de cabega e pescogo e avaliaremos a
produgio de proteinas ¢ amplificagdo de CDK4, MDM2 e SAS utilizando

imunohistoquimica ¢ PCR em tempo real (Real-Time PCR).
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Materiais e Métodos

Pacientes

No periodo entre fevereiro de 1991 e julho de 1999 foram atendidos no
Departamento de Cirurgia Oral e Maxilofacial, Universidade de Maryland, 9
pacientes com osteossarcomas dos maxilares. Informagdes clinicas foram

coletadas dos prontuarios médicos.

Andlise histopatologica

Os casos de osteossarcoma foram classificados quanto ao grau de
malignidade (baixo, médio e alto) e tipo celular {condroblastico, osteoblastico e

ﬁbrobléstibo).

Andlise imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 5um de espessura de tecidos incluidos em

parafina e montados em slides de vidro. Os cortes foram desparafinados em 3
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trocas de xilol (5, 5¢2 minutos) seguidos de 2 trocas de 2 minutos cada em
alcool etilico 100% e 95%. A reativagdo antigénica foi realizada coloéando 08
cortes em um recipiente com solugéo citrato (Biogenex CA-USA, HK086-9K), e
este recipiente foi colocado dentro de uma panela de pressdo plastica, e todo esse
conjunto foi colocado dentro do microondas.

Os cortes foram tratados em dois ciclos de 15 min cada, em poténcia
maxima ¢ poténcia 4, respectivamente. Atividade da peroxidase endégena foi
bloqueada com perdxido de hidrogénio a 3% e proteina ndo especifica foi
bloqueada com reagente bloqueador universal (Biogenex CA-USA, HK085-5K).
Os cortes foram posteriormente lavados com solugdo fosfato tamponado (PBS:
phosphate-buffered saline) e incubados por 1 hora com os seguinte anticorpos
primarios:

a) p-53 (Biogenex CA-USA, MU195-UC) 1:50

b) MDM2 (Santa Cruz Biotechnology SMP14, sc-965) 1:50

¢) CDK4 (Santa Cruz Biotechnology, C-22 s¢-260-G) 1:50

d) Rb (Pharmingen, San Diego, CA-USA, G99-549) 1:10

Apébs 2 lavagens com PBS, os cortes foram incubados com anticorpo

secundario por 30 min (Biogenex CA-USA, HK268-UK para MDM2, p53 eRbe
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Biogenex CA-USA, HK327-UG para CDK4), sendo posteriormente lavados 2
vezes com PBS. Complexo Estreptoavidina/biotina (Dako, Denmark, KO377) foi
aplicado por 30 min e ap6s 2 lavagens de 2 min cada com PBS, os cortes foram
corados com diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com hematoxilina de
Hams.

A positividade da reagfio imunohistoquimica foi classificada como : -
(negativo; positividade entre 0 e 5%, + (fraco; entre 5% e 25%), ++ (moderado;

entre 25% ¢ 50%), e +++ (forte; mais que 50% das células tumorais).

Extra¢do de DNA

Foi realizado um corte de Sum de espessura no inicio, seguido por dez
cortes seriados de 15um e um corte final também de Sum. Os cortes inicial ¢ final
de Spum féram corados com hematoxilina e eosina com o objetivo de verificar a
progressdo do tecido no bloco. Os dez cortes de 15um que foram utilizados para
a extragdo do DNA, foram desparafinados com 3 lavagens de 3 min cada em
xilol, sendo posteriormente lavados em trocas decrescentes em alcool etilico (2
trocas de 2 minutos cada em alcool etilico 100%, 95% ¢ 70%, respectivamente).
Os espécimes foram incubados por 3 a 4 horas a —20°C e em seguida foi realizada
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dissecgdo dos cortes com agulha com o objetivo de obter amostras
representativas de tumor e tecido normal, sendo coletadas em récipientes
distintos. O matenial obtido foi suspendido novamente em um volume minimo de
tampio TE (PH 8,0) necessario para cobrr todo o tecido. Foi adicionado SDS
para um volume final de 1% e agitado por 2 min. As amostras foram incubadas a
37°C por 1 hora com agitagdo. Proteinase K foi adicionada para a concentragio
final de 0,5mg/ml ¢ agitado por 2 minutos. Todo o volume foi incubado por 12
horas a 50-52°C com agitagdo. No segundo dia, fo1 adicionado um volume de
feno! igual ao volume de TE utilizado anteriormente para a suspensio do material
dissecado. Apds a adigdo de fenol e agitagdo por 2 minutos, a solu¢io foi
cenfrifugada por 15 min a 5000xg. Em seguida, a fase aquosa foi transfenida para
um outro tubo e adicionado um igual volume de cloroférmio ¢ um volume igual
de fenol. Ap6s a agitagio por 2 nunutos, a solugo foi centrifugada por 15 min a
5000xg. A fase aquosa foi novamente transferida para um outro tubo, volume
igual de cloroférmio foi adicionado e agitado ﬁor 2 min e finalmente centrifugado
por 15 min a 5000xg. Mais uma vez a fase a(iuosa foi transferida para outro
tubo. NaCl a 5M fo1 adicionado em um volume correspondente a 0,02 vezes o
volume inicial e dlcool etilico 100% gelado _foi adicionado correspondente a 2,5

vezes o volume inicial. A solugdo foi precipitada por 12 horas a —70°C. No
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terceiro dia a solugfo foi centrifugada por 30 min a 10,000-12,000xg a uma
temperatura de 4°C. Em seguida a solugo aquosa foi desprezada ¢ o bNA que
ficou aderido a parede interna do tubo foi dissolvido com 30ul de tampdo TE (PH
8,0). Os tubos foram movimentados por 3 horas e finalmente o DNA foi

quantificado utilizando espectrofotdmetro.
Amplificacdo de DNA (Real-Time Quantitative PCR)

Para cada gene, dois oligonucleotideos foram sclecionados usando
sofiware Primer Express (PE Biosystems, Foster City, California). Os genes
CDK4, MDM2 e SAS foram amplificados usando os primers sense ¢ anti-sense
COmo seguem:

CDK4 (5’-AGATTGCCCTCTCAGTGTCCA-3 ¢

| 5’-TGGAAGGAAGAAAAGCTGCC-37),
MDM2 (5’-TCCCCGTGAAGGAAACTGG-3’ e
5°-TTTCGCGCTTGGAGTCG-3") e
SAS  (5-TGGAAGACGGTCCCCAATAC-3’ ¢

5"-ACCCAAGTGGTCCCAAGGA-3").
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A reagdo de PCR foi conduzida usando SYBR® Green PCR kit (PE
Applied Biosystems, Foster City, California). Para cada well foi inchu’dé: 5ul de
solugfio de extragdo de DNA (25nM), 25ul de solugiio Master Mix (SYBR Green
PCR Buffer, AmpFErase® UNG, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dATP,
dCTP, dGTP, dUTP e 25mM MgCl,), 5l de cada primer ¢ 10ul de dgua. A
amplificagdo foi realizada como segue: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, seguido por
40 ciclos de 15 seg. a 95°C e 1 min a 60°C. Os ciclos térmicos e a detecgdo da
fluorescéncia foram realizados usando o equipamento ABI 5700 Prism (PE
Applied Biosystems, Foster City, California). Quantificagdo relativa de CDK4,
MDM?2 e SAS foi realizada pela normalizagdo dos resultados obtidos com p-
Actina. A quantidade normalizada de cada um dos genes presentes no tumor foi
determinada designando o tecido normal como calibrador usando o método Ct

comparativo e o protocolo preconizado pela PE Biosystems. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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Resultados

Todos 0s nove pacientes estudados eram brancos e a maionia era do sexo
feminino (6/9, 66,6%). A 1idade dos pacientes no momento do diagnéstico variou
de 20 a 64 anos (média, 44,66 anos). Com relagdo a localizagdo, 5 eram na
maxila (2 anterior e 3 posterior) e 4 mandibula (1 anterior e 3 posterior). A média
do tamanho dos tumores foi 2,83¢m (variando de 1,0 a 5,0cm) (Tabela 1).

Um paciente (caso 3) foi julgado ser de alto nisco para desenvolvimento de
OS por ter sido previamente diagnosticada com carcinoma papilifero da tiredide
aos nove anos de idade, o qual foi removido cirurgicamente seguido de
radioterapia convencional (60Cy) ¢ trés cursos de iodo radioativo. Apds onze
anos a paciente desenvolveu osteossarcoma de mandibula.

A analise histopatoldgica das lesGes revelou que o tipo condroblastico foi o
mais cmﬁum correspondendo a 6 casos (66,6%). Entretanto, dois casos foram
classificados como osteoblastico € o outro como parosteal. A distribuicdo de
acordo com o grau de malignidade mdicou que 4 casos foram de baixo grau, 2
casos foram de grau intermediario e outros 3 foram de alto grau (Tabela 2).

Anilise imunohistoquimica revelou que CDK4 foi positivo em 8 casos

(88,8%). Entretanto, forte positividade foi observada em 4 casos, 1 baixo grau, 1
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grau intermedidrio e 2 de alto grau de malignidade. Por outro lado, Rb foi
positivo somente em um caso (11,2%) correspondendo ao caso que foi negativo
para CDK4. Positividade para MDM2 foi observada em 5 casos (55,5%) e em
todos foi forte, correspondendo aos mesmos 4 casos que mostraram forte
positividade para CDK4 e um caso adicional de alto grau. Positividade para p53
ocorreu em 8 casos (88,8%) e em 5 deles fo1 positivo para MDM2 (Tabela 2).
Amplificagdo de DNA avaliada através de Real-Time PCR para CDK4 foi
observada em 6 casos (66,6%). Quatro casos apresentaram amplifica¢io variando
de 2,58 a 11,31 vezes mator que o DNA do tectdo normal correspondente e em
outros 2 casos a amplificagdo foi muito alta, correspondendo a mais de 200
vezes o tecido normal. Amplificagdo para MDM?2 foi também observada em 6
casos. Em 4 casos, amplificagio variou de 1,5 a 11,15 vezes o tecido normal e
em outros 2 casos, correspondendo aos mesmos 2 casos prévios com alta
ampliﬁcaé:z’io para CDK4, foi 33,82 ¢ 110,66 vezes o nommal, respectivamente.
Amplifica¢io para SAS foi também observada em 6 casos (66.6%). Em trés casos
amplificagdo variou de 1,33 a 3,22 vezes o normal. Em um caso {caso 2),
classificado como OS parosteal, SAS fo1 amplificado 31,12 vezes mais que o
tecido normal, entretanto, neste caso ndo teve amplificagio para CDK4 e

MDM2. Além disso, os outros 2 casos, correspondendo aos mesmos casos com
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alta amplificagdo para CDK4 ¢ MDM2, também apresentaram altos nivel de
amplificag@o para o SAS (casos 4 e 8) (Tabela 2). |

Analisando a associagdo da amplificagfio de DNA e expressio de proteinas
através de imunohistoquimica, foi observado que trés tumores de baixo grau
(casos 1, 7 e 8) manifestaram amplificagdo mas tiveram auséncia ou baixo nivel
de expressdo de proteina. Expressdo de MDM?2 foi negativa em todos os {rés e
CDK4 foi fraco em 2 casos e moderado em outro. Em contraste, oufros quatro
tumores (casos 3, 4, 6 e 9), além da amplificagdo de DNA também revelaram
forte positividade para MDM2 e CDK4 em quatro ¢ em trés casos,
respectivamente. Histologicamente, 3 desses 4 casos foram classificados com de
alto grau e outro como de grau mtermediario.

Todos os nove casos foram tratados cinwrgicamente com ressecgdo radical.
Em um paciente (caso 5), que apresentou tumor na regidio posterior de mandibula,
esvaziaménto cervical supra-omo-hioideo foi também realizado. Quimioterapia
adjuvante foi empregada no caso 3, por ser um tumor de alto grau. Com o
objetivo de melhorar o controle local, o paciente 6 recebeu radioterapia pos-
operatoria devido a pequenas margens cirfirgicas e por ser o tumor de alto grau.
No caso 9, embora o tumor fosse de alto grau, quimioterapia adjuvante ndo foi

usada devido as precarias condigdes médicas que incluia falha renal secundaria a
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severa diabete insulina dependente e doenga da artéria coronaria. O seguimento
variou de 5 a 60 meses (média, 19,67 meses) e até a ultima avaliagido todos os

pacientes estavam vivos sem evidéncia de recorréncia ou metéstase (Tabela 3).

Tabela 1. Distribuicie dos pacientes de acordo com as caracteristicas

clinicas.

Caso Idade (anos) Sexo Raca Localizaciio Tamanho (cm)
1 32 F B Maxila; anterior 1.0x 1.0
2 36 F B Maxila; posterior 5.0x4.0
3 20 F B Mandibula; posterior 2.5x 1.7
4 63 M B Maxila; anterior 1.5x1.0
5 40 F B Mandibula; posterior 3J0x1.5
6 46 M B Maxila; posterior 40x20
7 50 F B Mandibula; anterior 1.6x1.5
8 51 M B Maxila; posterior 24x%20
9 64 F B Mandibula; posterior 45%x3.0

65



Tabela 2. Tipo histolégice, grau de malignidade, imunohistoquimica e

PCR.
Caso Tipo histolégico  Gran CDK4* Rb* MDM2* p53* (DK4® MDM2* SAS
1 Condroblastico  Baixo + - ++ 5.97 0
2 Parosteal Baixo +++ ++ -+ 0 0 31.12
3 Condroblastico  Allo e 265 4.19
4 Condroblastico  Intermediaro  +++ ++ +4+ 247.27 33.82
5 Condroblastico  Intermedidrio  ++ - ++ 0 0
6 Ostecblastico Alto - ++ ++ - 1131 11.15
7 Condroblastico  Baixo + - - 0 1.75
8 Condroblistico  Baixo ++ - + 203.65 11066 15221
g Ostecbldstico Alto +H ++ +H 2.58 1.50

* jmunohistoquirica: - negativo, + fraco, ++ moderado, +++ forte; # Real-Time PCR: amplificacio em
relagiio ao tecido normal correspondente

Tabela 3. Distribuicio dos pacientes de acordo com as modalidades de

tratamento, seguimento e situa¢io na ultima avaliagéo.

Caso Tratamento Margens  Recorréncia/ Seguimento  Situagio
cirlirgicas Metdstase (meses)
1 Cirurgia Negativas Nio 11 Vivo
2 Cirurgia Negativas Nio 12 Yivo
3 Cirurgia + Quimioterapia Negativas Nio 33 Vivo
4 Cirurgia Negativas Nio 19 Vivo
5 Cirurgia +ESOH Negativas Nio 60 Vivo
6 Cirurgia + radioterapia ~ Proximas Néo 21 Vivo
7 Cirurgia Negativas Niéo 10 Vivo
8 Cirurgia Proximas Nio 6 Vivo
9 Cirurgia Negativas Nao 5 Vivo

ESQOH-esvaziamento supra-omo-hioideo
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Discussdo

Osteossarcoma de cabega e pescogo € muito incomum. A média de
idade dos pacientes é entre 26 a 40 anos sem: predilegdo por sexo ou raga
(Vege et al.,, 1991; Ha et al., 1999). Em nossa série de 9 OS dos maxilares,
observamos que 5 ocorreram na maxila ¢ 4 na mandibula. A idade média foi
discretamente maior que em outros estudos (44,66 anos), dado que pode ser
explicado pela presenca de 2 pacientes com idade acima dos 60 anos.

Varios fatores de risco tém sido associados com o desenvolvimento do
OS em geral, incluindo retinoblastoma, sindrome de Li-Fraumeni, doenga de
Paget e histonia de tratamento radioterapico (Goorin et al., 1985; Malkin et
al., 1990). Em 18 osteossarcomas de cabega e pescogo, Mark et al. (1991)
reportaram que 4 pacientes tinham histéria de radioterapia prévia na drea do
tumor ¢ e.m 3 foram para tratamento de retinoblastoma. Em outra série de 27
casos, 7 pacientes receberam radioterapia, sendo 2 deles para retinoblastoma
(Ha et al, 1999). Entre nossos casos, somente 1 paciente recebeu
radioterapia péra tratament-o de carcinoma papilifero de tiredide onze anos

antes do diagndstico de osteossarcoma de mandibula.
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Osteossarcoma condroblastico tem sido reportado como o tipo histologico
mais comum {Clark et al., 1983; Vege et al., 1991; Delgado et ai., 1994).
Entretanto, outros tém indicado que osteossarcoma osteobldstico é o mais
freqiiente em cabega e pescogo (Garrington et al., 1967; Caron et al, 1971;
Bertoni et al., 1991; Oda et al., 1997; Lewis et al., 1997; Ha et al., 1999). Na
presente série, osteossarcoma condroblastico foi o tipo histolégico predominante
correspondendo a 6 casos, seguido por 2 osteossarcomas osteobldsticos e 1
parosteal. Considerando o grau de malignidade, hd uma disparidade na literatura
com algumas séries mostrando uma preponderincia de tumores de baixo grau na
regiio de cabeca e pescogo (deFries et al., 1979), enquanto outros estudos
relataram alta proporgdo de osteossarcomas de alto grau de malignidade (Oda et
al.,, 1997). Na presente série, 4 casos foram classificados como baixo grau, 3

como de alto grau e outros 2 como grau intermediario.

O tratamento de escolha para o OS de cabega e pescogo tem sido
geralmente ressecgdo cirirgica com amplas margens (Mark et al., 1991; Bertoni
et al., 1991). O uso de tratamento adjuvante como quimioterapia ¢ radioterapia
tem sido discutido (Smeele et al., 1997; Kassir et al., 1997). Todos os nossos

casos foram tratados cirurgicamente, No entanto, quimioterapia e radioterapia
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pos-operatorias foram recomendadas respectivamente em um tumor de alto grau
de malignidade e em outro caso que apresentou margens ciriirgicas préﬁmas.
Alteragdes no cromossomo 12q13-15 tém sido descritas em OSs,
principalmente envolvendo os genes MDM2, CDK4 e SAS (Leach et al., 1993;
Khatib et al., 1993; Miller et al., 1996; Kanoe et al., 1998). Além disso, analises
desta regiio tém mostrado que amplificacdes do MDM?2 e CDK4/SAS sio
eventos independentes (Bemer et al,, 1996). A teoria prevalecente relata que
MDM?2 e CDK4 sio mecanismos alternativos para inativagdo do p53 e Rb,
respectivamente.  Entretanto, alguns estudos tém mostrado existéncia
concomitante da amplificagio de MDM?2 e aumento da expressio de p353
(Lonardo et al., 1997). A presenie séne suporta este conceito no qual foram
observados amplificagio de MDM2 ¢ aumento da expressdo de p53. Embora
amplificagdo do gene CDK4 juntamente com mutagiio no Rb também tenham sido
descritas ‘(Kanoe et al., 1998), na presente série casos imunopositivos para CDK4
foram mmunonegativos para Rb, e somente um caso que mostrou positividade para
Rb foi CDK4 negativo. Entretanto, o anticorpo usado neste estudo contra a
proteina Rb detecta somente a forma funcional hipofosforilada do Rb. Sendo
assim, auséncia de positividade do Rb em casos CDK4 positivos suporta a teoria

prevalecente que sugere que a proteina CDK4 fosforila e inativa o Rb funcional.
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A relagio do CDK4, SAS e MDM2 com o grau histolégico de
malignidade foi evidente quando a amplificagdio e expressido de proteiﬁas foram
analisadas simultancamente. Sendo assim, co-amplificagio ¢ forte expressio de
proteinas do CDK4, SAS e MDM?2 foram observadas em 4 casos (3 de alto grau
e 1 de grau intermediario). Por outro lado, o unico Os parosteal, também mostrou
forte expressio de CDK4 e MDM2 mas nfo amplificagio destes genes, a qual foi
observada somente para SAS. Estes achados variam dos relatados por Ragazzini
et al. (1999) que encontraram expressdo de MDM2 e CKID4 respectivamente em
7/20 (35%) e 13/20 (65%) casos de osteossarcomas de baixo grau de
malignidade.

Levando-se em consideracdo gue amplificacdo e aumento da expressdo dos
genes sdo mecanismos pelos quals as éélulas tumorats podem aumentar a
expressdo de proteinas e fer vantagens de proliferacéo, é razoavel considerar que
estas altérag:ﬁes sdo comumente associadas com a progressdo dos tumores.
Consequientemente, a assoctagdo destes genes com recorréncia ou metastase de
OS tem sido notada por varios investigadores (Lad_emyl' et al., 1993; Lonardo et
al., 1997; Yokoyama et al., 1998; Ragazzini et al., 1999). Em particular, Benassi

et al. (1999) analisaram 39 OSs de alto grau e observaram que a expresséo de
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CDX4 foi moderada a forte em 29 casos (74%) e foi associada com metastase e
pobre progndstico. |

Qutros tém mostrado que maior amplificagdo de MDM2 em OS parosteal e
que amplificacdo de SAS ocomreu predominantemente em OSs superficiais
(Nakayama et al., 1995; Noble-Topham et al., 1996). Estes autores sugeriram que
osteossarcomas superficiais podem ser geneticamente diferentes dos
osteossarcomas mtramedulares de alto grau de malignidade (Noble-Topham et
al., 1996). Em suporte a este conceito, Wunder et al. (1999) indicaram que CDK4
e SAS foram co-amplificados em 6 dos 6 OSs parosteais ¢ MDM2 foi
amplificado em 4 casos. Por outro lado, somente 2 dos 16 casos de
osteossarcoma intramedular mostraram amplificagdo de SAS. Além disso, eles
observaram que amplificacdo ¢ aumento da expressdo genética nfo foram
associados com metastase ou progressdo do tumor. No presente estudo,
associagio foi identificada com tumores de alto grau de malignidade, entretanto,
nfo houve cormrelagdo com recorréncia, metastase e progndsfico mesmo porque

todos os pacientes estavam vivos € livres de doenga desde o tratamento.

Em conclusdo, nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores

em OS de ossos longos, os quais indicam que a regido ¢13-15 do cromossomo 12

71



tem um importante papel na génese dos osteossarcomas. Entretanto, outras
investigag®es com grandes séries sdo necessarias para melhor entendimento dos
mecanismos moleculares ¢ relagfes entre as caracteristicas clinico-patologicas e

alteragGes destes genes nos osteossarcomas dos maxilares.
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