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RESUMO

O carcinoma epidermoide bucal (CEB) representa mais de 90% das neoplasias malignas que
acometem essa regido. Na maioria dos casos o diagndéstico é realizado em estagio avancado e,
portanto 0 paciente apresenta-se com um progndstico ruim. Assim, estudos com proteinas
envolvidas em vias de sinalizacdo intracelular tém sido amplamente investigadas como
futuros biomarcadores de diagndstico e prognostico. Nesse contexto, a via PI3K-Akt parece
estar associada com o desenvolvimento de muitos tumores, inclusive o CEB. A proteina chave
dessa via é Akt, proteina serina/treonina quinase multifuncional regulada através da via PI3K.
Uma vez fosforilada, ela é capaz de regular multiplos substratos que podem desencadear
alteracGes metabdlicas e ativar o crescimento, proliferacdo e sobrevida celular. Dessa forma,
esse estudo teve como objetivo investigar, por imuno-histoquimica, a expressdo de Akt total,
PAKT1-Thr308, pAKT-Ser473, GSK3p, pGSK3B-Ser9 e pmTOR2448 em 106 pacientes,
sendo 16 controles e 90 pacientes com CEB e avaliou a associacdo delas com fatores
clinicopatoldgicos. Além disso, estudou-se a expressdo relativa dos genes Akt1/2/3, PIK3CA,
mTOR e GSK3p em 23 pacientes, sendo 7 controles e 16 tumores. Todos os casos de CEB
empregados no estudo foram confirmados histologicamente e divididos em dois grupos:
primarios ndo metastaticos (PNM) e metastaticos (PM). Os dados sociodemogréaficos e
clinicopatoldgicos de cada paciente foram obtidos a partir da revisdo dos prontuarios médicos
utilizando um questionario semiestruturado. Para estudo imuno-histoquimico, utilizou-se a
técnica de TMA (Tissue Microarray) e o método estreptavidina-biotina-peroxidase para a
revelacdo das proteinas. A expressdo génica foi avaliada por PCR em tempo real. Os
principais achados desse estudo foram que a expressdo imuno-histoquimica das proteinas
GSK3p, pGSK3p-Ser9, AKT total e pmTOR2448 foram significantemente maiores no grupo
de CEB comparado ao grupo controle, sugerindo que essas proteinas podem estar
relacionadas com o desenvolvimento e progressdo do CEB. Além disso, a expressdo das
proteinas AKT total, pAKT1-Thr308, pAKT-Serd73, GSK3B e pGSK3B-Ser9 foram
associadas com os fatores clinicopatolégicos sexo, histéria familiar de cancer, localizagéo,
gradacdo histolégica e metéstases. A proteina GSK3p teve destaque com maior expressdo no
grupo PM, sugerindo ser um indicador de progressao em pacientes com CEB. Além disso, a
sua expressdo esteve significantemente associada com vérios fatores clinicopatol6gicos.
Através da analise de correlacdo, pdde-se observar correlacdo positiva e significante entre as
proteinas investigadas, isso sugere que a via de sinalizacdo PI3K-Akt esta ativa na amostra de
CEB estudada. Contrario aos resultados de imuno-histoquimica, a expressdo relativa dos
genes foi maior no grupo controle, exceto para os genes AKT3 e GSK3f, mas nenhuma
diferenca foi observada. A expressédo relativa do gene mTOR foi estatisticamente maior no
grupo controle, quando comparado aos grupos PNM e PM, o que mostra que a via mTOR €
muito complexa e mais estudos sdo necessarios para elucidar o seu papel no desenvolvimento
progressao de CEB. Em concluséo, esses resultados indicam a possivel ativacdo da via PI3K-
Akt na progressao do CEB, com destaque para a proteina GSK3B como um possivel
biomarcador progndstico, especialmente na predicdo de metastase.

Palavras-chave: Carcinoma Epidermoide. Cavidade Bucal. Real Time PCR. Imuno-
histoquimica. Via de Sinalizag¢do PI13K-Akt. Progndstico. Metastase.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) represents more than 90% of all malignant neoplasms
that affects these region. In most cases the diagnosis is detected in an advanced stage, hence
the patient has a poor prognosis. Thus, studies with proteins that are involved in signaling
pathways have been widely investigated as possible new therapeutic targets to aid the early
diagnosis and prognosis. The PI3K-Akt signaling pathway has been prominent in the
development of many types of tumors, including OSCC. One of the target proteins of this
pathway is Akt, a serine/threonine protein kinase that is regulated by PI3K. Once
phosphorylated, Akt is able to regulate multiple substrates causing metabolic disorders and
activating cellular growth and proliferation. Therefore, this study aimed to investigate by
immunohistochemistry the expression of Akt total, pAKT1-Thr308, pAKT-Ser473, GSK3p,
pGSK3pB-Ser9 e pmTOR?2448 in 106 patients, being 16 controls and 90 OSCC patients, and
their clinic-pathologic factors association. Additionally, this study also investigated Akt1/2/3,
PIK3CA, mTOR e GSK3p gene expression in 23 patients, being 7 controls and 16 OSCC
patients. All OSCC diagnoses were histologically confirmed and splitted in two groups: non-
metastasizing (PNM) and metastasizing primary tumors (PM). The social and clinic-
pathologic data were retrieved from each patient’s medical files by using a semi-structured
questionnaire. For immunohistochemistry proposal, it was performed a TMA technique and
all proteins was revealed by the streptavidin-biotin peroxidase method. For gene expression, it
was used the real time PCR approach. The immunohistochemical results showed that GSK3,
pGSK3pB-Ser9, AKT total and pmTOR?2448 proteins were more expressed in the OSCC group
than the control one, suggesting these proteins can be related to OSCC development and
progression. Furthermore, AKT total, pAKT1-Thr308, pAKT-Ser473, GSK3p and pGSK3p-
Ser9 expression were related to the clinic-pathologic factors, including sex, family cancer
history, localization, histological grade and metastasis. The GSK3p protein expression was
higher in metastatic patients, therefore indicating to have a biomarker role in OSCC
progression and metastasis. The correlation analysis showed significant positive correlation
among investigated proteins, which means PI3K-Akt signaling pathway-driven OSCC
development. The relative expression of all investigated genes was higher in the control
group, except for AKT3 and GSK3p, but no significant differences was observed. The mTOR
gene expression was significantly higher in the control group when compared to PNM and
PM groups, suggesting such pathway to be somewhat complex and the necessity of further
studies to elucidate its role in OSCC development and progression. In conclusion, these
results indicate an activation of the PI3K-Akt signaling pathway in our OSCC sample and
highlight a pivotal role for GSK3pB protein as a prognostic biomarker and predictor of
metastasis.

Keywords: Squamous Cell Carcinoma. Oral Cavity. Real Time PCR. Immunohistochemistry.
PI3K-Akt Signaling Pathway. Prognosis. Metastasis.
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1 INTRODUCAO

O céncer de cabeca e pescoco € um termo utilizado para descrever neoplasias malignas
que se desenvolvem no trato aerodigestivo superior (DOBROSSY, 2005). Na cavidade bucal,
o tumor maligno mais comum é o carcinoma epidermoide (CEB), representando mais de 90%
dos casos (COOPER et al., 2009). Apesar dos avancgos no tratamento nas Ultimas décadas, a
maioria deles é ainda diagnosticada em estagio avancado e, consequentemente, o0 paciente
apresenta um prognostico ruim (BIAZEVIC et al., 2006). Em parte, esse progndstico ruim se
deve a ocorréncia de metéstase locorregional e a distancia, fazendo com que a sobrevida
desses pacientes em cinco anos seja menor que 50% (LEEMANS et al., 1994)

Assim, varios esforcos tém sido realizados no sentido de buscar possiveis
biomarcadores moleculares que possam contribuir com a predi¢cdo prognostica, especialmente
no que diz respeito ao desenvolvimento de metastases. Dentre essas investigagdes tém-se
destacado as proteinas da via de sinalizacdo PISK-Akt. Sabe-se que a ativacdo inapropriada
dessa via de sinalizacdo esta associada com desenvolvimento e progressdo de uma variedade
de tumores malignos em humanos, incluindo os canceres de cabeca e pescoco (MORAL;
PARAMIO, 2008; ENGELMAN, 2009).

PI3Ks sdo uma familia de quinases lipidicas responsaveis por ativar uma cascata de
sinalizacdo intracelular que culmina com a ativacdo da proteina Akt (WONG; ENGELMAN;
CANTLEY, 2009). A importancia da proteina Akt nessa via reside no fato de que quando se
encontra num estado ativado é capaz de fosforilar proteinas envolvidas no controle da
apoptose, na regulacdo do ciclo celular e crescimento celular, ou seja, estdo diretamente
implicadas com a biologia tumoral e que, quando ativadas de forma inadequada, podem
eventualmente contribuir para o desenvolvimento e progressdo tumoral (BRUHN et al., 2013;
WILLEMS et al., 2012).

E possivel encontrar na literatura estudos que propde o envolvimento da via de
sinalizacdo PI3K-Akt especificamente na carcinogénese e progressdo do carcinoma
epidermoide bucal (CEB) (KOZAKI et al., 2006). No entanto, os mecanismos pelos quais ela
contribui para o desenvolvimento e comportamento, como a ocorréncia de metastases, ainda
séo desconhecidos (KOZAKI et al., 2006; PEDRERO et al., 2005; COHEN et al., 2011).

Embora trabalhos anteriores tenham avaliado o papel de algumas proteinas dessa via

de forma isolada, ndo had ainda nenhum estudo analisando o papel delas, bem como seus
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respectivos genes, de forma integrada no sentido de predizer a ocorréncia de metastase e a
relacdo delas com fatores clinicopatoldgicos de importancia progndéstica para o CEB. Nesse
sentido, estudar esses componentes pode ser crucial para o entendimento da patogenia desse
tumor. Assim, o presente estudo buscou avaliar a expressdo dessas proteinas e seus
respectivos genes em uma amostra de conveniéncia de CEB metastatico e ndo metastatico

buscando responder se eles estdo envolvidos no fendmeno de metastase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma Epidermoide Bucal

Os canceres de cabeca e pescogo sdo 0 sexto tipo de cancer mais comum no mundo
(KAMANGAR, 2006; SIMARD; TORRE; JEMAL, 2014). J& o cancer de boca, que inclui os
canceres de labio e mucosa bucal propriamente dita, compreende cerca de 30% deles
(GENDEN; FERLITO; SILVER 2010). Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer,
0 cancer de boca é a sétima neoplasia maligna mais frequente no Brasil, sendo responsavel
por cerca de 11.280 novos casos/ano em homens e 4.010 novos casos/ano em mulheres
(INCA, 2014). Mundialmente, esse tumor ocupa a décima primeira posi¢cdo para 0 Sexo
masculino e a décima sétima para o sexo feminino, correspondendo 2,7% e 1,5% dos
canceres, respectivamente (FERLAY et al., 2012). O risco de desenvolver a doenca é maior
com o aumento do periodo de exposicdo aos fatores de risco e consequente aumento da idade,
assim o cancer bucal tem uma predilecdo pelos pacientes do sexo masculino com a média de
idade de 62 anos (FELLER; LEMMER, 2012; WARNAKUSARIYA, 2009). No entanto, essa
relacdo de incidéncia homem/mulher vem decrescendo nas Gltimas décadas, enquanto que em
sujeitos jovens tém aumentado (JOHNSON et al., 2005; WARNAKULASURIYA, 2009).

Dentre todas as malignidades que acometem a cavidade bucal, o CEB compreende
mais de 90% dos casos (WARNAKULASURIYA, 2009; GENDEN; FERLITO; SILVER,
2010). Definido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma neoplasia epitelial
invasiva com graus de diferenciacdo variando de bem a pobremente diferenciado e alta
propensdo para o desenvolvimento de metéstases locorregional, o CEB tem como principais
fatores de risco o tabaco e o alcool (LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011).
Além desses fatores, a falta de higienizacdo oral e a infeccdo pelo papilomavirus humano
(HPV) também estdo relacionados ao seu desenvolvimento (MISHRA, 2010). Quanto a
localizagdo, esse tumor pode ocorrer em qualquer regido da cavidade bucal, mas de um modo
geral, pode-se dizer que a sua ocorréncia esta relacionada ao fator de risco associado, como €
0 caso da lesdo de labio, a qual tem como principal agente causal a exposicdo cronica a
radiacdo ultravioleta (JOHNSON et al., 2005). De um modo geral, os sitios mais
frequentemente acometidos sdo assoalho bucal, borda lateral de lingua e palato (JOHNSON et
al., 2005).
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O diagndstico precoce € um dos fatores mais importantes para o paciente portador de
CEB. Taxas de sobrevida entre 80-90% podem ser encontradas caso o diagndstico seja
realizado nos estagios iniciais da doenca (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). No
entanto, a detec¢do do CEB geralmente € realizada em estagios avancados devido, em parte, a
auséncia de sintomatologia nos estagios iniciais, 0 que segundo Bagan; Sarrion; Jimenez
(2010) e Leemans; Braakhuis; Brakenhoff (2011) pode estar relacionado a heterogeneidade
molecular interlesional, tornando variavel o comportamento desse tumor entre 0s pacientes.
N&o obstante a isso, estudo realizado pelo nosso grupo mostrou que o atraso do paciente e do
profissional também sdo fatores que podem contribuir para o atraso no diagndstico da lesdo
(FARIA et al., 2005). Assim, a importancia do autoexame, especialmente em pacientes que
fazem uso do tabaco e alcool, e a identificacdo deles através de uma correta anamnese
acompanhada de um cuidadoso exame clinico das mucosas pelo cirurgido dentista pode
contribuir para o diagnéstico precoce.

As caracteristicas clinicas do CEB variam de acordo com o estigio da doenca. Nos
estagios iniciais, 0 CEB pode se apresentar como uma leséo ulcerativa de coloracdo variando
de eritematosa e brancacenta, firme a palpacdo e geralmente indolor (BAGAN; SARRION;
JIMENEZ, 2010; JOHNSON et al., 2005). Nos estagios avanc¢ados, por outro lado, nota-se
uma lesdo ulcerada infiltrativa com margens irregulares e de bordos elevados e endurecidos
(FIGURA 1) (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010; JOHNSON et al., 2005). Para esses
pacientes, a sintomatologia esta presente e pode variar de acordo com a localizacdo, sendo 0s
mais frequentes disfagia, odinofagia, dispneia e perda de peso (JOHNSON et al., 2005).
Embora esses aspectos clinicos sejam os classicamente descritos na literatura, cabe mencionar
que alguns pacientes podem desenvolver lesGes potencialmente malignas, como leucoplasias,
eritroplasias e, principalmente, as eritroleucoplasias, sendo que estas frequentemente
demonstram displasia grave e/ou carcinoma no momento do diagnostico (PITIYAGE et al.,
2009).
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Figura 1 — Fotografias de pacientes com CEB em estagio avangado. Em A nota-se lesdo ulcerativa em assoalho
bucal. Em B pode-se notar outra lesdo ulcerada em regido lateral de lingua de bordos elevados e endurecidos.
Fonte: Fotografias retiradas na Unidade de Diagnostico Estomatologico (UDE) da Universidade Federal de
Uberlandia.

A bidpsia é¢ mandatoria para confirmacao do diagnéstico de CEB (BAGAN; SARRION;
JIMENEZ, 2010). Com relacdo ao aspecto histolégico, o CEB é classificado de acordo com o
grau diferenciacdo de suas celulas (FIGURA 2). Nos casos classificados como bem
diferenciados as células neoplasicas se assemelham muito ao tecido epitelial de origem, mas
com presenca de certo grau de pleomorfismo nuclear (anisocariose) e citoplasmético
(anisocitose), nucléolos evidentes e algumas figuras de mitoses. A queratinizacdo abundante é
um dos aspectos classicos nos tumores com esse fendtipo. Naqueles tumores classificados
como moderadamente diferenciados, observa-se um maior grau de anisocariose e anisocitose
nas células neoplasicas, exibindo nucléolos grandes e multiplos, maior taxa de mitoses tipicas
e atipicas e menor grau de queratinizacdo. Por fim, os tumores classificados como pobremente
diferenciados sdo compostos por células anaplasicas, mostrando numerosas figuras de mitoses

tipicas e atipicas, e queratinizagdo minima ou ausente (JOHNSON et al., 2005).
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Figura 2 — Cortes histoldgicos corados em H&E. Em A, nota-se o spot do TMA com um caso de CEC bem
diferenciado com presenga de pérolas de queratina. Em B, evidencia-se em maior aumento os detalhes da pérola
de queratina. Em C, observa-se outro caso de CEC classificado como pobremente diferenciado. Em D pode-se
notar a presenc¢a de pleomorfismo celular e hipercromatismo nuclear. Hematoxilina e Eosina (aumento original
em A e C: 100X e em B e D: 400X).

Para a escolha do melhor tratamento para os pacientes portadores de CEB, leva-se em
consideracdo a natureza do carcinoma e a condicdo geral do paciente, que inclui idade, estado
de saude e o histérico do paciente (FELLER; LEMMER, 2012). De maneira geral, o
tratamento do CEB é feito primariamente por cirurgia podendo ser acompanhado de radio e
quimioterapia. Todo o tratamento proposto para os pacientes com CEB se baseia no
estadiamento clinico através do sistema TNM (T: tamanho do tumor; N: presenca e extensao
de metéastase linfonodal; M: presenca ou auséncia de metastase a distancia) desenvolvido pela
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) e da American Committee on Cancer (AJCC).
Nas lesdes iniciais, a cirurgia ou radioterapia sdo os tratamentos de escolha e tem como foco a
busca pela cura. Ja nos casos avancados, a combinacdo de quimioterapia (terapia sistémica) e
radioterapia e/ou cirurgia (terapia local) sdo frequentemente utilizados (FELLER; LEMMER,
2012).

No que diz respeito ao prognostico, a presenca de metéstase locorregional é um dos
fatores mais importantes para a determina¢do do prognostico do paciente, influenciando
diretamente sobre a sobrevida do mesmo, que pode reduzir a metade (LEEMANS et al., 1994;
CORTESINA; MARTONE, 2006). Metastase pode ser interpretada como um processo
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dindmico em que clones de células adquirem a capacidade de invadir e disseminar para outros
orgaos (KLEIN, 2009; NOGUTI et al., 2012). Muitas moléculas estdo envolvidas nesse
processo e a compreensdo cada vez maior dos mecanismos moleculares envolvidos tem
permitido o estudo de biomarcadores preditivos de metastase. No entanto, ainda ndo existe na
literatura um consenso a cerca dos mecanismos moleculares envolvidos (CORTESINA,;
MARTONE, 2006, OLIVEIRA; SILVA, 2010). Sobre esse fendmeno, a regido de cabeca e
pescoco, que é rica em drenagem linfatica e cadeias linfonodais (cadeias I, 11, 111, 1V, V e VI)
sdo frequentemente acometidos por lesdes metastaticas (JOHNSON et al., 2005; HOLMES,
2008). Estima-se que 40% dos pacientes com CEB desenvolvem metéstases, com apenas 25%
a 40% deles sobrevivendo em 5 anos, uma taxa baixa se comparado com 90% dos pacientes
sem lesdo metastatica (NOGUTI et al., 2012). Clinicamente, o linfonodo cervical acometido
por metastase pode ser identificado com uma consisténcia firme, fixado, aumentado (maior
que 1cm) e indolor (NOGUTI et al., 2012). Apesar de alguns indicadores progndsticos serem
por vezes preditivos de desenvolvimento da metastase, como, por exemplo, o tamanho do
tumor primario, estagio, sitio acometido, grau de diferenciacdo e profundidade de invaséo,
tais parametros prognosticos subestimam a presenca da metastase cervical (NOGUTI et al.,
2012; CORTESINA; MARTONE, 2006). De fato, a presenca de metastases ocultas € alta,
mesmo em paciente em estagio inicial. Um estudo realizado por Teichgraeber e Clairmont
(1984) com 136 pacientes, encontrou metastases ocultas em 37% dos pacientes em estagio
inicial de CEB. Além disso, outro importante fator que pode influenciar a sobrevida do
paciente € disseminacdo extracapsular das lesdes metastaticas, com sobrevida de 30% para 3
anos (JOHNSON et al., 2005; WOOLGAR et al., 2003).

Dessa forma, estudos com biomarcadores capazes de auxiliar a predicdo de metastase
juntamente com os fatores progndsticos podem ser fundamentais para o estabelecimento de
novas estratégias diagndsticas, bem como um tratamento mais adequado para cada tipo de

paciente.

2.2 Via de Sinalizacéo PI3K-Akt

A ativagdo da via de sinalizacdo tem inicio com a ligacdo de fatores de crescimento,
como por exemplo, o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1) a receptores tirosina
quinases (RKTs) na membrana (CARNERO, 2010; ENGELMAN, 2009). Ao se tornar ativa,
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a PI3K medeia a fosforilagdo do anel inositol do fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) para
gerar o segundo mensageiro fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) no folheto interno da
membrana plasmatica (OSAKI; OSHIMURA,; ITO 2004; PORTA; PAGLINO; MOSCA,
2014). Essa fosforilacdo promove o recrutamento de proteinas com o dominio homologo a
pleckstrin (PH), que sdo dominios de proteinas globulares de aproximadamente 120
aminoacidos presentes em proteinas, tais como a Akt e fosfoinositideo Pdkl
(VAHASENBROEK, 2012; ENGELMAN, 2009). Assim, ao ser recrutada a membrana
plasmética, a proteina Akt interage com PIP3, levando a uma mudanca conformacional e
exposicao dos residuos de treonina 308 (Thr308) e serina 473 (Ser473), 0 que permite a
fosforilagdo desses sitios pelo fosfoinositideo Pdkl e pelo complexo mMTORC2
respectivamente, tornando a Akt completamente ativa e portanto, capaz de fosforilar multiplos
substratos de efeitos variados (NICHOLSON; ANDERSON, 2002; OSAKI; OSHIMURA;
ITO, 2004; VAHASENBROEK, 2012; BRUHN et al., 2013). Apesar da via de sinalizacdo
PI3K-Akt poder desencadear uma série de eventos que podem culminar com crescimento
celular, sobrevivéncia celular e angiogénese, um mecanismo inibitério mediado pela fosfatase
PTEN, que converte PIP3 em PIP2, também pode ser observado (VIVANCO; SAWYERS,
2002). PTEN foi inicialmente isolado como um gene supressor tumoral em cancer de mama e
glioblastoma e, mais recentemente, tem sido implicado na patogénese de um amplo espectro
de lesbes tumorais (LIU et al., 2009; NICHOLSON; ANDERSON, 2002). Nesse sentido, o
silenciamento de PTEN leva a uma retomada da ativacdo dessa via de sinalizacdo e o
aparecimento de tumores (CANTLEY; NEEL, 1999). Isso tem sido confirmado em
camundongos knockout para esses genes (VIVANCO; SAWYERS, 2002).

2.3 Estrutura e fungéo de PI3K, Akt, nTOR e GSK3p

2.3.1PI3K

A PI3K consiste em familia de quinases lipidicas distribuidas em trés classes
denominadas de I, Il e Ill, as quais s&o classificadas de acordo com estrutura, fungéo e
especificidade ao substrato (VANHAESEBROECK; STEPHENS; HAWKINS, 2012;
BRUHN et al., 2013). A PI3K de classe | consiste em dois subgrupos, IA e IB, 0s quais séo

heterodimeros constituidos de uma subunidade catalitica e outra regulatéria. O subgrupo 1A
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corresponde a um heterodimero formado pela subunidade regulatéria N-terminal denominada
p85, a qual é constituida pelas subunidades p85a, p55a e p50a e séo codificadas por um Unico
gene, 0 PIK3R1 e pela subunidade catalitica p110, a qual é constituida pelas subunidades
pl10a, pl10B e pl1106 e codificadas pelos genes PIK3CA, PIK3CB e PIK3CD,
respectivamente (BRUHN et al., 2013). O subgrupo IA pode ser ativado diretamente por
RTKSs, ou indiretamente atraves de moléculas adaptadoras, tais como ligantes do receptor de
insulina IRS. O subgrupo IB consiste nas subunidades p110y e p101 ou p87, as quais sao
codificadas pelos genes PIK3CG, PIK3R5, PIK3R6, respectivamente, e é ativado por
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (WILLEMS et al., 2012; VANHAESEBROECK;
STEPHENS; HAWKINS, 2012; SAJI; RANGEL, 2010; VIVANCO; SAWYERS, 2002;
BRUHN et al., 2013). Ambas as subclasses IA e IB ativam a via canbnica PI3K-Akt, porém a
subclasse | tem se destacado, pois na maioria das vezes, esta relacionada com alteracdes
genéticas, mutacdes, amplificacdo génica e cancer (SAJI; RINGEL, 2010; KOZAKI et al.,
2006).

A ativacdo de RTKs ou ativacdo das moléculas adaptadoras IRS1 e IRS2 resulta na
autofosforilacdo dos residuos de tirosina citoplasmaticos e recrutamento de PI3K para
membrana, a qual se liga diretamente as tirosinas fosforiladas, culminando na ativacéo
alostérica da subunidade catalitica p110. A PI3K ativada é capaz de fosforilar PIP2 em PIP3,
um segundo mensageiro essencial para o recrutamento da proteina Akt e, portanto,
fundamental para a ativacdo dessa via de sinalizacdo (PORTA; PAGLINO; MOSCA, 2014,
VIVANCO; SAWYERS, 2002).

O produto do gene PIK3CA é a subunidade catalitica p110a da PI3K, o qual €
considerado um oncogene comumente mutado em céanceres humanos, com um indice
aproximado de 10% em carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco (DU et al., 2012).
Quase todas as mutacbes em PIK3CA estdo relacionadas a um ganho de funcdo, porém
amplificagdo génica tem sido relatada em CEB (DU et al., 2012; PEDRERO et al., 2005).
MutacBes de ganho de funcdo em PIK3CA ja foram associadas a metastase linfonodal (FENIC
et al.,, 2007). No entanto, o aumento de amplificacdo de PIK3CA e sua associagdo com
metastase linfonodal e estadgio avangado ainda permanecem controversos na literatura
(PEDRERO et al., 2005; KOZAKI et al., 2006).
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2.3.2 AKT

A Akt é uma proteina quinase serina/treonina composta de trés dominios: (1) o
dominio de PH na regido N-terminal, (2) o um dominio central catalitico e (3) o dominio
regulatorio localizado na regido C-terminal (VADLAKONDA et al.,, 2013; PORTA,;
PAGLINO; MOSCA, 2014) (FIGURA 3). A proteina Akt é muito versatil e participa de
muitos processos fisiologicos, tais como o metabolismo de glicose, apoptose, proliferacao,
transcricdo e migracgdo, ja foram registrados mais de 100 substratos diferentes que podem ser
regulados pela mesma (CARNERO, 2010; TSUCHIYA; KANNO; NISHIZAKI, 2014).

Os mamiferos contém trés isoformas intimamente relacionadas (80% de homologia) e
conhecidas como Aktl, Akt2 e Akt3, as quais sdo expressas ubiqguamente, mas com niveis
variados entre os diferentes tecidos (OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004). Todas as trés
isoformas podem ser recrutadas para a membrana por meio do dominio N-terminal PH e,
dessa forma, serem capazes de interagir com PIP3 e assim dar continuidade a via PI3K-Akt
(MARTELLLI et al., 2012). Elas séo fosforiladas em sitios distintos, sendo nos residuos de
Thr308, Ser473 na Aktl, Thr309 e Ser474 na Akt2, e Thr305 e Ser472 (FIGURA 3).

Akt1 (PKBa) N

Akt2 (PKBB) N--

Akt3 (PKBY) N-* ? WTB

PH Kinase Regulatory
domain domain domain

Figura 3 — llustragdo esquematica das trés isoformas da proteina Akt (Aktl, Akt2 e Akt3). Fonte: OSAKI;
OSHIMURA; ITO, 2004.

Os sitios de fosforilagdo mais bem estudados sdo os pertencentes a Aktl, como as
fosforilagdes nos sitios Thr308 e Ser473 (GIUDICE; SQUARIZE, 2013). Os residuos de
Thr308 sdo fosforilados pela proteina Pdkl, enquanto que os residuos de Ser473 sdo, de
maneira geral, fosforilados pelo complexo mTORC2. A fosforilagdo no sitio Thr308 permite

que a proteina Akt fosforile apenas alguns substratos, embora nem todos, enquanto que a
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fosforilagdo no sitio Ser473 promove a ativacdo total da proteina Akt (MARTELLI et al.,
2012). Sabe-se que a ativacdo total da proteina Akt é relevante para a patogenia do cancer,
pois nesse estado € capaz de interferir na sobrevida, proliferacdo e crescimento (VIVANCO;
SAWYERS, 2002). Além disso, promove a angiogénese através da mediacao dos fatores HIF-
lo e de VEGF (ALTOMARE; TESTA, 2005).

Quanto a expressdo delas, a proteina Aktl estd mais expressa no tecido cerebral,
coracdo e pulmdes e esta associada com hipertrofia muscular esquelética, aumento de sintese
proteica, sobrevivéncia celular e proliferagio (OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004,
GONZALEZ; MCGRAW, 2009); a Akt2 é predominantemente expressa nos musculos
esqueléticos e no tecido adiposo marrom onde regula a internalizacdo da glicose via receptor
GLUT4; a Akt3 é mais expressa em cérebro e rins, mas seu papel ainda ndo foi totalmente
elucidado. Sabe-se que camundongos knockout para Akt3 tem reducdo do tamanho cerebral,
retardo no crescimento e alteracdo no metabolismo de glicose (OSAKI; OSHIMURA,; ITO,
2004; TSUCHIYA; KANNO; NISHIZAKI, 2014; FORTIER et al., 2010).

Embora as isoformas parecam desenvolver alguns papéis distintos, algumas funcoes se
sobrepdem. Todas as isoformas tém sido encontradas alteradas em diversos tipos de canceres.
Por exemplo, a expressdo de Aktl estd aumentada em canceres de mama, ovario, prostata e
adenocarcinomas de pulméo, enquanto que a Akt2 e Akt3 apresentam niveis elevados em
canceres de mama e ovario e melanomas e canceres de mama, respectivamente (FORTIER; et
al., 2010). Na literatura é possivel encontrar estudos com carcinomas epidermoides de cabeca
e pescoco mostrando aumento da amplificagio do gene AKT2 (IAMAROON;
KRISANAPRAKORNKIT, 2009; PEDRERO et al., 2005). Alguns estudos sugerem funcdes
distintas das isoformas na regulacdo da progressdo do ciclo celular, migracéo e invasdo, o que
pode levar a diferentes papéis na modulacdo do tumor e desenvolvimento de metastases,
embora 0s mecanismos sejam ainda obscuros (ENGELMAN, 2009; NICHOLSON;
ANDERSON, 2002; MORAL; PARAMIO, 2008; GONZALEZ; MCGRAW, 2009).

No que diz respeito a sobrevivéncia celular, a Akt ativada é capaz de controlar a
apoptose através de ativacdo e inativacdo de proteinas chave. Assim, ela pode inativar
proteinas pro-apoptoticas, tais como BAD da familia Bcl-2, e promover a morte celular
através da formacdo de um heterodimero com Bcl-X_ (VIVANCO; SAWYERS, 2002;
ALTOMARE; TESTA 2005). Além disso, inibe a atividade catalitica da caspase-9 mediante
sua fosforilacdo (VIVANCO; SAWYERS, 2002), como também proteinas forkhead,
incluindo a proteina FOXO, a qual inibe fatores pré-apoptoticos, como o ligante do Fas
(PORTA; PAGLINO; MOSCA, 2014; ALTOMARE; TESTA, 2005). Somado a isso, essa
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proteina é também capaz de regular positivamente o fator de transcrigdo NF«xB promovendo a
sobrevivéncia em resposta a apoptose (VIVANCO; SAWYERS, 2002).

2.3.3mTOR

TOR é uma proteina que foi identificada em bactéria nos anos 90 e tem como principal
caracteristica a resisténcia a fatores inibitérios de crescimento da rapamicina. A rapamicina,
por sua vez, ¢ um metabolico antifungico purificado de Streptomyces hygroscopicus de
propriedades imunossupressoras (DOBASHI et al., 2011). As proteinas TORs pertencem a
uma familia de quinases conhecida como PIKK, que sdo estruturalmente similares a PI3K.
Elas estdo relacionadas ao controle do crescimento celular e manutencdo do comprimento do
teldmero (DOBASHI et al., 2011). Existe apenas um Unico gene mTOR nos mamiferos que
codifica a proteina mTOR. No entanto, a proteina mTOR interage com proteinas regulatorias
para formar dois complexos sinalizadores funcionalmente distintos conhecidos como
MTORC1 e mTORC2, os quais sdo responsaveis pela sintese proteica e crescimento celular
(WILLEMS et al., 2012; DOBASHI et al., 2011). mTOR apresenta quatro sitios de
fosforilagéo identificados como Serl261, Thr2446, Ser2448 e Ser2481, sendo Ser2448
promovida pela proteina Akt. No entanto, sabe-se que a proteina S6K1 também medeia essa
fosforilacdo (JAQUEZ et al., 2009; NAVE et al.,1999).

O mTORC1, constituido por mTOR, LST8/GBL e RAPTOR, é reconhecido por
participar de diversas sinalizacbes extra e intracelulares a fim de promover anabolismo
(FOSTER; FINGAR, 2010). Nutrientes e fatores de crescimento promovem a sintese proteica
dependente de mTORC1, o que contribui para o crescimento, proliferacdo e metabolismo
celular. Quando ocorre deficiéncia desses nutrientes ou a célula é submetida a um estresse,
MTORC1 atua no sentido de manter as condi¢bes oOtimas de funcionamento celular,
promovendo, por exemplo, macroautofagia (FOSTER; FINGAR, 2010). O complexo também
é responsavel por fosforilar e ativar a proteina S6K1 para promover a traducdo de
oligopirimidinas do RNA mensageiro (RNAm) na regido 5’- terminal, culminando com a
codificacdo de proteinas ribossomais e fatores de alongamento (FOSTER; FINGAR, 2010).
Além disso, mTORC1 é capaz de fosforilar a proteina 4E-BP1 que, num estado
hipofosforilado, funciona como um repressor traducional ligando e inibindo o fator de
iniciacdo elFAE (FOSTER; FINGAR, 2010; WILLEMS et al., 2012; PORTA; PAGLINO;

MOSCA, 2014). Quanto a sintese de proteinas, estudos tém mostrado que esse complexo
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promove a produgdo de proteinas relacionadas com a progresséo do ciclo celular, tais como
ciclina D1 e c-myc, e angiogénese, como os fatores HIF-1a ¢ VEGF (WILLEMS et al., 2012;
ALTOMARE; TESTA, 2005; PORTA; PAGLINO; MOSCA, 2014, SHIOJIMA, 2002). Em
relacdo a via PI3K-Akt, ela pode ativar indiretamente mTORCL1 através do substrato TSC2,
que junto com o substrato TSC1 formam um complexo inibitério de mTORC1. A inativacao
de TSC2 pela Akt ativa um dominio denominado GAP que, por sua vez, atua na proteina
Rheb, uma pequena proteina que se liga ao GTP e ativa mTORC1 por mecanismos ainda néo
totalmente elucidados. Em resumo, a ativagdo de mTORC1 aumenta entdo a traducdo de
proteinas que podem ter papel importante na patogénese de varios tumores (PORTA;
PAGLINO; MOSCA, 2014; EKIM et al., 2011).

Quanto a0 mTORC2, trata-se de um complexo constituido por mTOR, GBL e
RICTOR. E capaz de fosforilar a proteina Akt no residuo Ser473, levando a sua ativacao total
e, por consequéncia, da via PI3K-Akt. A fungdo principal de mTORC?2 € a organizacao da
actina do citoesqueleto, influenciando o controle do tamanho celular, mas também no
processo de transicdo epitélio-mesénquima (VADLAKONDA et al., 2013; FOSTER;
FINGAR, 2010).

Por fim, a expressdao da mTOR ja foi avaliada por varios trabalhos e alguns deles
mostram aumento da expressdo em canceres de pulm&o, tumores gastrointestinais e em
linhagem celular de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoc¢o (LIU et al., 2009; DOBASHI
etal., 2011; Ll etal., 2013).

2.3.4 GSK3p

Em relacdo a progressdo do ciclo celular, outro importante substrato da Akt é a
proteina quinase serina/treonina GSK3[. Essa proteina esta constitutivamente ativa em células
normais e estd envolvida em muitos processos celulares, tais como o metabolismo de
glicogénio, regulacdo do citoesqueleto, estabilidade dos microtubulos e controle do ciclo
celular (LUO, 2009). Por ser uma proteina multifuncional, ou seja, participar de varias vias de
sinalizacdo regulando muitas proteinas chaves, como, por exemplo, a B-catenina na via de
sinalizacdo Wnt, quando desregulada, pode ser responsavel pelo desenvolvimento de varias
doencas como cancer, diabetes, problemas cardiovasculares e desordens degenerativas (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007). A atividade da GSK3p ¢é regulada pela fosforilagdo sitio-

especifica. Na sua forma inativa, a GSK3p ¢ fosforilada no residuo de serina na posi¢do 9
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(Ser9), enquanto que na sua forma ativa é fosforilada no residuo de tirosina na posi¢do 216
(Tyr216), aumentando a sua atividade enzimatica em aproximadamente cinco vezes (LUO,
2009). A proteina Akt em sua forma ativa € capaz de inativar GSK3p via fosforilacdo do
residuo Ser9 localizado na sua por¢do N-terminal (OSAKI; OSHIMURA,; ITO, 2004; LUO
2009).

No citoplasma, a proteina GSK3p participa de um complexo multiproteico formado
pela axina, proteina APC e CK1, cuja funcdo é promover a degradacdo da proteina -catenina
via complexo de destruicdo ubiquitina-proteossomo, fosforilando-a e marcando-a com
ubiquitina pela proteina B-TrCP (CLEVERS, 2006). Por outro lado, quando a GSK3f ¢
inativada, o complexo multiproteico deixa de fosforilar a B-catenina que, por consequéncia,
ndo é degradada e o seu nivel citoplasmatico aumenta, culminando com a sua translocagéo ao
nucleo (CLEVERS, 2006). No nucleo, B-catenina se liga a fator de transcri¢cdo da TCF/LEF
promovendo a transcri¢do de genes alvo da via de sinalizagdo Wnt, tais como os genes MYC,
CCND1, JUN, MMP1 e MMP7 (FARAGO et al., 2005; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

Além das funcdes fisiologicas exercidas pela GSK3p, estudos recentes tém observado
gue essa proteina tem participacdo direta nos processos de transformacdo neoplasica,
crescimento do tumor e metéstases (DOBLE; WOODGETT, 2007; LUO, 2009; MISHRA,
2010). Sobre o este ultimo papel, é de amplo conhecimento que aumento da motilidade e
invasdo das células cancerosas sdo 0s eventos que ocorrem primariamente no processo de
metastase, um fendbmeno conhecido como transicdo epitélio-mesénquima (LUO, 2009). De
um modo geral, as caderinas interagem com a actina do citoesqueleto para manter a estrutura
tecidual, mas nos carcinomas, incluindo o CEB, a perda de E-caderina favorece a invasao das
células (MISHRA, 2010). A GSK3p, por fim, tem papel fundamental nesse processo, pois
promove a degradacdo da proteina Snail, inibe a transcricdo do gene CDH1, responsavel por
codificar a proteina E-caderina, proporcionando um aumento da invasdo e metéstase (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007). Por fim, cabe mencionar que moléculas da matriz
extracelular implicadas com a progressdo de CEB, como o colageno, fibronectina, tenascina,
laminina e integrinas, sdo também alvos indiretos da GSK3p via proteina Snail, o que reforca

ainda mais o seu papel do desenvolvimento de metastase (MISHRA, 2010).
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Figura 4 — llustracdo esquemadtica resumida do mecanismo da via de sinalizagdo PI3K-Akt. Fonte: elaborado
pela autora.

2.4 A via de sinalizacdo PI3K-Akt em CEB

Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém focado no estudo de vias de sinalizacdo ativadas
por receptores RTKs e que envolve as moléculas PI3K e Akt, tal que tem sido considerada
como uma importante via reguladora de sobrevivéncia e proliferacdo celular em mamiferos
(VIVANCO; SAWYERS, 2002). Dados recentes da literatura mostram que a via de
sinalizacdo PI3K-Akt, esta desregulada em Vvarios tipos de canceres, como de mama, ovario,
endomeétrio, pulmao, tireoide e figado (MORAL; PARAMIO, 2008). Além disso ha indicios
de que essa via de sinalizacdo realmente esteja envolvida com o desenvolvimento do CEB
(DU et al., 2012; GIUDICE; SQUARIZE, 2013).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvido no sentido de analisar as alteragdes no gene
PIK3CA, trabalhos como de Pedrero et al. (2005) mostram a amplificacdo do gene em
aproximadamente 40% do casos de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, apesar de
ndo encontrar nenhuma correlagdo clinicopatolégica. J& no estudo de Kozaki et al. (2006), foi
demonstrado uma correlacdo significativa entre estagios mais avancados de CEB e
amplificacdo do gene PIK3CA quando comparados com estagios iniciais da doenca. Outras

abordagens tais como mutagdes de ganho de funcdo no gene PIK3CA também ja foram
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relatados em estudos como de Fenic et al. (2007) que mostraram a correlacdo dessa mutacao
com metastase em linfonodos e estagio tumoral em carcinomas epidermoides de cabeca e
pescoc¢o. Trabalhos que também buscaram identificar mutacbes de PIK3CA em carcinomas
epidermoides de cabeca e pesco¢o como de Qiu et al. (2006), Cohen et al. (2011), reforgam as
propriedades oncogénicas do inicio da via de sinalizagdo em carcinomas epidermoides de
cabeca e pesco¢o, sem no entanto, encontrar correlagdo com os dados clinicopatolégicos.

Outros trabalhos tém confirmado o papel dessa via na patogénese do cancer através do
estudo da expressdo das isoformas da proteina Akt, como é o caso do estudo de
Amornphimoltham et al. (2004), que mostraram a ativacdo de AKktl e progressdo de
carcinogénese em pele de camundongos, assim como em carcinomas de cabeca e pescoco de
humanos. O aumento da expressdo da isoforma Akt2 em CEB também foi descrito por
lamaroon e Krisanaprakkornkit (2009). Ainda € possivel encontrar na literatura estudos com a
forma fosforilada e ativa da proteina Akt, como é o caso dos trabalhos de Lim et al. (2005) e
Massarelli et al. (2005) que também mostraram associacdo entre a expressdo de pAKT-Ser473
e alguns fatores prognosticos em CEB, bem como de Li et al. (2013) que também demonstrou
evidéncias de associagdo entre fatores progndsticos e a expressao de pAKT1-Thr308 em CEB.
Os subprodutos da ativacao da via Akt, como é o caso de mTOR também tem alguns indicios
de ativacdo em carcinomas epidermoides de cabeca e pescogo, como no trabalho descrito por
Liu et al. (2010) bem como para GSK3p, que mostra-se inativa em algumas linhagens
celulares de CEB (MISHRA, 2010).

Como ja detalhado acima as fungdes bioldgicas da Akt ativa sdo enormes em virtude
de sua capacidade de regular uma centena de substratos proteicos. Portanto, nota-se pela
literatura que proteinas dessa via podem atuar sobre o processo de metastase. Apesar dos
varios trabalhos citados mostrarem indicios da ativacdo da via de sinalizacdo PI3K-Akt ndo
existe ainda um consenso acerca do envolvimento da via de sinalizagdo com a progressao do
CEB, especialmente no que diz respeito a ocorréncia de metastase. Além disso ndo ha na
literatura um trabalho que busque investigar a expressdo de todos os principais componentes
da via, incluindo seus subprodutos bem como a avaliagdo das respectivas expressdes génicas
com foco na progressdo do CEB. Nesse sentido, a avaliacdo da expressdo funcional dos genes
dessas via e de seus produtos proteicos em CEB podera trazer novas informacfes para a
compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento e a progressédo

tumoral diferenciando entre os pacientes com potencial ou ndo de desenvolver metastase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar o padrdo de transcri¢cdo de genes pertencentes a via de sinalizagdo PI3K-

Akt e GSK3B bem como os seus respectivos produtos proteicos fosforilados e néo

fosforilados em uma amostra de CEB metastatico e ndo metastatico obtidos do Laboratério de

Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia e Anatomia Patoldgica da Faculdade de

Medicina da Universidade Federal de Uberlandia e relacdo da expressdo deles com fatores

clinicopatolégicos.

3.2 Especificos

321

3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

Tabular e descrever os dados clinicopatologicos da amostra de CEB de pacientes

metastaticos e ndo metastaticos;

Avaliar a expressdo das proteinas GSK3p, pGSK3p-Ser9, AKT total, pAKT1-Thr308,
pAKT-Serd73 e pmTOR2448 em fragmentos parafinados de pacientes com CEB e

grupo controle;

Avaliar a expressdo das proteinas GSK3p, pGSK3p-Ser9, AKT total, pAKT1-Thr308,
pAKT-Ser473 e pmTOR2448 em fragmentos parafinados de CEB de pacientes

metastaticos e ndo metastaticos;

Associar a expressdo das proteinas GSK3p, pGSK3p-Ser9, AKT total, pAKT1-
Thr308, pAKT-Ser473 e pmTOR2448 com fatores clinicopatoldgicos na amostra de
CEB de pacientes metastaticos e ndo metastaticos;

Quantificar a expressdo génica dos genes PIK3CA, Aktl, Akt2, Akt3, mTOR e GSK3p

em fragmentos cirurgicos de pacientes com diagnostico de CEB.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da
Universidade Federal de Uberlandia (CAAE: 00593312.1.0000.5152), segundo o parecer de
nGmero 5715 (ANEXO A).

4.1 Casuistica

Amostras parafinadas (coletadas retrospectivamente, n=90) de CEB (CID: C00 a C06 e
C09 e C10) arquivadas no Laboratdrio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia e
Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
no periodo de janeiro de 2006 a fevereiro de 2013 e amostras cirurgicas (coletadas
prospectivamente, n = 16) obtidas durante exérese do tumor de pacientes com CEB (CID: C00
a C06 e C09 e C10), como parte do protocolo de tratamento no Hospital de Clinicas da UFU no
periodo entre janeiro de 2013 a dezembro de 2014 foram usadas no estudo. O grupo controle
utilizado para a analise imuno-histoquimica (n = 16) constituiu-se de fragmentos de tecidos
epiteliais histologicamente normais advindos de margens adjacentes de alguns pacientes do
grupo CEB, bem como de pacientes diagnosticados com hiperplasia e aqueles cujo laudo
evidenciou auséncia de alteracdes histoldgicas. O grupo controle utilizado para 0 experimento
de Real Time PCR (n = 7) constituiu-se de mucosas de bochecha doadas espontaneamente por
individuos saudaveis e de mucosas adjacentes a mucoceles tratadas por exérese na Unidade de
Diagnoéstico Estomatoldgico da Faculdade de Odontologia da UFU. Todos 0s pacientes
empregados no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B).
Além disso, todos 0s casos selecionados tiveram suas laminas recuperadas para confirmacao do
diagnostico de CEB de acordo com os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (BARNES et al., 2005).
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Amostras Parafinadas

16 controles

TOTAL
106 casos

90 casos CEB

N

Amostras Congeladas

7 controles

TOTAL

23 casos \

16 casos CEB

Figura 5 — Distribui¢do da casuistica nos grupos de CEB e controle para as amostras parafinadas e congeladas.

Para as amostras coletadas retrospectivamente, os critérios de inclusdo foram presenca
de amostra tumoral em quantidade suficiente para realizacdo do ensaio de Tissue Microarray
(TMA) em duplicata, dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos completos. Para as
amostras coletadas prospectivamente (congeladas) o critério de inclusdo foi a indicacdo de
tratamento cirdrgico para a remoc¢do da lesdo. Os critérios de exclusdao foram auséncia de
blocos de parafina, dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos incompletos, perda de
seguimento e o ndo tratamento cirtrgico do paciente.

Informacdes sociodemogréficas e clinicopatologicas dos pacientes participantes foram
obtidas a partir de consulta aos prontuarios médicos. Todos os dados foram coletados através
do uso de um instrumento de coleta qualificado (questionario semiestruturado) (ANEXO C) e
as informac0es relativas as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes, como idade (< 55
anos e > 55 anos), sexo, cor e comportamentos relacionados a doencga (tabagismo e etilismo),
e clinicopatologicos, como sintomatologia, tempo de evolugdo (<3 meses, > 3 < 6 meses ou >
6 meses), localizagdo, tamanho (<4 cm e >4 cm), estadiamento, gradacdo histologica,
tratamento, metastase, recidiva e condicdo clinica (vivo sem doenga, vivo com doenca e

obito) foram levantadas de forma detalhada.
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Para o estadiamento dos pacientes, utilizou-se o sistema estabelecido pela International
Union Against Cancer (UICC) American Committee on Cancer (AJCC) (SOBIN et al., 2009),
conforme Tabela 1. Para a gradacdo histologica dos tumores, empregou-se 0S critérios
estabelecidos pela OMS (BARNES et al., 2005), como segue: bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado. A presenca de metastase
locorregional foi inicialmente estabelecida por exames de imagem (Tomografia
Computadorizada) e depois confirmada por exame histopatoldgico dos linfonodos coletados
durante o esvaziamento cervical do paciente no transcurso da cirurgia. A confirmacdo de
metéstase foi usada para categorizar os pacientes com CEB em dois grupos: aqueles com
tumores primarios ndo metastaticos (PNM) e primarios metastaticos (PM) para fins

comparativos quanto a expressdo das proteinas e genes investigados.

Tabela 1 — Estadiamento clinico segundo os critérios estabelecidos pela Union Internationale Contre
le Cancer (UICC) e da American Committee on Cancer (AJCC) (SOBIN et al., 2009).

Estagio Classificagdo TNM
I T1INOMO
| T2NOMO
1l T3NOMO ou T1, T2, T3 com N1
v TANOMO ou qualquer T com N2, N3, ou qualquer lesdéo com M

4.2 Tissue Microarray (TMA)

Para o estudo da expresséo das proteinas GSK3p, pGSK3p-Ser9, AKT total, pAKT1-
Thr308, pAKT-Serd73 e pmTOR2448, empregou-se 0 arranjo em matriz de amostras
teciduais descrita por Kononen et al. (1998) conhecida como TMA. Essa técnica consiste na
incorporacgdo de amostras de tecidos diferentes em um bloco de parafina de tamanho normal,
o bloco de tecido “multitumor”, o que permite o estudo e andlise de expressdo de marcadores
moleculares em larga escala, com grande aproveitamento de material arquivado, reducéo de
tempo e custeio, com 0 uso de pequena gquantidade de tumor, e uniformizacéo das reacoes e
facilidade na analise comparativa dos casos (ANDRADE et al., 2007).

Para cada bloco recuperado, foram selecionadas duas areas tumorais (duplicata) situadas
lateralmente mas respeitando a presenca de células tumorais. Em seguida, selecionou-se a

lamina que continha a maior quantidade de tumor para evitar erro amostral no TMA (FIGURA
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6). Para selecionar as duas areas na lamina, utilizou-se um microscépio de campo claro (Nikon)
no aumento de 10x. As duas regides selecionadas foram entdo marcadas na lamina com uma
caneta de retroprojetor e, depois, transferidas no respectivo bloco por sobreposicdo. Para
confec¢do do TMA, utilizou-se o core facilite do Departamento de Anatomia Patoldgica do
Hospital AC Camargo (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA). Todo o procedimento de
construcdo do TMA esta representado na Figura 6. Assim, a partir do bloco doador, uma agulha
de captura de 1 mm de diametro foi introduzida no bloco doador e, em seguida, transferido para
0 bloco receptor obedecendo um padrdo de matriz espacado de precisdo com nucleos de um
milimetro de didmetro. A localizacdo de cada amostra tumoral no TMA em duplicata foi
devidamente identificada no mapa do TMA (FIGURA 7). Por fim, o bloco receptor foi cortado,

sendo duas delas (inicial e final) coradas em H&E, e as demais para ensaio imuno-

histoquimico.

Routine histologic
paraffin block i Tissue microarray

Figura 6 — Principio basico da técnica para a construgdo de matrizes teciduais (TMA). Uma &rea definida
previamente é retirada do bloco doador (donor) através de uma “agulha oca”, esse fragmento é recolocado no
bloco receptor (recipient), entdo o bloco é cortado em micrdtomo e processado. Fonte: Giltnane e Rimm (2004).
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Figura 7 — Mapa do TMA mostrando a posi¢do de cada caso na lamina. As linhas 6 e 14 sdo as lesdes metastaticas.
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4.3 Ensaio imuno-histoquimico

A técnica utilizada para identificagdo da expressdo das proteinas GSK3p, pGSK3p-
Ser9, AKT total, pAKT1-Thr308, pAKT-Serd73 e pmTOR2448 foi a estreptavidina-biotina-
peroxidase, todos os anticorpos utilizados foram IgG policlonais de coelho, todos adquiridos
da empresa Santa Cruz Biotechnology®, com excecéo do anticorpo anti-AKT total, o qual foi
adquirido uma aliquota produzida e doada pela UNICAMP. As dilui¢bes consideradas para
cada anticorpo, controle positivos, bem como a referéncia dos mesmos estdo detalhados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Especifica¢des dos anticorpos usados de acordo com as respectivas diluigdes padronizadas,
controles positivos empregados e referéncia.

Anticorpos Diluicdo  Controle Positivo Referéncia

Anti-GSK3p 1-1500 Carcinoma de colon SC-9166

Anti-pGSK3p-Ser9 1-100 Carcinoma de c6lon SC-11757

Anti-AKT total 1-1000 Carcinoma de prostata Aliguota doada pela UNICAMP
Anti-pAKT1-Thr308 1-250 Carcinoma de c6lon SC-135650
Anti-pAKT1/2/3-Ser473  1-250 Carcinoma de c6lon SC-135651

Anti-pmTOR?2448 1-100 Carcinoma de mama SC-101738

Para o ensaio imuno-histoquimico, cortes teciduais 3um de espessura obtidos do bloco
de TMA foram montados em laminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser, Brunsvique,
Alemanha). Os cortes foram desparafinizados em xilol e hidratados em concentragdes
decrescentes de etanol. Para a remog¢do do pigmento formélico os cortes foram imersos em
solucéo de hidroxido de amdnio 10% em etanol 95%, por 10 minutos, em seguida as laminas
passam por 7 lavagens em &gua destilada. A recuperacdo antigénica foi realizada de acordo
com a padronizacdo do laboratorio e recomendagdes dos fabricantes, utilizando solugéo
tampéo EDTA (pH 8.0) em Decloaking Chamber™ NxGen (Biocare Medical, Concord, CA,
USA) com ciclo de 110°C por 15 minutos. Apds o resfriamento e lavagem em 5 banhos de
agua destilada, os cortes foram submetidos primeiramente, ao blogueio da biotina endégena
com solucgéo de clara de ovo, na proporc¢do de 2 claras de ovo para 200ml de agua destilada,
essa solucdo é previamente homogeneizada e filtrada e entdo incubada com as laminas a 37°C,
por 20 minutos, em seguida é necessario 10 lavagens em agua destilada, para retirar todo o
excesso da solugdo. Na sequéncia, deu-se o bloqueio da avidina endégena através do uso de
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leite em p6 desnatado Molico®, na proporcdo de 30g de Molico® desnatado para 180ml de
agua destilada, a 37°C por 20 minutos, seguido de 10 banhos em agua destilada novamente. O
bloqueio da peroxidase endogena foi realizada com solucédo de H,O, a 10%, em 3 banhos de
10 minutos cada, apds esse bloqueio os cortes foram lavados em 5 banhos de agua destilada.
Os cortes foram submetidos a 3 banhos de 5 minutos cada em solugdo tampé&o TRIS-HCI (pH
7.4). Depois desses passos 0s cortes estavam prontos para seguirem as incubagdes com o kit
Starr Trek™ Universal HRP Detection System (Referéncia: STUHRP700, Biocare Medical,
Concord, CA, USA), todas as incubacbes foram realizadas em camara Umida a 37°C, a
primeira solucgéo utilizada foi a solucdo de blogueio Background Sniper, por 15 minutos em
camara Umida a 37°C, para bloqueio de ligacdes inespecificas, depois desse passo €
necessario a retirada do excesso de background das laminas com auxilio de papel filtro. O
préximo passo foi a incubacdo com o0s anticorpos primarios, o tempo de incubacdo
padronizado para os anticorpos foi de 2 horas a 37°C.

Ap0s esse periodo de incubacdo, os cortes foram lavados em solucdo de TRIS-HCI,
em 2 banhos de 2 minutos cada, e entdo incubados com a solucdo Trekkie Universal Link
(disponivel no kit) contendo anticorpo secundario, a 37°C por 20 minutos. Os cortes foram
novamente lavados em TRIS-HCI, em 2 banhos de 2 minutos cada, e imersos com a solucao
contendo o complexo terciario TrekAvidin-HRP (disponivel no kit), a 37°C por 10 minutos,
seguido de lavagem em TRIS-HCI, em 2 banhos de 2 minutos cada novamente.

A revelacdo foi realizada com cromégeno 3-3'-diaminobenzidina tetrahidroclorido
(DAB) (disponivel no kit) por 3 minutos, apds esse passo os cortes foram lavados em agua
corrente e depois contracorados com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram desidratados
em concentracles crescentes de etanol, diafanizados em xilol e finalmente montados. Os
controles positivos estdo especificados na Tabela 2 e a omissdo dos anticorpos primarios foi

utilizado como controle negativo.

4.3.1 Avaliagéo da imuno-histoquimica

Para analisar a expressdao das proteinas foi utilizado o método semiquantitativa
Quickscore (Q), considerando a sua media (MQ) (DETRE; SCLANI; DOWSETT, 1995).
Essa analise leva em consideragdo dois parametros, a saber: intensidade e a proporcéo de
células marcadas, os quais foram aplicados para cada spot da lamina do TMA. Cada spot do
TMA foi dividido em seis campos, aumento de 400X. Ao final o Q obtido por cada
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caso/proteina foi dado pela formula Q = P x |, tal que P representa a porcentagem de células
positivas e | intensidade de marcacédo (I). A distribuicdo dos scores esta detalhada na Tabela
3.

Tabela 3 — Distribuicdo dos scores conforme a porcentagem e intensidade de células marcadas.

Variaveis Classificacdo
Score 1 2 3 4 5 6
Porcentagem (P) 0-4% 5-19% 20-39% 40-59%  60-79% 80-100%
Score 0 1 2 3
Intensidade (1) Negativo ~ Fraco Moderado Forte

4.4 Real Time PCR

4.4.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os iniciadores ou primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta de design de
primers da empresa Integrated DNA Technologies (IDT®), através do link PrimerQuest®
Tool. Os parametros escolhidos foram definidos para qPCR Intercalating Dyes, levando em
consideracdo os seguintes fatores: temperatura de melting de 60°C, porcentagem de bases GC
de 50%, tamanho do primer de 18-22pb, tamanho do amplicon de 80 a 100pb e energia livre
de Gibbs (AG) baixa (THORNTON; BASU, 2011). As sequéncias dos genes alvos foram
obtidas pelo site da National Center for Biotechnology Information (NCBI). Em seguida, para
selecdo do melhor primer/gene, utilizou-se o site da IDT® e, finalmente o programa Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), tal que primers de menor expect-value (e-value)
foram finalmente selecionados (THORNTON; BASU, 2011). A Tabela 4 detalha os primers

forward e reverse empregados no estudo de acordo com os parametros acima mencionados.

Tabela 4 — Sequéncia dos primers forward e reverse com suas respectivas referéncias.

Gene Sequéncia Referéncia IDT Referéncia NCBI
AKT1F! GCTACTTCCTCCTCAAGAATG 128954091 NM_001014431.1
AKT1 R? GCCACAGAGAAGTTGTTGA 128954092 NM_001014431.1
AKT2 F GGGAGACCTTCATCTCTACAA 128954095 NM_001243027.2
AKT2 R ACCTCAGCCTTCCAAGTTA 128954096 NM_001243027.2
AKT3 F GACCGCACACGTTTCTATG 129829704 NM_001206729.1

AKT3 R CTTGAGATCACGGTACACAATC 129829705 NM_001206729.1
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Gene Sequéncia Referéncia IDT Referéncia NCBI
PIK3CAF AATGAGGCGACCAGATTTC 128954089 NM_006218.2
PIK3CAR CTGAGGTTTCCTAGTTGATGAG 128954090 NM_006218.2
GSK3pF  CTACCATCCTTATTCCTCCTCA 128954099 NM_001146156.1
GSK3pR  GTCCACGGTCTCCAGTATTA 128954100 NM_001146156.1
mTOR F GCCGCATTGTCTCTATCAA 128954097 NM_004958.3
mTOR R CAATAGGAGGCAGCAGTAAA 128954097 NM_004958.3
B2M F TATCCAGCGTACTCCAAAGA NM_004048.2
B2M R GGATGAAACCCAGACACATAG NM_004048.2

LE- Primer Forward
2R- Primer Reverse

4.4.1 Extracéo de RNA

As extracOes de RNAs de todas as amostras congeladas (mucosa normal e amostra
tumoral [PMN e PM]) congeladas foram realizadas no aparelho Maxwell® 16 Instrument
(Promega, Madison, WI, USA) juntamente com o kit de extracbes de RNA Maxwell® 16
LEV simply RNA Tissue Kit (Referéncia: AS1280, Promega, Madison, W1, USA). Todas as
etapas seguiram as recomendacfes do fabricante, bem como todas as solucgdes utilizadas
disponiveis no kit. Em resumo, ap6s a pesagem (méximo de 0,05g), cada amostra foi
macerada em ambiente refrigerado em meio contendo 200 pl da solu¢édo de trabalho (1mL de
solucdo de homogeneizacéo para cada 20pl de 1-tioglicerol) com auxilio do Pellet Pestles®
(Sigma Aldrich). Seguida a aplicagéo de 200l de tampé&o de lise, as amostras foram agitadas
em vortex por 15s, centrifugadas a 1000xg por 2 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados
(400ul) e colocados nas cartridges (suporte disponivel no Kit), posteriormente foram
colocadas dentro do aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA) para
extracdo dos RNAs. Ao final, o RNA total eluido de cada amostra foi aliquotado e
posteriormente quantificado em espectofotometro NanoDrop® ND1000, utilizando a relagéo
260/280 (indice de absorbancia variando de 1,6 a 2,1) e 260/230 (indice de absorbancia
variando de 1,9 a 2,4). Todos os RNAs foram armazenados em freezer -80°C até a transcri¢do

reversa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004048.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004048.2
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4.4.2 Transcricao reversa

Utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Referéncia: A5001,
Promega, Madison, WI, USA) para a sintese de DNA complementar (cCDNA). Todas as etapas
foram seguidas de acordo com as recomendacfes do fabricante. Inicialmente, para cada
amostra, 7pl de Primer Mix (1pl de Oligo DT, 1ul de Random Primer e 5ul de RNA total foi
incubado a 70°C por 5 minutos) e 13pl de RT Mix (5ul de &gua livre de RNAse, 4ul de 5X
Reaction Buffer, 1ul de dNTP Mix, 1,5ul de MgCl, (1,5mM), 0,5ul de RNAsin e 1ul de
Enzima RT) foram misturados e incubados em termociclador por 1 hora a 42°C e entdo por 10
minutos a 70°C para a desnaturacdo da enzima transcriptase reversa. Ao final, o
cDNA/amostra foi aliquotado, quantificado em espectofotdmetro NanoDrop® ND1000
(indices de absorbancia variando de 1,6 a 2,1 para os indices 260/280 e de 1,9 a 2,1 para 0s

indices 260/230) e armazenado em freezer -20°C até a utilizacdo em PCR em tempo real.

4.4.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real — Real Time PCR

A quantificacdo da expressdo dos genes PIK3CA, GSK3p, AKT1, AKT2, AKT3 e
mTOR foram realizados no aparelho StepOnePlus™ Real Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) através do método comparativo de threshold cycles (Ct).
Todos os experimentos realizados foram montados em placas de 96 pocos MicroAmp® Fast
Optical, 0,2ml (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Para montagem dessas placas de 96
poc¢os, empregou-se 0 StepOne Software versdo 2.1 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA).
Todos experimentos foram conduzidos em duplicata com apenas 1 controle negativo para
cada gene. As condigOes da reacdo foram determinadas em ciclos previamente padronizados
de 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para
determinacéo da curva de melting, empregaram-se ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por
1 minuto e 95°C por 15 segundos. A reacdo teve um tempo total de corrida de
aproximadamente 2 horas.

Para a reacéo, utilizou-se 0 GoTaq® gPCR Master Mix (Referéncia: A6001, Promega,
Madison, WI, USA), que contém sondas com propriedades espectrais semelhante ao SYBR®
Green | com excitagdo a 493nm e emissdo a 530nm. As proporg¢des dos reagentes utilizados
no mix para cada amostra foram as seguintes: 6l de GoTaq® qPCR Master Mix, 0,5ul de

primer forward, 0,5ul de primer reverse e 3,1ul de agua livre de RNAse, totalizando 10,1pl
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de mix em cada pogo. A quantidade de cDNA utilizada foi de 1,9ul (200ng de cDNA),
totalizando em cada poco 12ul de solucéo.

A expressdo relativa 6tima de cada gene foi estabelecida através da normalizacdo do
Real Time PCR em relacdo ao gene enddgeno p2-microglobulina (B2M) (do inglés:
housekeeping gene) (TABELA 4), pois foi 0 gene que teve os menores indices de variagdes
entre as amostras. O modelo matematico adotado para a avaliacdo da expressédo relativa (r)
entre o gene alvo e o gene enddgeno foi atraves da diferenca entre os valores de Ct do gene
endogeno e dos valores de Ct do gene alvo (ACt = Ct do gene alvo - Ct do gene enddgeno)
sem considerar a correcdo da eficiéncia (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A partir dos valores
de ACt dos grupos PM e PNM, foi possivel ainda subtrair a variagdo de ACt das amostras
controles através da média do ACt (calibrador) delas, tal que ao final foi obtido 0 AACt = ACt
— calibrador. Para as analises dos resultados finais foram considerados a quantificacéo relativa
pelo método 2" considerando as médias das duplicatas (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008;
BUSTIN et al., 2009).

4.5 Estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para a defini¢do do teste estatistico empregado
na andlise da imuno-histoquimica, utilizou-se previamente o teste de normalidade
D’Agostino-Pearson. Para as andlises de mdltiplas comparacGes, empregou-se o teste de
Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn ou One Way ANOVA, seguido do pos-teste de
Tukey. Para as analises quanto a expressdo imuno-histoquimica e expressao relativa dos genes
entre os grupos controles e CEB, empregou-se os testes ndo pareados bicaudais U de Mann-
Whitney ou teste t. Os testes de Pearson ou de Spearman foram usados nas analises de
correlagOes. Para anélise de sobrevida, empregou-se a curva de Kaplan-Meier e o teste de log-
rank de Mantel-Cox para estimar as diferencas entre elas. Alguns dados foram apresentados
na forma de média + desvio padrdo e outros na forma de média e intervalo de confianca de
95%. Para algumas andlises, como em relacédo aos dados clinicopatologicos, nenhuma analise
estatistica foi realizada devido ao pequeno tamanho da amostra. Em todas as analises, p<0,05

foi definido como sendo estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinicopatoldgicos gerais

A Tabela 5 mostra as principais caracteristicas clinicopatologicas dos 90 casos de CEB
coletados retrospectivamente a partir dos arquivos de patologia da Faculdade de Odontologia
e Faculdade de Medicina incluidos no estudo. A maioria era do sexo masculino (75,6%) e
idade média de 60 anos, variando de 34 a 99 anos. Com relacdo a exposicdo aos dois
principais fatores de risco para o CEB, a quase totalidade dos pacientes era de fumantes
(90%) e etilistas/ex-etilistas (80%), com média de 25,6 cigarros/dia e 1,1 litros/dia,
respectivamente. Quase que a metade dos pacientes tinha histéria familiar de céncer.
Sintomatologia foi observada em mais de 80% deles, sendo dor (35,5%) e disfagia (31,9%) as
mais frequentemente reportadas. Outros sintomas relatados, mas em menor proporcéao, foram
trismo, sangramento, xerostomia, ardéncia, disfonia e dispneia, totalizando 8,4% dos
pacientes. Quanto as lesbes 84,4% eram ulcerativas, sendo 37 casos (41,1%) localizadas em
lingua e de dimensdes inferiores a 4 cm (43,3%).

Aproximadamente 65% dos pacientes apresentavam evolugdo superior a trés meses e
quase 70% deles ja se encontravam em estagio avancado (estagio Il e 1V). Detalhando um
pouco mais, destes, 40% dos pacientes se concentrou no estagio IV (n=36), seguido pelo
estagio 11l (n=26, 28,9%), estagio 1l (n=17, 18,9%) e estagio | (n=9, 10%), sendo que apenas
em dois deles (2,2%) nenhuma informacdo foi obtida. Metastases locorregionais foram
observadas em 48 pacientes (53,3%), com apenas dois deles desenvolvendo metastases a
distancia. Quanto a classificacdo histolégica, dos casos com informacgdes recuperadas, 28%
dos tumores foi classificado como bem diferenciado, seguido de moderado/pobremente
diferenciado (20%). Embora a maioria dos pacientes foi diagnosticado com doenca em estagio
avancado, mais da metade deles ndo desenvolveu recidiva (53%), sendo isso observado em
apenas 22% dos casos.

Quanto ao tratamento empregado, a combinacdo de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (terapia trimodal) foi a mais empregada (31 pacientes, 34,4%), seguido por
radio e quimioterapia (n=21, 23%) e cirurgia associada a radioterapia (n=13, 14%). Além
disso, cirurgia e radioterapia como unica forma de tratamento ocorreu em 13 (14%) e 10
(11%) casos, 2 (3,6%) casos ndo tinham essa informacdo. Em relacdo ao tipo de radioterapia

usada no tratamento dos pacientes, cobaltoterapia foi a mais empregada (n=55, 61%), seguido
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por acelerador linear (n=12, 13,5%). Sobre a quimioterapia, as drogas mais utilizadas foram
dexametasona, manitol, cisplatina e ondansetrona em associacdo. O tempo de
acompanhamento médio dos 90 pacientes foi de 24,5 meses, com minimo de 1 més e maximo
de 128 meses. Para os casos PNM, o tempo médio de acompanhamento foi de 25,2 meses,
com minimo de 1 més e méximo de 79 meses. Para 0s casos PM, o tempo médio de
acompanhamento foi de 23,9 meses, com minimo de 1 més e maximo de 128 meses. Quanto a
condicdo clinica dos pacientes ao final do estudo, 41,1% dos casos evoluiram para 6bito e 0s
demais ou se encontravam vivos sem doenca (34,4%) ou com doenga primaria e/ou

metastases (24,4%).

Tabela 5 — Distribuicéo dos 90 pacientes com CEB quanto aos dados clinicopatoldgicos.

Variaveis Classificagédo N° de pacientes Porcentagem (%)
Sexo Feminir'lo 22 24,4
Masculino 68 75,6
ldade <55 43 47,8
> 55 47 52,2
SIM 81 90,0
Tabagismo NAO 7 7.8
Is| 2 2,2
SIM 71 78,9
Etilismo NAO 16 17,8
Sl 3 3,3
SIM 41 45,6
Histdrico de Cancer Familiar NAO 40 44,4
Sl 9 10,0
SIM 75 83,3
Sintomatologia NAO 11 12,2
SI 4 4.4
Lingua 37 41,1
Localizagdo Assoalho 25 27,8
Outros 28 31,1
<4cm 39 43,3
Tamanho >4.cm 37 41,1
Sl 14 15,6
<3m 28 31,1
Evolucéo >3<6bm ! '8
> 6m 51 56,7
Sl 4 4,4
Inicial 27 30,0
Estagio Avancado 61 67,8

Sl 2 2,2
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Variaveis Classificacéo N° de pacientes Porcentagem (%)
Metéstase SILVI 48 °3,3
NAO 42 46,7
’BD 25 27,8
Classificacdo Histologica SMD/PD 18 20,0
Sl 47 52,2
SIM 20 22,2
Recidiva NAO 48 53,3
SI 22 24,4
:VSD 31 34,4
- _ VCDP 19 21,1
Condigéo Clinica 6\/CDM 3 33
Obito 37 41,1

ISI: sem informacéo; “BD: bem diferenciado; *MD/PD: moderadamente diferenciado/pobremente diferenciado;
*V/SD: vivo sem doenca; *VCDP: vivo com doenca primaria; ®VCDM: vivo com doenca metastatica.

5.2 Anélise de sobrevida

Quanto a analise de sobrevida de cinco anos dos 90 pacientes, foi observado uma
diferenca estatisticamente significante para estadiamento (inicial vs avancado) e metéstases
(presenca vs auséncia) (FIGURA 8). Para os demais dados clinicopatoldgicos, como tempo de
evolugdo da doenca (p=0,0642), grau de diferenciacdo tumoral (p=0,8995), recidiva
(p=0,8552), idade menor ou maior que 55 anos (p=0,8588) nenhuma diferenca

estatisticamente significante foi encontrada.
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Figura 8 - Curvas de Kaplan-Meier para tempo de sobrevida 5 anos dos 90 pacientes com CEB. Em A, tem-se a
andlise de sobrevida quanto a presenca ou ndo de metastase. Em B, quanto ao estagio inicial ou avangado dos
pacientes. Os resultados foram analisados pelo teste de Mantel-Cox.

5.3 Andlise imuno-histoquimica

5.3.1 Andlise geral da expresséo das proteinas nos CEB e grupo controle

O nimero de amostras analisadas para cada anticorpo investigado variou e as razdes
disso foram desde auséncia do spot no TMA como também auséncia de tumor dentro do spot.
No geral, a expressdo imuno-histoquimica de todas as proteinas investigadas foi observada
tanto no nucleo quanto no citoplasma das células tumorais, 0 mesmo sendo observado no
controle. Quanto a intensidade de marcacdo, ela variou de negativo a forte para todas as
proteinas estudadas, especialmente no grupo experimental. No caso do grupo controle, a
intensidade foi predominantemente fraca e envolveu as camadas basal, parabasal e espinhosa.
Quanto ao estroma, péde-se notar que para as proteinas GSK3p, pmTOR2448 e AKT total a
expressdo em ceélulas estromais foi frequentemente observada tanto no grupo controle quanto
no experimental, o que € esperado devido a natureza ubiqua dessas proteinas. Para algumas
proteinas, como a GSK3B, pGSK3p-Ser9 e pAKT1-Thr308, a MQ citoplasmatica foi
significativamente maior quando comparada com a MQ nuclear, enquanto que para a AKT
total foi o inverso. Para a pmTOR2448 e pAKT-Ser473 nenhuma diferenca entre os dois
compartimentos foi encontrada.

Comparando a expressao dessas proteinas entre o grupo controle e com CEB, os dados
estdo discriminados na Figura 9 e as imagens correspondentes na Figura 10. Para a proteina
GSK3p, analisou-se 87/90 casos. A MQ dos pacientes com CEB e controle foi de 8,2 e 4,8,
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respectivamente, sendo p=0,04. Para a pGSK3p-Ser9, 86/90 casos foram analisados e a MQ
desse grupo foi de 7,1 e do grupo controle de 3,7, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,002). Setenta e nove pacientes foram analisados para a proteina AKT e a
MQ encontrada foi de 12,0, enquanto que no grupo controle a MQ foi de 6,9, com p=0,01.
Quanto a proteina pAKT1-Thr308, 83/90 casos foram analisados e a MQ foi de 6,9; para o
grupo controle, a MQ foi menor. Em relacdo a pAKT-Ser473, 73/90 casos foram avaliados e a
MQ do grupo foi de 9,4, ao passo que o0 MQ do grupo controle foi de 7,8. Nos dois casos
anteriores, essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes. Por fim, a proteina p-
mTOR2448 foi avaliada em 81/90 pacientes e a MQ desse grupo foi muito superior ao do
grupo controle (8,9 vs 3,5), com p=0,0007.
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Figura 9 — Expressdo imuno-histoquimica de cada proteina em relagdo aos grupos controles e o grupo de CEB.
Para GSK3p, pGSK3B-Ser9, pAKT1-Thr308, AKT total e pmTOR2448, empregou-se o teste t ndo pareado
bicaudal e para AKT total o teste U de Mann-Whitney. Dados expressos como média e intervalo de confianga de
95% para todas as proteinas. Diferencas significativas estdo realcadas em asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,0001).
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Figura 10 — Controles constituidos de epitélio normal corados em H&E e as respectivas reages imuno-
histoquimicas de todas as proteinas investigadas. Hematoxilina e Eosina (aumento original 100X e
200X).
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5.3.2 Expressdo das proteinas em relacdo as variaveis clinicopatoldgicas gerais

Os parametros clinicopatolédgicos avaliados foram: sexo, idade, etilismo, historico
familiar de céncer, sintomatologia, evolucéo, localiza¢do, tamanho, estagio, metéstase, grau
de diferenciacdo histopatoldgico, recidiva, condicdo clinica e sobrevida. O parametro
tabagismo ndo foi considerado devido a um numero amostral baixo de pacientes ndo
fumantes. Como pode ser observado na Tabela 6, foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes para as varidveis historia familiar de cancer para as proteinas
AKT total e pAKT1-Thr308, género, localizacdo e gradacdo histologica para a proteina
pAKT-Serd73 e, finalmente, metastase e localizacdo para GSK3p e pGSK3pB-Ser9,

respectivamente.



Tabela 6 - Expressdo das proteinas e a associagdo com as variaveis sociodemogréficas e clinicopatoldgicas dos 90 pacientes com CEB.

Variaveis

Sexo
Masculino
Feminino

Idade

<55
>55
Etilismo
Sim
Né&o
*HF Cancer
Sim
Néo
Sintomatologia
Presente
Ausente
Evolucéo
<3 meses
>3 meses
Localizagao
Lingua
Assoalho
Outra

Nlo

68
22

43
47

71
16

41
40

75
11

28
58

37
25
28

Proteinas
AKT total pAKT1-Thr308 pAKT-Ser473 p pmTOR2448 p GSK3b p pGSK3b-Ser9 p
n’(m = DP)? n(m = DP) n(m = DP) n(m = DP) n(m = DP) n(m = DP)
60 (12,3+2,7) 65 (7,4 £4,0) 58 (10,0 £ 3,2) 64 (9,0 £4,2) 68 (9,4 £ 3,5) 67 (7,4 £3,0)
NS NS 0.007 NS NS NS
22 (11,2 3,4) 21(5,6+£3,9) 18 (7,4+43) 20(9,7 £3,6) 22(7,5+3,4) 22(6,2 +2,6)
32(11,8+2,4) 36 (7,2+4,2) 31(8,9) 36 (9,1+£3,7) 39(8,3+3,5) 37(7,2+£3.2)

NS NS NS NS NS NS
45(12,3+£3,2) 45 (6,8 +4,0) 40 (9,8) 43(8,9+4,2) 46 (8,1 £ 3,3) 47 (6,9+2,8)
61(12,1+£2,8) 66 (7,5 +4,0) 58 (9,9 £ 3,3) 66 (9,1 +4,2) 69(8,4 + 3,6) 68(7,4+3,2)

NS NS NS NS NS NS
16 (11,9+£3,7) 15(4,2+3,7) 14(75+4,7) 14(7,8+34) 16(7,6 £ 3,6) 16(6,1 £ 2,4)

34 (129+27) 36 (7,7 £4,0) 30 (10,3) 36 (8,8 £4,6) 39(8,6 £3,5) 38(7,1+£31)

0,03 0,03 NS NS NS NS
37(11,4+31) 38 (5,7+4,1) 35(8,7) 37 (8,9+3,8) 39 (8,3+£3,7) 39 (6,9 £ 3,0)
68 (12,1+2,8) 72 (7,0+£4,0) 62 (9,3) 71(8,9+4,0) 76 (8,1 +£3,5) 75 (7,2+£3,1)

NS NS NS NS NS NS

11(11,8+3,9) 11(6,2+4,7) 11(10,1) 10(9,1+4,2) 11 (8,8 3,6) 11(6,7+24)
23 (11,6) 25(6,5+4,2) 23(9,0+4,2) 24 (9,3+3,9) 26 (7,7+£3,6) 26 (7,0)
NS NS NS NS NS NS
52 (12,2) 54 (7,1 £4,0) 46 (9,5 3,6) 53(8,5+4,1) 57 (8,3+3,4) 56 (7,1)
35(11,4£3,3) 34 (6,4 £ 3,8) 32(8,2+42) 33(9,1+£42) 36 (8,2 £ 3,6) 36 (6,4 £2,2)a
21(12,8+2,0) NS 23(6,9+3,9) NS 18 (10,5 £ 3,0) 0,03 24 (8,0+4,2) NS 23(8,2+4,0) NS 21 (6,5+3,4) 0,01
23(12,1+£3,0) 26 (7,4 £4,6) 22 (10,4 £3,0) 24 (9,5+3,9) 28(8,3+£3,2) 28 (8,5+3,3)b
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Tamanho
<4cm
>4cm

Estagio
Inicial
Avancado
Metéstase
Presente
Ausente
°G. Histoldgica
BD
MD/PD
Recidiva
Néo
Sim
"Cond. Clinica
VSD
VCD
Obito

39
37

27
61

48
42

25
18

48
20

31
19
37

37 (12.1)
31(11,7)

23 (12,0)
55 (12,0)

40 (12,0)
39 (12,0)

19 (12,8 + 2,6)
16 (132 £2,7)

44 (12,4 +2,6)
17 (12,8 +2,1)

29 (11,6)
18 (12,5)
29 (12,4)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

37 (6,2 +3.,6)
33(7,7+4,6)

25 (5,7 £3,6)
57 (7,3+4,2)

44(6,9 £ 4,2)
39 (6,9 + 4,0)

23(7,0£4,1)
17 (8,0 £4,9)

45 (7,0 £5,6)
17 (8,0 £2,3)

29 (6,0 £3,9)
18 (7,4 £4,6)
33(7,5+4,0)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

32(9,2 +4,0)
29(9,8+3,7)

23(88+42)
49 (9,7 +35)

37 (10,0 + 3,4)
36 (8,8 £4,0)

21(8,7+4,2)
13 (11,5 +3,3)

38 (10,0)
16 (9,0)

26 (9,3)
16 (9,4)
28(9,9)

NS

NS

NS

NS

NS

36 (9,0 +3,9)
32(85+4,3)

24(9,1+32)
56 (8,8 +4,4)

43(9,2+4,6)
38(85%33)

23(85+44)
17 (10,8 + 4,8)

44 (8,9 £ 4,3)
17 (9,1 + 3,4)

29 (8,8+29)
16 (8,5 +5,1)
33(9,3+45)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

39 (8,2 +3,5)
35 (8,4 +3,5)

27 (7.9 £34)
59 (8,4 + 3,6)

46 (9,1£38)
41(7,2£30)

24(76+43)
18 (9,8 +3,5)

46 (9,2)
19 (7.9)

31(82+32)
18 (8,4 +4,0)
35(8,2+38)

NS

NS

0,01

NS

NS

NS

38(7.3)
35(6,9)

26 (7,5)
59 (6,9)

46 (7,6 +3,6)
40 (65+2,1)

24(78+41)
28(7,0+33)

47 (6,9)
18 (8,4)

30 (6,5)
18 (7,3)
35(7,7)

NS

NS

NS

NS

NS

NS

1: N- nimero de pacientes com informagdes coletadas; 2: n- nimero de pacientes analisados; 3: m + DP = média quickscore + desvio padrdo; 4: NS — ndo significativo; 5: HF-
histéria familiar; 6: G- gradacdo; BD: bem diferenciado; MD; moderadamente diferenciado; PD: pobremente diferenciado; 7: Cond- condicdo; VSD: vivo sem doenga; VCD: vivo
com doenca. Os dados em negrito significam o uso de teste estatistico ndo paramétrico ndo pareado bicaudal U Mann Whitney (2x2) ou Teste de Kruskal-Wallis (3x3), com post-
teste de Dunn. Para os demais cruzamentos foi aplicado o Teste t ndo pareado bicaudal ou One Way ANOVA para multiplas comparacdes, com pos-teste de Tukey.
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5.3.3 Expressdo das proteinas entre os grupos PNM, PM e grupo controle

No geral, a MQ das proteinas foi sempre maior no grupo PM em comparacdo aos
grupos PNM e controle, exceto para a proteina pAKT1-Thr308, cuja MQ foi exatamente a
mesma entre os grupos PNM e PM (MQ=6,9), mas ainda maior em relacdo ao grupo controle
(MQ=4,2). Numa analise mais detalhada, as MQ entre o grupo controle e PNM e entre o0
grupo controle e PM foram estatisticamente significantes para as proteinas AKT total,
pGSK3p-Ser9 e pmTOR2448 (FIGURA 11A, E e F). Diferente disso, nenhuma significancia
foi obtida para as proteinas pAKT1-Thr308 e pAKT-Ser473 (FIGURA 11B e C). Interessante
foi o fato de que a MQ da proteina GSK3 foi estatisticamente significante ndo apenas entre o
grupo controle (4,8) e PNM (7,2) e PM (9,1), mas também entre PNM e PM, sugerindo que a
expressdo dessa proteina pode estar associada com o desenvolvimento de metéstase (FIGURA
11D). A reacdo imuno-histoquimica nos spots do TMA para os grupos PM e PNM foram

ilustrados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 11 - Expressao imuno-histoquimica das proteinas em relagéo aos grupos controle, PNM e PM. De B a F,
utilizou o teste One Way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey, e em A o teste de Kruskal-Wallis, seguido do
pds-teste de Dunn. Os dados séo apresentados na forma de médias e intervalo de confianca de 95%. Diferencas
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Figura 12 — Cortes histoldgicos dos spots do TMA corados em H&E e as respectivas reagfes imuno-
histoquimicas do grupo PNM (aumento original de 100X e 400X).
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Figura 13 — Cortes histoldgicos dos spots do TMA corados em H&E e as respectivas rea¢fes imuno-
histoquimicas do grupo PM (aumento original de 100X e 400X).
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5.3.4 Correlacéo geral entre as proteinas estudadas

A Figura 14 mostra as andlises de correlacdo entre as proteinas estudadas. Como
mostrado, uma correlagcdo estatisticamente significante entre AKT total ¢ GSK3p foi
observada (FIGURA 14A). Além disso, as formas fosforiladas da proteina AKT, as quais
podem fosforilar mTOR no sitio 2448, bem como também podem inativar a proteina GSK3p,
através da fosforilagdo do sitio Ser9, mostraram uma significante correlagdo (FIGURAS 14B,
C, D, E), indicando que a via PI3K-Akt esta ativa nas amostras de CEB estudadas. Separando

entre os grupos PNM e PM, as mesmas correlacdes foram observadas (dados ndo mostrados).
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Figura 14 — Andlise de correlacéo entre as proteinas estudadas (coeficiente de variagdo =r).
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5.3.5 Andlise da expressao das proteinas entre os grupos PNM e PM e associacdo com
variaveis clinicopatologicas

As Tabelas 7 e 8 detalnam a associacdo entre a expressao das proteinas com as
variaveis clinicopatologicas entre os grupos PNM e PM. Como sera notado, algumas analises
ndo foram feitas devido ao reduzido tamanho amostral. A expressdo de GSK3p entre os
grupos PNM e PM foi significantemente associada com as varidveis sexo, etilismo, histéria
familiar de céancer e localizacdo, enquanto que a AKT total estava associada apenas com

historia familiar de cancer. Para as demais proteinas nenhuma associagéo foi encontrada.

Tabela 7 — Expressdo imuno-histoquimica das proteinas em relacdo aos dados clinicopatol6gicos entre
0s grupos PNM e PM.

Proteinas
. AKT total pAKT1-Thr308 pPAKT-Serd73
Variaveis Inmédia) P n(média) n(média) P
PNM PM PNM PM PNM PM
Sexo
Feminino  13(10,2) 9(12,5) INS 12(6,3) 9(4,7) NS 11(7,3)  7(7,4) NS
Masculino  29(12,2) 31(12,5) 30(7,3) 35(7,5) 28(9,4) 30(10,6)
Idade
<55 15(11,4) 19(12,1) o 16(67) 20(75) o 15(7.6) 16(101) o
>55 24(11,7) 21(12,9) 23(6,9) 22(6,6) 21(9,6) 19(10,0)
Etilismo
Sim 29(11,9) 32(12,2) 4
Nio  8(101) 8(136) \° Al Al
*HF de
Cancer
Sim 15(11,6) 19(139)a ., 15(69) 21(83) o 13(101) 17(105) o
N4o 17(11,8) 20(11,1)b 77 17(6,2) 21(5,3) 17(7,9)  18(9,5)
Localizacdo
Lingua  15(11,0) 20(12,6) 14(5,6) 20(7,0)
Assoalho  12(12,9) 9(12,2) NS 13(6,4) 10(7,7) NS Al
Outra 12(10,9) 11(13,6) 12(8,8) 14(6,3)
Tamanho
Sdem  21(117) 14(123) o 21(56) 16(7.0) o 19(82) 13(105) |
> 4cm 11(11,5) 20(11,9) 11(8,4) 22(7,3) 11(10,2)  18(9,5)
Cond.
Clinica
VSD 15(11,0) 20(11,8) 13(5,6) 20(7,0) 18(9,2) 8(9,4)
VCD 12(12,9) 7(12,8) NS 13(6,4) 8(8,6) NS 9(8,7)  7(10,4) NS
Obito 12(10,9) 12(13,2) 12(8,8) 15(6,4) 7(8,5) 21(10,3)

1: n- nimero de pacientes analisados; 2: m - média quickscore; 3: NS - ndo significativo; 4: Al - amostras
insuficientes para andlise; 5: HF- histéria familiar; 6: Cond- condigdo; VSD: vivo sem doenca; VCD: vivo
com doenca. Os dados em negrito significam que os dados sdo ndo paramétricos e os testes aplicados foram
0 teste ndo pareado bicaudal U Mann Whitney ou Teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn. Para o0s
demais cruzamentos foi aplicado o Teste t ndo pareado bicaudal ou para multiplas comparacées One Way
ANOVA com pds-teste de Tukey.
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Tabela 8 — Expressao imuno-histoquimica das proteinas em relacéo aos dados clinicopatolégicos entre
0s grupos PNM e PM.

Proteinas
o pmTOR2448 GSK3b pGSK3b-Ser9
varaveis i) epediay n(média) P n(médiay "
PNM PM PNM PM PNM PM
Sexo
Feminino  11(9,0) 9(8,4) NS 13(5,9)c  9(9,9)d 0.01 13(6,5) 9(5,6) NS
masculino  30(8,4) 34(9,4) 31(7,7) 37(9,0)e 30(6,7) 37(8,1)
Idade
<55 178,7) 1994) o 1702 2201) o 16(64) 21(79) o
>55 21(8,4) 22(9,4) 24(7,2)  22(9,2) 24(6,6) 23(7,2)
Etilismo
Sim 4 31(7,7)  38(9,0)
N0 Al 85,6 807 03
°HF de
Céncer
Sim 16(7,9) 20094) g 17(66)f 22(10.2)g ., 16(63) 22(7.7) o
N4o 16(9,0) 21(8,8) 17(8,1)  22(8,4) ¢ 17(6,8) 22(7,0)
Localizacdo
Lingua 13(8,9) 20(9,2) NS 15(6,00h  21(9,7)i 14(6,2) 21(6,6) NS
Assoalho  14(7,7) 10(8,6) 13(8,6)  10(7,7) 0,02 13(6,5) 10(6,6)
Outra 11(9,2) 13(9,7) 13(7,2)  15(9,3) 12(7,0) 15(9,6)
Tamanho
<4cm 20(8,2) 16(10,0) NS 23(7,3)  16(9,6) NS 22(6,4) 16(8,7) NS
> 4cm 11(8,7) 21(8,3) 11(9,6)  24(8,9) 11(6,9) 24(6,9)
®Cond.
Clinica
VSD 18(84) 11(95) g 20(73) 1197) g 196.7) 1160 g
VCD 8(8,6)  8(8,4) 9(7,6)  9(9,1) 96,7) 9(7,9)
Obito 11(9,2) 23(9,4) 10(6,4) 25(8,8) 10(6,4) 25(8,2)

1: n- nimero de pacientes com informagdes coletadas; 2: m = média quickscore ; 3: NS- ndo
significativo; 4: Al- amostras insuficientes para analise; 5: HF- historia familiar; 6: Cond- condi¢&o;
VSD: vivo sem doenc¢a; VCD: vivo com doenca. Os dados em negrito significam que os dados séo nédo
paramétricos e os testes aplicados foram o teste ndo pareado bicaudal U Mann Whitney ou Teste de
Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn. Para os demais cruzamentos foi aplicado o Teste t ndo pareado
bicaudal ou para multiplas comparagdes One Way ANOVA com pés-teste de Tukey.

5.4 Expressdo génica

Os dados referentes a avaliacdo quantitativa dos genes (expressdo relativa) AKTL,
AKT3, PIK3CA, GSK35 e mTOR entre o grupo controle e o grupo de pacientes com CEB
podem ser observados na Figura 15. O gene AKT2 ndo pode ser avaliado devido ao alto
coeficiente de variagdo entre as amostras. No geral, a expressdo relativa dos genes AKT1,
PIK3CA e mTOR foi maior no grupo controle do que no grupo CEB. Em contraste, a
expressao relativa dos genes GSK3p e AKT3 foi maior no grupo CEB do que no controle.

Contudo, em nenhuma caso, uma diferenca estatisticamente significante foi encontrada.
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Figura 15 — Expressdo relativa dos genes AKT1, AKT3, PIK3CA, GSK35 e mTOR nos grupos controle e CEB.

De A-D foi utilizado o teste t ndo pareado bicaudal e em E teste ndo pareado bicaudal U Mann Whitney. Dados
expressos como média + desvio padrao.

A analise comparativa da expresséo relativa entre os grupos controle e PNM e PM
estdo expressos no Figura 16. Interessante notar que a expressdo dos genes foi variavel entre
0s grupos, sendo que em alguns casos uma maior expressdo génica foi observada no grupo
controle (PIK3CA, AKT1), enquanto que outros genes (AKT3 e GSK3f) a expressao no
controle foi menor. Outro ponto a ser destacado é o fato que, de todos os genes investigados,
0 GSK3p foi 0 que apresentou a maior média de expressdo sendo isso observado no grupo

PNM. No entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significante foi encontrada entre os
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grupos controle, PM e PNM para todos os genes, exceto para 0 mTOR, cuja expressao no

grupo controle foi maior quando comparado com os grupos PNM e PM (p<0,001).
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Figura 16 — Expressdo relativa dos genes AKT1, AKT3, PIK3CA, GSK3 e mTOR nos grupos controle, PNM e
PM. De A-E foi usado o teste t ndo pareado bicaudal. Dados expressos como média + desvio padrdo. Diferencas
significativas estdo realcadas em asteriscos ( *** p<0,001).
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6 DISCUSSAO

Esse estudo teve como foco principal avaliar o papel da via de sinalizagcdo PI3K-Akt
e a sua relacdo com fatores sociodemograficos e clinicopatologicos de uma amostra de CEB
obtida retrospectivamente dos arquivos do Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia e Anatomia-Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Uberlandia. Numa anélise geral sobre a caracterizacdo da amostra investigada, pode-se dizer
que os dados sociodemogréaficos e clinicopatoldgicos encontrados refletiram o que a literatura
especifica sobre assunto tem evidenciado quanto a faixa etaria, localizacdo e estadiamento.
Além disso, os achados sobre a expressao das proteinas pertencentes a essa via foram mais
interessantes em relacdo a expressao relativa dos genes. Sobre isso, as analises de correlagdes
indicaram que a via de sinalizacdo PI3K-Akt esta ativa em CEB. No que diz respeito a relacéo
das proteinas dessa via com fatores clinicopatoldgicos, pAKT-Ser473 foi significativamente
associada com sexo, localizacdo, gradacdo histologica, AKT total e pAKT1-Thr308 com
historia familiar de cancer e pGSK3p-Ser9 com localizagdo. Mais interessante ainda foi a
associagdo entre expressao de GSK3p e presenca de metéstase, sugerindo que essa proteina
pode ter um papel no desenvolvimento de metastase de CEB.

Em nossa amostra, a propor¢do masculino/feminino foi de 3:1, com uma média de
idade de 60 anos. Esses achados estdo de acordo com a literatura, a qual mostra que o CEB
afeta mais homens que mulheres, 0 que parece estar relacionado a maior exposi¢éo deles aos
fatores de risco ligados ao aparecimento desse tipo de tumor (WARNAKULASURIYA,
2009). De fato, os dados quanto a exposicdo aos fatores de risco obtidos a partir do
questionario semi-estruturado usado nesse estudo para o levantamento dessas informacdes
revelaram que aproximadamente 66,5% dos homens e 11,5% das mulheres faziam ou fizeram
uso em algum momento da vida de tabaco e alcool. Quanto a sintomatologia, 83,3% dos
pacientes relataram a presenca de algum tipo de sintoma, sendo dor o mais frequentemente
relatado pelos pacientes (35,3%). Similarmente, a presenca de ulceracdo foi observada em
84,4% dos pacientes. Dor e ulcera sdo, classicamente, descritos como um dos principais sinais
e sintomas comumente observados em pacientes com CEB e, normalmente, estdo associados
com estagio avancado da doenca, fato observado em 67,8% dos pacientes. Esses achados
refletem um dado ainda persistente e ominoso quanto a epidemiologia do CEB: muitos
pacientes ainda chegam ao primeiro atendimento com tumores ulcerados e acima de 4 cm e

com quadro importante de sintomatologia algica. O tempo de evolugdo da doenca,



59

caracterizado como tempo transcorrido entre a percepg¢ao do paciente sobre a lesdo e a busca
de atendimento, foi de 6 meses ou mais para a maioria dos pacientes empregados no estudo
(56,7%), confirmando o que a literatura sobre tema tem reportado, ou seja, atraso significativo
por parte do paciente para procurar atendimento especializado. Existem algumas explicagdes
que podem justificar essa demora, e uma delas esta ligada a percepcao e/ou desconhecimento
dos pacientes quanto a ocorréncia de CEB e seus sinais e sintomas iniciais, atrasando o
diagnostico e, por consequéncia, elevando o tempo de evolucdo (FARIA et al., 2003).
Somado a isso, tem-se o fato de que as lesBes nos estagios iniciais sdo assintomaticas,
retardando ainda mais o dignostico rapido da lesdo quando ela ainda se encontra em estagio
inicial. Sobre esse panorama, € pertinente mencionar que o atraso profissional em estabelecer
o diagnostico rapido, seja por inabilidade ou por condi¢des de infraestrutura de atendimento,
pode contribuir para esse atraso (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010; FARIA et al., 2003;
FORD; FARAH, 2013). Como relatado por Hutchison et al. (1994), esse quadro deve ser
considerado como inaceitavel, principalmente porque existem dois profissionais de saude
(médico e dentista) que podem fazer o diagnostico de CEB, além do fato de a boca ser um
local de facil acesso e facil visualizacdo e 0 CEB ser precedido, na grande maioria dos casos,
por lesbes pré-malignas.

Quanto a localizacdo, as regidos mais afetadas foram lingua (41,1%) e assoalho bucal
(27,8%). Como € de conhecimento, o local de acometimento esta diretamente relacionado aos
fatores de risco e também apresenta uma relacdo direta com progndstico, no caso um
progndstico ruim. Além disso, a alta incidéncia nessas duas regides anatbmicas intrabucais é
frequentemente observada nos paises ocidentais, ao passo que em paises asiaticos ocorre um
predominio de outros sitios intraorais, como mucosa e palato, o que parece estar relacionado
com habito de mastigacdo de noz areca, betel e tabaco (WARNAKULASURIYA, 2009;
TSENG et al., 2011). Sobre tratamento, a modalidade empregada para cada paciente depende
de varios fatores, tais como condigdo clinica, o sitio afetado, tamanho clinico, extensdo e
invasdo tumoral, mas de maneira geral a cirurgia é o tratamento de escolha. No presente
estudo, a modalidade trimodal foi o tratamento predominantemente empregado (31,4%),
provavelmente porque muitos casos ja estavam em estagios avancados da doenca (FELLER,;
LEMMER, 2012; SHAH et al., 2009). Em nosso estudo, nenhum paciente foi tratado
exclusivamente por quimioterapia e isso pode ser explicado pela natureza quimioresistente
das neoplasias epiteliais de cabeca e pescogo, incluindo o CEB (GOLD et al., 2014).

Os parametros estagio e metastase sdo fatores progndésticos associados com baixa
sobrevida (TEICHGRAEBER; CLAIRMONT, 1984; CORTESINA; MARTONE, 2006;
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WARNAKULASURIYA, 2009). A analise de sobrevida de cinco anos por Mantel-Cox dos
pacientes com a presenca de metastase mostrou uma maior quantidade de 6bitos comparado
ao grupo ndo metastatico, bem como os pacientes em estagio avancado (Il e V) que também
apresentaram um maior porcentagem de 6bitos em relacdo aos pacientes em estégio inicial (I
e II). Com os demais parametros, nenhuma diferenca foi encontrada. Esses resultados
confirmam a importancia desses dois parametros na determinacdo da evolucdo clinica dos
pacientes portadores dessa neoplasia e também reforcam a necessidade de buscar a
identificacdo de marcadores moleculares que possam auxiliar o patologista no diagnéstico
precoce e na defini¢cdo mais precisa do progndstico do paciente, especialmente na predicéo de
metastases de casos clinicamente negativos.

Com relacdo ao estudo das proteinas da via de sinalizacdo PI3K-Akt, a média de
expressao foi sempre maior no grupo CEB quando comparado com o grupo controle, sendo
que para as proteinas GSK3B e pGSK3B-Ser9 essas diferencas foram estatisticamente
significantes. Esses achados indicam um possivel papel delas na patogenia do CEB. Similar a
isso, Mishra; Nagini; Rana (2015) mostrou um aumento da expressdo de GSK3p e a sua
forma inativa pGSK3p-Ser9 em CEB quando comparado com o grupo controle. Em um
estudo usando modelo de carcinogénese bucal em camundongos através da aplicacdo tdpica
de 4NQO, foi mostrado que a proteina pGSK3p-Ser9 estava significantemente associada com
a progressdo de displasia para carcinoma (MENDONCA et al., 2012). Esses achados
confirmam o potencial dessas duas proteinas como possiveis biomarcadores de CEB. Né&o
apenas isso, mas 0s nossos achados vdo mais além, na medida em que mostra uma associa¢do
significativa entre expressdo de GSK3p e presenca de metastase, reforcando ainda mais seu
papel como biomarcador de progndstico. Isso em parte pode ser explicado pelo fato de que,
em condigdes fisiologicas, a GSK3p ativa promove a degradacdo de ciclina D1, reduzindo a
proliferacdo celular (TAKAHASHI-YANAGA; SASAGURI, 2008). Um correlagéo positiva
entre a expressédo de pGSK3pB-Ser9 e ciclina D1 e p53 tem sido observada em amostras de
CEB (MISHRA; NAGINI; RANA, 2015). No caso da amostra investigada, a expressao de
GSK3p e pGSK3B-Ser9 foi sempre maior no grupo PM, indicando que nesse grupo
predominou a expressdo da forma inativa da GSK3p. Nesse sentido, é plausivel supor que no
grupo PM a ciclina D1 ndo deve estar sendo inibida, o que pode ter favorecido uma
progressdo tumoral mais rapida e com aparecimento de clones de células tumorais mais
adaptadas a desenvolverem metastases.

A proteina AKT total também estava significativamente mais expressa no grupo CEB,

apesar de suas formas fosforiladas ndo evidenciarem uma diferenca estatisticamente
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significante entre os grupos. A maioria dos estudos focam na expressdo das formas
fosforiladas da proteina Akt. No atual estudo, avaliou-se a proteina AKT total, que engloba
todas as isoformas independente de fosforilagdes especificas proteina, e o resultado sugere
tambem um papel na patogenia do CEB. Nos trabalhos de Wu et al. (2008) e Silva et al.
(2010), uma maior expressao das formas fosforiladas da proteina Akt em CEB foi encontrada
qguando comparada com o0s grupos controle, confirmando o seu envolvimento no
desenvolvimento de CEB. Na presente amostra, a forma pAKT-Ser473 mostrou associagdo
estatisticamente significante para os parametros género, localizagdo e gradacdo histoldgica,
enquanto que a AKT total e pAKT1-Thr308 com histdria familiar de céncer. A associagdo
entre fatores clinicopatologicos do CEB e as formas fosforiladas da proteina Akt também ja
foram descritas por Li et al. (2013) e Lim et al. (2005). Para a proteina pmTOR2448 também
houve maior expressdo no grupo de CEB comparado ao grupo controle e essa diferenca foi
estatisticamente significante, corroborando com estudo realizado por Clark et al. (2010) em
que houve predominio da expressdo da proteina em casos de CEB quando comparado com
epitélio normal, o que reforca o papel dessa proteina no contexto da carcinogénese bucal e,
por fim, um papel da via de sinalizacdo PI3K-Akt no desenvolvimento desse tumor.

Em relagdo a andlise comparativa entre os grupos PM, PNM e controle foi possivel
observar que a maior parte das proteinas analisadas apresentaram maior expressao no grupo
PM, com excecdo da proteina pAKT1-Thr308, a qual a média de expressao foi igual nos
grupos PM e PNM. No entanto, somente a expressdo da proteina GSK3p apresentou diferenca
significativa entre os grupos controle, PNM e PM, com maior expressao sendo observada no
grupo PM. Esse achado reforca um possivel papel dessa proteina no desenvolvimento de
metastase, como ja mencionado acima. Com relacdo as variaveis clinicopatoldgicas separadas
pelos grupo PM e PNM, a proteina GSK3p também mostrou associagdo estatisticamente
significante para sexo, histdrico de etilismo, historico de cancer familiar e localizacdo. A
proteina GSK3p tem papel importante na transicdo epitélio mesénquima (EMT) através da
modulacdo da proteina Snail, fosforilando-a e marcando-a para degradagdo via proteossomo.
A proteina Snail, por sua vez, é um importante repressor transcricional de E-caderina,
proteina responsavel pela manutencdo da adesédo das células epiteliais. Portanto, a inibicéo de
GSK3p pode levar a um acimulo de Snail e diminui¢do de E-caderina, contribuindo para o
evento EMT (DOBLE; WOODGETT, 2007). Apesar da expressdo da forma pGSK3p-Ser9, a
sua forma inativa, também conhecida como forma patoldgica, ter sido maior no grupo PM,
nenhuma diferenca foi encontrada entre o grupo PNM e PM. Embora isso possa estar

relacionado com tamanho da amostra, a analise subjetiva das laminas pode ter contribuido
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para a auséncia de significancia. No entanto, os achados permitem afirmar que no grupo PM
h& uma predominancia da forma inativa da GSK3p quando comparado com o grupo PMN,
culminando com o processo de metastase via regulacdo do evento EMT. Também néo se pode
descartar a existéncia de mecanismos regulatérios da proteina GSK3p que independem de
fosforilagdo para sua inativacdo via fosforilacdo do seu residuo de serina 9, seja pela via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina ou pela via PI3K/Akt (DOBLE; WOODGETT, 2003; BALTZIS
etal., 2007; LUO, 2009).

A maior parte dos trabalhos que estudaram o papel da via PI3K-Akt em CEB
investigaram os componentes (genes e proteinas) da via de forma isolada (KOZAKI et al.,
2006; QIU et al., 2006; FENIC et al., 2007; LIM et al., 2005; MASSARELLI et al., 2005;
WU et al., 2009; IAMAROON; KRISANAPRAKORKIT, 2009; SILVA et al., 2012; LI et al.,
2013; MISHRA; NAGINI; RANA, 2015; GOTO et al., 2002; LIU et al., 2009). O presente
estudo abordou, de forma integrada, os principais componentes dessa via de sinaliza¢ao e seus
principais substratos: a pGSK3p-Ser9 e pmTOR2448. Assim, n0s encontramos uma
correlacdo positiva entre AKT total e GSK3p, assim como entre as formas ativas da AKT,
pAKT1-Thr308 e pAKT-Serd73, e seus substratos pGSK3B-Ser9 e pmTOR?2448. Esses
resultados evidenciam que a via PI3K-Akt estd ativa na amostra estudada e reforcam o seu
papel da patogénese e progressao em CEB.

Em relacdo a expressdo génica, os resultados obtidos foram confrontantes com os
achados imuno-histoquimicos para a maioria dos genes investigados. No geral, houve uma
maior expressao relativa dos genes no grupo controle do que no grupo CEB, com excecéo
para 0s genes GSK3f e AKT3, cuja expressdes foram maiores neste. No entanto, nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi encontrada para todos 0s genes avaliados. No
estudo de Qiu et al. (2006), alteracdes no gene PIK3CA foram encontradas tanto em amostras
de carcinomas epidermoides de cabeca e pesco¢co como também no grupo controle. Pedrero et
al. (2004) observou amplificagdo do gene AKT2 tanto nas amostras tumorais (carcinomas
epidermoides de cabeca e pesco¢o) como nos epitélios ndo tumorais adjacentes ao tumor
(grupo controle), sugerindo que essa alteracdo pode ser um evento precoce no
desenvolvimento tumoral. No presente estudo, as amostras controle foram obtidas de mucosas
clinicamente normais, 0 que permite concluir a priori que a expressdo relativa dos genes
investigados ndo sdo decorrentes de amplificacbes. Uma possivel explicacdo para essa alta
expressdo nos controles pode ser atribuido pela variacdo da expressao individual de cada um
dos genes nas amostras investigadas, o que de fato se mostrou alta para todos os genes

avaliados. As amostras que apresentaram altos coeficientes de variacdo foram consideradas



63

como outliers e, portanto, foram excluidas da analise, reduzindo muito a quantidade de dados
analisados e, por consequéncia, ocasionando um viés de amostra. Também ndo se pode
descartar que essas variacfes observadas podem ter advindo de possiveis erros cometidos
durante a técnica. Interessante notar que a expressdo relativa do gene mTOR foi
significativamente maior entre o controle e os grupos PM e PNM. Os efeitos mediados pela
sinalizacdo mTOR sdo muito complexos e ainda existem mecanismos ndo totalmente
elucidados. A proteina, juntamente com seus complexos, pode influenciar ndo somente a
progressdo no ciclo celular e crescimento, mas também em fendmenos de autofagia, sintese de
lipideos e proteinas, metabolismo energético, biogénese de lisossomos, regulacdo da massa
muscular, metabolismo oxidativo, homeostase da glicose, regulacdo da secrecdao de insulina,
lipogénese entre outros papéis no metabolismo celular normal (LAPLANTE; SABATINI,
2012). Por regular uma grande variedade de processos fisioldgicos, a sua desregulacao
também pode estar relacionada ndo somente com o cancer mas com uma gama de doencas,
tais como diabetes, obesidade, desordens neurodegenerativas, doengas cardiovasculares entre
outros que podem fugir do padrdo estabelecido como nosso grupo controle.

Por fim, cabe mencionar que a expressao relativa de GSK3p foi quase trés vezes maior
no grupo PMN, enquanto que a expressdo imuno-histoquimica da proteina foi menor.
Considerando que a expressao do RNAmM ndo estd diretamente associado a presenca da
proteina na célula, pois mecanismos traducionais e pds-traducionais podem interferir com a
producdo da proteina, € provavel que isso tenha acontecido na presente amostra. Também nao
podemos esquecer que nessa analise usamos tumores diferentes daqueles analisados por
imuno-histoquimica, e a variacao intertumoral, que pode ser explicado pela diversidade de
células tumorais presentes dentro do tumor e com perfis génicos e epigénicos completamente
distintos, pode ter contribuido para as diferencas observadas em nivel génico e proteico.
Nesse sentido mais estudos sdo necessarios para esclarecer a expressao de genes da via PI3K-
Akt. Outro ponto que pode ser levantado € o fato de que as amostras teciduais frescas de
conveniéncia foram obtidas de pacientes mais jovens quando comparado com 0 grupo
experimental, o que pode, em parte explicar, também a variagdo da expressao génica.

Em resumo o presente trabalho mostrou evidéncias de que a via de sinaliza¢do PI3K-
Akt realmente esteja ativa em CEB, corroborando com trabalhos anteriores que buscaram
identificar de maneira isolada a ativacao da via. Além disso, reforgou o papel das proteinas da
via na carcinogénese oral e possivel papel biomarcador, com destaque para a proteina GSK3p
como um possivel biomarcador de progressao, especialmente no que diz respeito a predi¢do

de metastases para pacientes ainda negativos. Assim, a utilizacdo de drogas que possam levar
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a ativacdo da GSK3p dentro da célula pode representar uma boa estratégia para o tratamento

de pacientes com CEB.
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7 CONCLUSAO

1. Os principais achados sociodemograficos e clinicopatoldgicos observados foram

similares aos ja publicados na literatura cientifica.

2. As proteinas GSK3p, pGSK3B-Ser9, AKT total e pnTOR2448 estéo relacionadas com
0 desenvolvimento e progressdo do CEB,; além disso, a proteina GSK3p foi

considerada um fator preditivo de metéstase, discriminando PNM de PM.

3. A anélise de correlagdo mostrou que a via PI3K-Akt estd ativa na amostra de CEB
estudada.
4. Exceto para 0s genes GSK3p e AKT3, os demais apresentaram uma expressdo relativa

maior no grupo controle quando comparado com o grupo PNM e PM, sugerindo um
papel para esses dois genes no desenvolvimento e progresséo de CEB.
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Titulo: ESTUDO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA DE SII}IALIZA(}.&O WNT/BETA-
CATENINA EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE CAVIDADE BUCAL E
SUA RELACAO COM FATORES DE PROGNOSTICO

Pesquisader: Paulo Rogério de Faria Versio: 1
Instituigde: Universidade Federal de Uberldndia/ FUFU/ MG CAAE: 00593312.1.0000.5152

PARECER DO COLEGIADO

Numero do Parecer:5715
Data da Relatoria: 03/02/2012

Apresentagio do Projeto:

O cancer bucal constitui-se em um importante problema que aflige ndo somente o Brasil. Aqui, o cancer bucal
esta situado entre as 10 mais frequentes neoplasias e as 20 maiores causas de morte na populacdo. Apresenta
prognéstico ruim, pois a maioria & diagnosticada nos estagios Ill e IV. E nesse contexto que o cancer de boca
pode ser considerado como um dos principais problemas de salde publica no Brasil e no mundo e esforcos tém
que ser tomados para descobrir os mecanismos que norteiam o seu desenvolvimento bem como a sua
progressao. Nesse sentido, a via de sinalizacdo Wnt e seus produtos génicos (proteina APC, beta-catenina, c-
myc, ciclina D1 e GSK3beta) aparecem como fortes candidatos no sentido de compreender os mecanismos
moleculares que culminam com a transformacdo maligna e progressdo tumoral, em especial o cancer de boca.
MNesse sentido, o objetivo do presente estudo & identificar a expressdo de produtos génicos relacionadas a via
candnica da ativacdo do gene Wnt (GSKRG, B-catenina, ciclina D1, c-myc, APC) em carcinomas epidermoides
bucais e venficar sua associacdo com o comportamento biolégico

tumoral e o prognéstico dos pacientes acometidos. O estudo sera realizado a partir de uma amostra inicial de
243 carcinomas Epiderméides Bucais (CEB) diagnosticados e/ou tratados no Complexo Hospitalar da
Universidade Federal de Uberlandia (Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina, Hospital Odontolagico e
Hospital do Céncer) entre 2006 e 2013 (amostra retrospectiva e prospectiva). Serdo incluidos no estudo todos os
casos com

diagnostico de CEB (ou sinénimos: carcinoma epidermoide, carcinoma espinocelular)jacometendo os tecidos
bucais, labio e orofaringe, correspondendo aos seguintes codigos CID: C00 a C006 e C09 e C10. Para os casos
Ja coletados e para os novos casos (a partir de 2012 até 2013), a coleta dos dados foi e sera baseado na
utilizacdo de m instrumento de coleta qualificado como um questionario semiestruturado onde constam os itens
a serem coletados, a saber: dados relativos as caracteristicas demograficas e sdcio-econdmico-culturais dos
pacientes como: idade, sexo, cor, sobre comportamentos relacionados a doenca: uso de produtos de fumo e
alcool; e sobre as caracteristicas clinico-patolégicas da doenca: tempo de evolugdo, localizacao, dimensao e
estadiamento baseado nos critérios do Sistema de Estadiamento da International Union Against Cancer.
Também serdo coletados, em formulario préprio, dados decorrentes da analise histopatologica dos casos
incluidos no estudo, tais como, grau de diferenciacdo tumoral, profundidade de invasdo tumoral, invasao
angiolinfatica e invasao neural e/ou perineural. Para deteccdo das proteinas relacionadas a via de sinalizacdo
Wnt sera realizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliacdo da imuno-histoquimica para cada
proteina sera feita pela técnica do Quickscore, que relaciona intensidade de marcacdo e porcentagem de células
marcadas. Os dados serdo descritos por meio de estatistica descritiva considerando, quando pertinente, o
emprego de médias e /ou medianas, e frequéncias relativas (percentuais). Serdo empregados os testes do Qui
Quadrado de Pearson para analise de regressdo logistica univariada para avaliacdo das diferentes variaveis
estudadas quanto a sua associagdo com metastases linfonodais, considerando os diferentes antigenos
pesquisados, acompanhada de medidas de associacdo (odds ratio), considerando, a priori, valor de p 0,20.
Posteriormente, os dados selecionados quanto a significancia serdo testados em modelo de regressao logistica,
para valores de p 0,05. A analise de sobrevida considerara a construcdo de curvas de sobrevida (Kaplan-Meyer)
e analisadas por meio do teste de Log-Rank considerando valores de p0,05 para rejeitar a hipotese de nulidade.
Cada antigeno pesquisado sera considerado individualmente na analise. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software Graphpad Prism, versdo

4,01 (Graphpad Inc, USA, 2005).

Objetivo da Pesquisa:

Identificar a expressao de produtos génicos relacionadas a via candnica da ativacdo do gene Wnt (GSKR, R-
catenina, ciclina D1, c-myc, APC) em carcinomas epidermoides bucais e verificar sua associacdo com o
comportamento biolégico tumoral e o prognéstico dos pacientes acometidos.

Objetivos especificos: 1.1dentificar e quantificar a expressdo dos antigenos (GSKRG, R-catenina, ciclina
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D1, c-myc, APC) nos casos de carcinomas epidermadides atendidos e tratados no complexo hospitalar da
Universidade Federal de Uberlandia. 2. Analisar a presenca de associacdo entre a expressdo dos diferentes
produtos génicos mencionados no item 1 com fatores clinico-patolégicos dos casos incluidos no estudo.

3. Analisar, comparativamente, a expressao dos produtos génicos da ativacdo do gene Wnt ja mencionados (item
1) nos casos de carcinomas epidermoides bucais primarios com comportamentos bioloégicos distintos

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O presente projeto tem por objetivo investigar a existéncia de associacdo dos fatores socio-demograficos e
clinico patolégicos de uma amostra de pacientes com cancer bucal (carcinomas epidermodides de boca) com a
expressdo dos antigenos GSK3R, B-catenina, ciclina D1, c-myc, e APC visando identificar o poder discriminador
da expressdo destes antigenos de tumores com comportamentos biolégicos distintos e prognostico. Para tanto,
utilizaremos uma planilha de banco de dados que esta em construcdo, da qual constam dados cuja natureza foi
mencionada anteriormente, dos pacientes com cancer bucal atendidos e tratados no Hospital de Clinicas e
Hospital de Cancer em Uberlandia e dados provenientes de analises histolégicas que se basearam na avaliacdo
de fragmentos de tumor provenientes de cirurgias realizadas para seu tratamento. Estes fragmentos serdo
tratados em ambiente de laboratério, sem nenhum envolvimento dos pacientes nestes procedimentos. Assim,
todos os dados serdo coletados mediante a utilizacdo de um questionario proprio, jJa empregado anteriormente
em oufra pesquisa aprovada neste Comité, referente ao trabalho da CD Cizelene Veloso Faleiros Guedes,
intitulado: jAvaliacdo do atraso no diagnéstico e tratamento de carcinoma espinocelular em cabega e pescogoy,
e de Inicac@o Cientifica das alunas Natalia Vieira Goncalves, sub projeto do projeto supracitado, e de Natalia
Pereira Alves referente ao projeto ¢ Carcinoma epidermoide bucal: estudo dos fatores associados ao diagnéstico
de doenca avancadag, com registros CEP aprovados sob os nimeros 250/08; 202/09 e 264/11,
respectivamente. Todos os dados serdo coletados posteriormente a adesdo espontanea do paciente a pesquisa
e sua assinatura no termo de consentimento livre e esclarecido sobre o contetdo do trabalho. Nesta planilha, os
pacientes sdo identificados segundo o nimero de seus prontuarios, codificados de forma a ndo permitir ao leitor
sua identificac8o e a procedéncia dos dados. Todos os dados coletados estdo relacionados ao proprio paciente
e a sua doenca, sem gue seja necessaria a sua manipulagdo ou mesmo a intervencdo direta do profissional no
paciente, de qualquer tipo para diagndstico ou tratamento das lesGes. Isto sera realizado na oportunidade do seu
exame clinico ou mesmo da bidpsia indicada pelos profissionais nas diferentes clinicas nas quais sera atendido,
ndo necessitando, portanto, sua presenca no ambiente hospitalar somente para a coleta dos dados. Desta
forma, o Unico risco presente na pesquisa em relacdo ao paciente & a sua possivel identificacdo na pesquisa, no
entanto havera todos os esforcos possiveis e o devido comprometimento da equipe executora com o sigilo
absoluto da identidade do sujeito.

Beneficios: Os beneficios para o paciente estdo relacionados ao préprio objetivo do projeto, ja que visa
identificar os fatores preditivos e associados ao processo

de metastases, baseados na expressao dos antigenos supracitados. Isto constituira informacao relevante na
formulag&o de intervencdes que visem a minimizar o padréo de diagnéstico inadequado ao tratamento e
prognostico da doenca para os pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com relevancia ciéntifica e social. Apresenta ampla revisdo sobre o estado da arte dos processos
trelacionados ao tema em estudo.
N&o apresenta comprometimento ético

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Recomendagodes:

Aprovar o projeto com as avaliacGes subsequentes dos relatorios a serem apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
APROVACAO do projeto de pesquisa

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

, 24 de Fevereiro de 2012

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado



ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo da
expressdo de proteinas via de sinalizagdo wnt/beta-catenina em amostras de
carcinomas epidermdides de cavidade bucal e sua relagdo com fatores de
progndstico”, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Paulo Rogério de Faria.

Nesta pesquisa nds estamos buscando identificar e entender fatores relacionados
ao comportamento do tumor (carcinoma epidermodide bucal, carcinoma de células
escamosas bucais) e fatores que possam explica-los visando melhorar a deteccdo de
metastases e o tratamento da doenca. Desta forma, nos comprometemos a coletar os
dados apenas no momento do atendimento do paciente na sua consulta previamente
agendada e na utilizacdo dos materiais bioldgicos provenientes da biopsia e do seu
tratamento.

Na sua participagdo vocé sera submetido a aplicagdo de um questionario semi-
estruturado, contendo perguntas sobre os dados de sexo, idade, cor, comportamentos
relacionados & doenca, e caracteristicas clinicas da doenca. Esclarecemos que estes
dados serao anotados em formuldrio especifico que, apds o seu uso, serdo fotalmente
destruidos.

Em nenhum momento voce sera identificado. Os resultados da pesquisa serao
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Desta maneira, o inico risco
presente nesta pesquisa € a sua possivel identificagdo, no entanto havera todos os
esforcos possiveis e o devido comprometimento da equipe executora com o sigilo
absoluto da sua identidade.

Voceé nao tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Nao havera, portanto, nenhum risco organico ou de natureza psicoldgica para
vocé. Os beneficios serdo aqueles decorrentes da prdpria investigacdo, ou seja,
identificar fatores relacionados ao diagnostico de metastases e na repercussao do
tratamento que podera ser importante na resposta ao tratamento da doenga.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem
nenhum prejuizo ou coagao.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com voce.
Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Paulo

Rogério de Faria e Flavia Sayuri Matsuo, Sala 2B256 (Laboratério de Histologia —
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ICBIM/UFU), Umuarama — Uberlandia (MGQG), telefone: (34) 3218-2240, Ramal 23.
Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-
Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2121,

bloco A, sala 224, Campus Santa Moénica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone:
34-32394131

Uberlandia, de de

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa
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ANEXO C - Questionario de Entrevista

Prontuanos: HC: Onco Odonto:,

Questionario de entrevista

A precisdo dos dados anotados nesse formuldrio é fundamental para a aceitagéo cientifica desse trabalho

Dados demograficos

Idade: anos
Sexo: [ Masculino O Feminino
Cor ou raga informada: [ Branca O Preta O Parda O Amarela O Indigena

Dados socio-econdmico-culturais

Profiss&o nos ultimos dez anos:
Em atividade: [ Sim
O Nao: O Aposentado
O Invalido
O Desempregado

Escolaridade: [0 Analfabeto

O Primario incompleto O Primario completo
O Secundario incompleto O Secundario completo
O Superior incompleto O Superior completo

Renda em salarios minimos:

Habitos alimentares

Freqléncia em dias em que ingere:

- Arroz e feijao: dias / semana
- Carne: dias / semana
- Vegetais: dias / semana

Consumo de agentes carcinogenos para a mucosa bucal

Quanto ao consumo de fumo, voce: O Nunca fumou
O E ex-fumante
[ E fumante ativo

Qual produto vocé consome / consumia predominantemente: O Cigarro industrial com filtro
O Cigarro de palha / rolo
O Cachimbo
O Fumo de mascar
Qual é a quantidade consumida por dia:
|dade em que iniciou o uso: anos

Usa ou ja usou outro tipo de fumo? O Nao
O Sim

Ex-fumante: ha quanto tempo abandonou o habito?

Tem filhos? 0 Nao O Sim:  Algum deles consome cigarro? [ Nao O Sim

Vocé consome algum tipo de bebida alcoolica? O Nzo O Sim

Entrevista
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Prontuénos: HC: Onco: Odonto:
Qual o tipe de produto ingerido com maior freqiéncia?: O Fermentado / cerveja
O Destilado / cachaga / whisky
Qual a freqiéncia mais comum de ingestéo? O Diaria
O Semanal
O Mensal
O Ocasional
Qual a quantidade consumida em cada ocasido?:
Qual a idade em que vocé iniciou o uso:
Higiene e saude geral e bucal
Sua residéncia possui: [0 Agua encanada? O Rede de esgoto?
O Asfalto na rua? [0 Rede de energia?
Vocé teve acesso a alguma dessas benfeitorias ha menos de cinco anos? O Nao O Sim

Como vocé geralmente obtém acesso a dentista? [ Servigo publico / posto de satde / UAI
O Servigo publico / faculdade
O Atendimento particular / convénio

Como vocé geralmente obtém acesso a médico? [ Servigo publico / posto de satde / UAI
O Servigo publice / faculdade
O Atendimento particular / convénio

Sua Ultima consulta com dentista (fora da UFU) foi relacionada a lesao? ONéo 0OSim

Ha quanto tempo foi realizada a Gltima consulta com dentista, exceto para examinar a lesdo?

De quem foi a orientag&o para procurar tratamento para a doenga?
O Proprio paciente O Familiares O Farmacéutico O Dentista O Meédico

O que vocé acha que foi a causa da doenga?

Alguém da sua familia ja teve cancer: [ de hoca? O de garganta? O de pulm&o?)

Dados sobre a lesdo

E dolorosa? ONao [ Sim
Apresenta sangramento? ONao 0O Sim
Ha quanto tempo foi notada? meses

Quem primeiro viu a lesdo?
[ Proprio paciente [0 Familiares O Farmacéutico [ Dentista 0 Meédico

Entrevista



