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RESUMO

O carcinoma epidermdide oral (CEO) € o tipo histolégico mais comum do cancer
da cavidade oral e apresenta elevada taxa de mortalidade, cerca de 50% dos
individuos diagnosticados com CEO evoluem ao 6bito dentro de um periodo de
até 5 anos. Atualmente ndo existem biomarcadores capazes de predizer o
progndstico e a progressao tumoral, logo o estudo de proteinas responsaveis
pelo controle apoptético e, portanto, envolvidas na carcinogénese, tem estado
em evidéncia. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a expressao da
proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma protein) como biomarcador de progndstico e
progressdo tumoral em CEO. Utilizamos, para isso, dados clinicos e de
seguimento de 109 individuos com diagndstico conclusivo de CEO. Andlise
histopatoldgica de gradagao, padrao de invasao, infiltrado linfocitario, invasao
perineural, vascular e linfatica tumoral foram avaliadas em Iaminas coradas em
Hematoxilina e Eosina. Fragmentos de tecido tumoral, displasia e epitélio
adjacente ao tumor foram dispostos em microarranjos teciduais e submetidos a
imuno-histoquimica, utilizando anticorpo anti-Bcl-2, clone 124. Elevada
expressédo de Bcl-2 foi observada no tecido tumoral, em relagdo ao epitélio
adjacente ao tumor e displasia (p=0,033), bem como no fronte de invasao
tumoral associado ao alto grau de infiltrado linfocitario tumoral (p=0,001). N&o
foi observada diferenca entre a expressao de Bcl-2 em tecido tumoral quando
comparada as variaveis clinico-patolégicas: tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal, estadiamento, idade, sexo, consumo de alcool e
tabaco. Adicionalmente, a expresséo de Bcl-2 ndo foi associada ao progndstico
nas analises de sobrevida global e livre de doenga. Concluimos que a proteina
Bcl-2 pode ter papel importante em indicar o potencial de transformagao maligna
do epitélio oral no modelo de progressdo tumoral utilizado, podendo ser um
potencial biomarcador de evolugédo da displasia de alto grau para o CEO. No
entanto, neste estudo, a expressdo de Bcl-2 ndo mostrou ser um bom

biomarcador de prognéstico.

Palavras-Chave: Bcl-2, carcinoma epidermoéide oral, cancer da cavidade oral,

biomarcador.



EXPRESSION OF Bcl-2 PROTEIN AS A POTENTIAL BIOMARKER OF
TUMOR PROGRESSION IN ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA

ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common histological type of
cancer of the oral cavity and presents a high mortality rate, about 50% of
individuals diagnosed with OSCC evolve to death within a period of up to 5 years.
Currently, there are no biomarkers able to predict prognosis and tumor
progression features, in this way, the study of proteins responsible for apoptotic
control and therefore involved in carcinogenesis has been in evidence. Thus, this
study aims to evaluate the expression of Bcl-2 protein (B-cell ymphoma protein
2) as a prognostic biomarker and tumor progression in OSCC. We used clinical
and follow-up data from 109 individuals with a conclusive diagnosis of OSCC.
Histopathological analysis of gradation, patter of invasion, tumor lymphocytic
infiltrate, perineural, vascular and lymphatic tumor invasion were evaluated on
stained slides in Hematoxylin and Eosin. Fragments of tumor tissue, dysplasia
and adjacent epithelium to the tumor were arranged in tissue microarrays and
submitted to immunohistochemistry using anti-Bcl-2 antibody, clone 124. High
Bcl-2 expression was observed in the tumor tissue, in relation to the adjacent
epithelium to the tumor and dysplasia (p = 0.033), as well as on the tumor
invasion front associated with the high degree of tumor lymphocytic infiltrate (p =
0.001). No difference was observed in Bcl-2 expression in tumor tissue when
compared to clinical-pathological variables: tumor size, lymph node involvement,
staging, age, gender, alcohol consumption and smoking. Additionally, Bcl-2
expression was not associated with prognosis in global and disease-free survival
analyzes. We conclude that Bcl-2 protein may play an important role in indicating
the malignant transformation potential of the oral epithelium in the tumor
progression model used and may be a potential biomarker for the evolution of
high-grade dysplasia for the CEO. However, in this study, Bcl-2 expression did

not prove to be a good prognostic biomarker.

Key words: Bcl-2, oral squamous cell carcinoma, oral cavity cancer, biomarker.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados publicados pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), um em cada cinco homens e uma a cada seis mulheres irdo desenvolver
algum tipo de cancer no decorrer de suas vidas, no mundo. Essa estimativa reflete no
quanto é relevante o estudo do céancer, a fim de compreender a etiologia,
desenvolvimento e comportamento da doenca. Com isso, € possivel desenvolver
medidas de prevencdo, detecgdo precoce, diagndstico e tratamento eficientes,

garantindo uma melhor qualidade de vida para estes pacientes (GLOBOCAN, 2018).

O cancer da cavidade oral acomete predominantemente o assoalho de boca e lingua,
mas também pode ocorrer em outros subsitios como a mucosa labial, mucosa bucal,
o palato duro, area retromolar e gengiva, como pode ser observado na figura 1 (CHI,
ANGELA C.; DAY, TERRY A.; NEVILLE, 2015). O tipo histolégico mais frequente é o
carcinoma epidermdide oral (CEQ), que origina-se a partir do epitélio de revestimento,
na maioria das vezes associado a exposi¢cao aos fatores de risco alcool e tabaco
(BRENER et al., 2007; MONTERO; PATEL, 2016).

Atualmente, o diagnostico do CEO é realizado por analise histopatolégica. As
caracteristicas clinicas, como tamanho tumoral, acometimento linfonodal e localizagao
das lesdes sdo fundamentais para, juntamente com o diagnéstico anatomo-patolégico,
orientar a conduta médica para definir o melhor tratamento para o individuo
(MONTERO; PATEL, 2016; RIVERA; VENEGAS, 2014).

Quando o cancer ¢ identificado em estadios iniciais, as condigdes para o tratamento
sao favoraveis, com maior chance de cura e melhor sobrevida do paciente, podendo
ainda trazer menos sequelas e menor custo (SINEVICI; O’'SULLIVAN, 2016). No
entanto, no Brasil, a maior parte dos casos é diagnosticada em estadio avang¢ado da
doenca, o que impacta na redugédo da sobrevida, que desses tumores ja € reduzida,
em torno de 5 anos (INCA, 2015; SHRIDHAR et al., 2016).

Apesar dos avancos nas pesquisas em busca de tratamentos mais efetivos e

compreensao das alteragdes moleculares no campo da oncologia e cirurgia, as taxas
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de morbimortalidade permanecem altas. Um dos fatores que explica estes numeros &

a auséncia de biomarcadores que auxiliem na determinagdo do prognostico ou
capazes de predizer a evolugdo destes tumores (BROCKLEHURST,; BAKER;
SPEIGHT, 2010). Como consequéncia, a busca por biomarcadores de progndstico e
progressao tumoral tem ganhado destaque nos ultimos anos, com grande potencial
para a descoberta de biomarcadores capazes de estratificar os casos e assim,
permitirem que a equipe meédica defina sobre tratamentos mais individualizados
(COUTINHO-CAMILLO et al., 2010).

Sabe-se que a carcinogénese oral esta relacionada com o acumulo progressivo de
alteracdes genéticas e epigenéticas em processos cruciais de regulagdo do ciclo
celular, como por exemplo a apoptose (SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA, 2018). A
familia de proteinas Bcl-2 participa desse processo de tumorigénese, uma vez que
regulam as interagdes que ditam a sobrevivéncia celular ou comprometem a célula a
processos apoptoéticos (CHIPUK et al., 2010) . Estudos prévios tém mostrado que a
elevada expressao da proteina Bcl-2 esta relacionada a um progndéstico ruim em
diversos tipos de cancer (ANVARI et al., 2012; KIRKIN; JOOS; ZORNIG, 2004;
PAVITHRA et al.,, 2017, THOMAS et al.,, 2013). No entanto os estudos sao

controversos quanto a expressao de Bcl-2 e o CEO.

Assim, neste estudo, nos propusemos a avaliar a aplicabilidade da proteina Bcl-2,
membro anti-apoptético da familia de proteinas Bcl-2, como biomarcador de
progndstico e progressédo tumoral em CEO, em um modelo de progresséo tumoral
com segmentos de epitélio adjacente ao tumor, displasia e tumor, como possivel
facilitador da decisédo terapéutica, impactando na qualidade de vida dos individuos

acometidos por esses tumores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

O cancer da cavidade oral € o 16° tipo de cancer mais incidente no mundo
(GLOBOCAN,2018), apresentando elevada taxa de mortalidade, cerca de 50%, em
um periodo de 5 anos, que é o tempo de sobrevida médio de um individuo
diagnosticado com cancer nesse sitio anatdmico (SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA,

2018), como pode ser observado na Figura 1, abaixo.
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Figura 1.Estimativa do numero de casos incidentes e mortalidade de cancer no
mundo. Adaptado de GLOBOCAN (2018).

No Brasil, estima-se cerca de 15.000 novos casos de cancer da cavidade oral entre
2018 e 2019, afetando 11 a cada 100 mil homens e 3 a cada 100 mil mulheres, sendo
classificado como o quinto tipo mais comum de cancer entre os homens e o décimo
segundo tipo de cancer mais comum no sexo feminino. O Espirito Santo é o estado
brasileiro com a maior incidéncia da doencga, com a taxa aproximada de 14,58 casos
a cada 100 mil homens e 4,01 casos a cada 100 mil mulheres, como pode ser
observado na Figura 2 (INCA, 2018).
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Figura 2.Incidéncia do cancer da cavidade oral no Brasil, por sexo. O estado do
Espirito Santo € o estado com maior incidéncia de cancer bucal no pais, seguido de
Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro, em
relacdo aos homens. Entre as mulheres, também segue a lideranga, seguido de
Ceara, Pernambuco e Piaui, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina. Adaptado de INCA
(2018).

2.1.1 Histopatologia

O tipo histolégico de cancer mais comum na cavidade oral é o carcinoma epidermoide,
derivado do epitélio escamoso estratificado da mucosa oral, responsavel por cerca de
90% do cancer da cavidade oral. Apesar dos avangos no tratamento, como a cirurgia
robotica e os avancos na radioterapia e quimioterapia, a sobrevida se mantém a
mesma ha cerca de trés décadas, ndo havendo melhoras significativas (MONTERO;
PATEL, 2016; SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA, 2018). Este quadro é em parte
explicado pelo diagndstico tardio da doenga em mais de 72% dos casos. Logo, a
deteccao precoce do cancer favorece um melhor desfecho clinico, uma vez que em
estadios iniciais, ha possiblidade de melhor resposta ao tratamento e reduzida

morbidade.

Um dos desafios da deteccdo precoce do CEO esta relacionado a dificuldade de
identificar quando tecidos displasicos da cavidade oral sofrerdo transformacéao
maligna, pois n&o ha indicadores precisos dessa transigdo. As alteragdes da cavidade
oral ocorrem em etapas, as quais sao marcadas por alteracbes morfologicas,
funcionais, genéticas e epigenéticas nas células. Essas mudangas caracterizam o
fenbmeno conhecido como transi¢cao epitélio-mesenquimal, onde de células com

fendtipo epitelial passam a expressar caracteristicas fenotipicas de células
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mesenquimais, adquirindo além de morfologia compativel, outras caracteristicas como

perda de polaridade celular, com rearranjo nuclear, perda das estruturas de adeséo,
manifestando assim, maior mobilidade, capacidade de invasdo e perdendo suas
estruturas de adesao, contribuindo para a transformagao do carcinoma epidermoéide
propriamente dito (MONTERO; PATEL, 2016; CHAW et al.,2012).

Analisando as caracteristicas morfoldégicas do epitélio durante o processo de
carcinogénese, é possivel identificar alteragbes como hiperqueratose e hiperplasia.
Com o avango da progressao das mudancas epiteliais, também é possivel identificar
os varios graus de displasia, variando desde leve, moderada e severa, até o carcinoma
in situ, ou seja, displasia de alto grau, que antecedem o estabelecimento do carcinoma
microinvasor (KUJAN et al., 2006; RIVERA; VENEGAS, 2014).

Alguns modelos séo utilizados para exemplificar a progressdo de um epitélio normal
a um epitélio displasico, como ilustrado na figura 3. Quando as células atipicas
destroem a membrana basal e invadem o conjuntivo subjacente, tem-se a formagéao
do carcinoma microinvasor, o qual pode posteriormente originar células capazes de
invadir os tecidos adjacentes e até mesmo causar metastases regionais ou a distancia
(CHI, ANGELA C.; DAY, TERRY A.; NEVILLE, 2015; RIVERA; VENEGAS, 2014).
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Figura 3. Alteragdes histopatologicas do epitélio oral na transformacé&o maligna,
adaptada de FORASTIERE e colaboradores (2001).
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2.1.2 Classificacao

Para avaliar as diferengas observadas na histopatologia tumoral, varias classificagbes
tém sido propostas por estudiosos e também pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Em 2005, a OMS propés a classificagao internacional de tumores, com base
no grau de diferenciagdo tumoral, dividindo os tumores em bem diferenciados,
moderadamente diferenciados e indiferenciados, o que foi proposto para auxiliar na
avaliagao da taxa de crescimento tumoral e na capacidade metastatica do tumor.

O Royal College of Pathologists (Liverpool), também sugere classificar os tumores de
acordo com o padrao de invasdo tumoral, considerando o fronte de invasao
(HELLIWELL, TIM ; WOOLGAR, 2013). O fronte de invasao tumoral é a area do tumor
que avancga em relagao aos tecidos adjacentes, sendo considerada por alguns autores
como sendo a area mais representativa do tumor, caracterizada pelas modificacées
mais avangadas no grau de queratinizacdo, polimorfismo celular e nuclear, e
capacidade de invasdo (RIVERA; VENEGAS, 2014).

Clinicamente, o CEO ¢é classificado de acordo com o Sistema de estadiamento
preconizado pelo The American Joint Comitte on Cancer (AJCC), conhecido como
Sistema TNM de classificagdo de tumores malignos, o qual considera a extensao da

doenca e a localizagao anatémica do tumor.

O estadiamento é utilizado para determinar o tratamento adequado do tumor, levando
em conta o tamanho do tumor primario (T), profundidade de invasdo (Depth of
invasion, DOI) medido em milimetros, o comprometimento dos linfonodos regionais
(N), que estado presentes na cadeia de drenagem linfatica relacionada a regido em que
o tumor primario esta localizado, levando em consideracdo a extensdo extranodal
(Extranodal extension, ENE) e na presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M). Estes parametros recebem subclassificagdes numeéricas (TO a T4; NO a N3; MO
a M1, ENE +/-)) que, quando relacionados, indicam a extensao da doencga e o grau de
disseminagao do tumor (AJCC,2017). Este sistema também é util para avaliar o

progndstico do individuo apods tratamento.

Apoés a identificagdo das categorias T, N e M, estas sdo agrupadas para formar o
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estadiamento clinico, o qual pode variar de | a IV. Nos estadios | e Il, os tumores sao,

respectivamente, T1 e T2, ndo apresentam metastase em linfonodos regionais (NO) e
nem a distancia (M0). Os tumores T3 ou aqueles T1 e T2 com um linfonodo regional
metastatico (N1) sdo considerados estadio Ill. Lesdes classificadas como T4, ou
aquelas que apresentam dois linfonodos regionais acometidos por neoplasias (N2) e
todos os tumores que apresentam metastase a distancia (M1), sdo considerados
estadio IV (AJCC,2017). Mais detalhes sobre a classificacdo TNM estédo
representados na figura 4.

Definicdo de TNM Estadiamento

T1 NO T1 NO MO

R/ aee — <o T:<2cm —~
\ & ‘
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T2 NO Mo
T.22cm
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2ecm>T<dcm
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N: <3 em T3 NO Mo
| T:>4cm ENE: (-) T1 N1 MO
DOI: > 10 mm
T2 N1 MO
T3 N1 MO
N: <3cm Tda NO MO
Invasao de ENE: (+) Tda N1 MO
estruturas ou
adjacentes N: <6 cm - sl
ENE: (-) T2 N2 MO
T3 N2 MO
Tda N2 MO
Estadio IVB 1, N3 N: > 6cm T4 N MO
- Invasdo de A~ ENE: (-) T N3 MO
estruturas ou
adjacentes N: >3 cm
ENE: (+)
ou
N: bilateral
ENE: +

Figura 4. Classificacdo TNM. A ilustragcdo mostra a classificagdo anatdmica para
estadiamento tumoral. A categoria T indica o tamanho do tumor, a categoria N
descreve o envolvimento de linfonodos regionais e a categoria M descreve a presenga
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ou ndo de metastase a distancia. A subclassificacdo utilizando letras “a” e “b” estao
relacionadas a area acometida pelo tumor. O estadiamento IV C ndo representado na
tabela é indicado por qualquer classificacdo T, N com metastase a distancia positiva.
Adaptado de KASPER e colaboradores (2008).

A partir do estadiamento clinico do tumor e do resultado histopatologico, € possivel
determinar qual o melhor tipo de tratamento para o individuo. O tratamento de escolha
€ a cirurgia, mas a quimioterapia e a radioterapia sao utilizadas com frequéncia como
tratamentos adjuvantes a cirurgia ou tratamentos paliativos. Apesar do tratamento
cirurgico ser radical, existe um consideravel numero de recorréncias. (ZYGOGIANNI
et al., 2011). Sendo assim, € necessaria a inclusdo de indicadores de progndstico e

do CEO, para auxiliar na conduta médica de tratamento.

2.1.3 Fatores de risco

As transformacdes celulares que contribuem para o desenvolvimento do carcinoma
epidermdide provém do acumulo de alteragbes genéticas e epigenéticas. Alguns
fatores de risco ja bem conhecidos por estarem associados ao desenvolvimento da
doenga sdo o consumo de alcool e uso do tabaco que, de maneira sinérgica,
potencializam o efeito cancerigeno (BRENER et al., 2007; PETERSEN, 2009).
Homens que consomem bebida alcodlica e fumam estao cerca de trinta e oito vezes
mais propensos a desenvolver o cancer que homens que nido apresentam exposicao
a esses carcinogenos (ZYGOGIANNI et al., 2011).

Ainda nao existem mecanismos bem elucidados que explicam o efeito carcinégeno do
alcool e do tabaco, mas as hipoteses mais aceitas relacionam a desidratagdo gerada
pelo alcool ao aumento da permeabilidade da mucosa oral a outras toxinas e
carcinégenos, como os mais de 300 tipos presentes no cigarro e nas folhas de tabaco.
Os benzopirenos, nitrosaminas e aminas aromaticas, produtos gerados a partir da
queima do tabaco, sdo capazes de promover alteragdes no DNA das células epiteliais
em replicacdo. Além disso, o préprio metabolismo do alcool pode contribuir para a
carcinogénese, levando a formagéo do acetaldeido, que é facilmente absorvido pela
mucosa e tem potencial de provocar danos no epitélio, podendo levar a malignizagao
dos queratinécitos (KHAIRNAR; WADGAVE; KHAIRNAR, 2017; PEMBERTON, 2018;
ZYGOGIANNI et al., 2011).
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Infeccbes virais que interferem no ciclo celular, como infec¢des pelo Papilomavirus

humano (HPV), sobretudo os subtipos 16 e 18, também tem sido apontados como
associadas ao desenvolvimento do cancer da cavidade oral (DEGLI ESPOSTI et al.,
2017). Contudo, a frequéncia de infecgao pelo HPV em células tumorais de CEO é
bastante variavel (0 a 90%), dependendo da regido geografica, o que gera duvidas
sobre a real participagdo do HPV na carcinogénese desses tumores. Recentemente,
estudos demonstraram que a frequéncia de infecgcéo pelo HPV em CEO é baixa no
Espirito Santo (DE ABREU et al., 2018), sendo o alcool e o tabaco considerados como

os principais fatores envolvidos na carcinogénese destes tumores.

2.1.4 Resisténcia a morte celular

A progressao tumoral ocorre quando alteragdes genéticas e epigenéticas sao
estabelecidas e promovem mudancgas moleculares capazes de causar modificacdes
bioquimicas, fisioldégicas e morfoldgicas nas células, as quais passam a desenvolver
caracteristicas especificas, que culminam na imortalizacdo e autonomia de
proliferagdo celular. Essas caracteristicas foram agrupadas e descritas por Hanahan

e Weinberg (2011), conforme esquematizado na figura 5.

Assim, a célula tumoral passara a apresentar capacidade de sustentar a sinalizacao
proliferativa, evitando a agdo dos genes supressores tumorais e a agdo do sistema
imune. Estas células podem também desenvolver a capacidade de invasado e
metastase, promovendo um microambiente de inflamagao e induzindo a angiogénese.
Adicionalmente, estas células podem apresentar instabilidade e mutagdo gendémica,
o que favorece o acumulo de outras mudangas, podendo inclusive adquirir o fendtipo
de imortalidade, resistindo a morte celular e desregulando o metabolismo energético

celular.
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Figura 5. Esquema mostrando as principais caracteristicas desenvolvidas por uma
célula cancerosa. Adaptado de Sasahira e colaboradores (2018).

Uma das caracteristicas da resisténcia a morte celular das células cancerosas € a
capacidade de escapar dos mecanismos de apoptose. A apoptose consiste na morte
celular caracterizada pelas alteragdes morfoldgicas de retragao citoplasmatica, perda
de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacao da cromatina,
fragmentagdo cromossdmica e formagao dos corpos apoptoticos, que sdo fagocitados
por células como os macrofagos e digeridos por enzimas no fagolisossomo, sem gerar

qualquer tipo de inflamagao (AKL et al., 2014).

A apoptose ocorre basicamente por duas vias distintas, a via extrinseca, ou
extracelular e a via intrinseca ou intracelular. Na via extrinseca ha ativacdo de
receptores de morte celular, presentes na membrana celular, por ligantes de morte
especificos, que aumentam a atividade das caspases 8 e 3, como por exemplo os
receptores pertencentes a familia dos fatores de necrose tumoral (TNF)/TRAIL e
Fas/FasL. A via intrinseca, por sua vez, é regulada pela familia das proteinas Bcl-2,
que quando estimuladas, participam nos processos de controle de permeabilidade da
membrana mitocondrial. Membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2 participam da
liberacéo de citocromo C da mitocdndria para o citosol, promovendo assim a ativacao
das caspases 9 e 3, as quais irdo induzir a apoptose. Membros anti-apoptéticos dessa
familia, atuam impedindo a apoptose, por bloquear a acdo de proteinas pré
apoptdticas (KIRKIN; JOOS; ZORNIG, 2004; SASAHIRA; KIRITA, 2018).
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2.2 Bcl-2

A proteina Bcl-2 (B-cell ymphoma protein 2), primeira descrita da familia de proteinas
Bcl-2, apresenta esse nome pois foi descoberta a partir de estudos com linfomas nao
Hodgkin em humanos. Nos linfomas, existe uma translocacéo t(14:18) que altera o
posicionamento do gene Bcl-2, que de sua localizagdo normal no cromossomo 18
(18921), move-se para o l6cus de cadeia pesada da imunoglobulina, no cromossomo
14, o que proporciona a ativagao da transcricao génica do Bcl-2 e a superprodugao
das proteinas por ele transcritas. Dessa forma, o gene Bcl-2 age como um proto-
oncogene, promovendo a sobrevivéncia celular por meio da inibicdo de apoptose
(KIRKIN; JOOS; ZORNIG, 2004).

A familia de proteinas Bcl-2 apresenta cerca de 12 proteinas cujas estruturas
apresentam homologia, diferindo entre si, apenas por alguns aminoacidos (THOMAS
et al., 2013) sendo divididas em grupos de proteinas pro-apoptéticas e anti-
apoptéticas, de acordo com sua fungao intracelular e homologia, como representado
na figura 6. Localizam-se usualmente na membrana mitocondrial, reticulo
endoplasmatico e nuclear. Possivelmente proteinas pro-apoptéticas que estejam no
citosol, quando ativadas, sofrem mudangas conformacionais e migram para a
membrana externa da mitocondria, promovendo a apoptose (AKL et al., 2014;
BURLACU, 2003).

Anti-apoptdicas - [BHA] [BH] [Bui] Bzl M) -
Bel-2, Bel-X, , Mcl-1, Al, Bel-W

Proteinas da

familia Bcl-2 N- | [BH3] [BHI] [BH2] [t™M]| ¢
Bax, Bak, Bok
Apoptéticas
N [Bi3] [™]] -c
Blk, BNIP
N- | [BH 3| |-C

Bad, Bid, Bim, EGL-1

Figura 6. Representacdo esquematica das caracteristicas estruturais das proteinas
Bcl-2 proé-apoptoéticas e anti-apoptoéticas. As estruturas protéicas estao representadas
em sua forma linear, BH1-BH4 representam os dominios homdélogos e TM representa
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o carboxi-terminal do dominio de membrana hidrofébico. As proteinas Bcl-2 sao
formadas por proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1, A1,Bbcl-W) com os
quatro dominios BH e TM; e proteinas pro-apoptoéticas (Bax, Bak e Bok) apresentando
0os dominios TM e BH1-BH3, sem o dominio BH4 e ligantes pro-apoptdticos
apresentando apenas o dominio BH3 (Bik, BNIP) ou sem o dominio TM (Bad, Bid,
Bim, EGL-1).Figura adaptada de BURLACU (2003).

As proteinas pré-apoptdoticas BAK, BAX e BOK, ao receberem sinalizacdo de morte
celular sofrem oligomerizagédo, formando poros na membrana mitocondrial,
proporcionando o aumento de sua permeabilidade e extravasamento de citocromo ¢
para o citoplasma, este se liga ao Fator de ativagao de apoptose 1 (Apaf-1), formando
o complexo apoptossomo, que ativa as caspases, levando a célula a morte (THOMAS
et al., 2014).

As proteinas anti-apoptéticas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl- w, Mcl-1 e A1, por sua vez, tém a
capacidade de bloquear a acao de BAK e BAX, possivelmente pela formacido de
heterodimeros com essas moléculas, preservando a integridade da membrana
mitocondrial (BORNER, 2003) (figura 7). O equilibrio relativo entre a atuacdo das
proteinas da familia Bcl-2 é fundamental no controle dos processos apoptoticos,
proporcionando sua ativagao ou inibigao, indiretamente (CHIPUK et al., 2010; FARIA
et al., 2006).

LRMC

Citoplasma ’,

¢ RMC

via extrinseca

caspase 8
BAK\(\ caspase 9 = caspase 3, 6,7
BAX .
Bcl-2 ll\
Apaf-1
+ 7
++ APOPTOSE
++
citocromo ¢

via intrinseca

Figura 7. Representagao das vias apoptéticas intrinseca e extrinseca. Via intrinseca:
Proteinas pré-apoptoéticas como BAX e BAK, quando estimuladas, provocam a saida
de citocromo c para o citoplasma celular, que se complexa com Apaf-1 e ativa as
caspases, promovendo a apoptose. As proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2
(representada por Bcl-2) inibem a agao de BAX e BAK. Via extrinseca: A ativacao de



28
receptores de morte celular pelos seus ligantes promove a liberagao das caspases,
levando a apoptose. LRMC: Ligantes do receptor de morte celular. RMC: Receptor de
morte celular.

O equilibrio entre as proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptéticas da familia Bel-2 é
responsavel por determinar se a célula entrara em processo de apoptose ou ndao. Além
disso, a familia de proteinas Bcl-2 possivelmente controla a homeostase intracelular
de Ca?', regulando o seu armazenamento no reticulo endoplasmatico (BURLACU,
2003). Sabe-se que as variagdes dos niveis de calcio intracelular sdo capazes de
promover a apoptose, pois tanto em elevadas concentracbes quanto em baixas
concentragdes, impossibilitam as atividades funcionais da mitocéndria (CHIPUK et al.,
2010; KIRKIN; JOOS; ZORNIG, 2004) . No reticulo endoplasmatico, as proteinas Bcl-
2 sao capazes de bloquear o receptor inositol 1,4,5-trifosfato, impedindo o fluxo de
Ca?* e assim, impedindo processos que sinalizam a morte celular (AKL et al., 2014;
BURLACU, 2003).

2.3 Bcl-2 e o cancer

A célula tumoral é exposta a varios estimulos apoptéticos durante seu
desenvolvimento. A proliferacdo descontrolada leva a limitacbes no suprimento de
nutrientes e oxigénio para as células, que entdo passam a precisar desenvolver
mutacdes e mecanismos para sobreviver a este ambiente hostil. Um desses
mecanismos € a inibicdo da morte celular por meio de evasdo aos processos
apoptéticos devido a super expressao de Bcl-2 (DUAN et al., 2016; KIRKIN; JOOS;
ZORNIG, 2004; THOMAS et al., 2013).

Varios tipos de cancer, como leucemias, melanomas, cancer de mama, prostata,
cancer colorretal, hepatocarcinomas, gliomas e carcinomas epidermdides orais tem
sido associados a alta expressao de Bcl-2 (THOMAS et al., 2013; UM, 2016). Loro e
colaboradores (2005) mostraram que a expressdo aberrante de Bcl-2 e BAX,
concomitantemente com outras alteragdes moleculares, esta relacionada com a
progressao da displasia epitelial oral para o CEO (LORO; JOHANNESSEN;
VINTERMYR, 2005). Alguns estudos também associam a Bcl-2 e outras proteinas, ao
favorecimento da motilidade celular e assim possibilitando a metastase, estando estes
eventos relacionados a pior prognéstico (DUAN et al., 2017; XIONG et al., 2016; YIP;
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REED, 2008).

Além disso, a habilidade anti-apoptotica da proteina Bcl-2 tem sido relacionada com a
resisténcia a quimioterapia, por agirem impedindo a morte celular induzida pelas
drogas citotoxicas (XIONG et al., 2016). Logo, a identificagdo e compreensao das vias
de sinalizagao que controlam a expressao e fungao das proteinas membros da familia
Bcl-2 pode favorecer a descoberta de potenciais alvos terapéuticos (DELBRIDGE et
al., 2016).

Nos ultimos anos, varias drogas inibidoras das proteinas Bcl-2 anti-apoptéticas tém
sido desenvolvidas e testadas em diferentes tipos de cancer, com o propédsito de
aumentar a sensibilidade dos tumores a quimioterapia ou até mesmo destruir essas
células como agentes unicos, contribuindo dessa maneira para um tratamento
personalizado e diferenciado para tumores que apresentem alta expresséo de Bcl-2
(DELBRIDGE; GRABOW; STRASSER ; VAUX, 2016; VOGLER, 2014). Grande parte
das novas drogas mimetizam a agao das proteinas compostas pelos dominios BH3 e
tem como alvo, Bcl-2, Bcel-X., Bcl-W, como a droga chamada navitoclax (ABT-263) e
o farmaco ABT-199 que age especificamente em Bcl-2. As combinagbes destes
farmacos com outras drogas anticancer aumenta a eficacia do tratamento
(CZABOTAR et al., 2014).

2.4  Indicadores de prognéstico em CEO

Quando o diagnostico do CEO é realizado em estadios iniciais, a chance de uma uma
resposta favoravel ao tratamento e melhor qualidade de vida do paciente é maior.
Contudo, a maiorias dos casos de CEO sio diagnosticados em estadios avangados,
0 que compromete a qualidade de vida do paciente, que apresentam um pior
prognéstico e menores taxas de sobrevida, que é de aproximadamente 5 anos
(SINEVICI; O’SULLIVAN, 2016).

Atualmente, o Sistema de Classificagcdo Maligna dos Tumores, o sistema TNM, é o
principal critério clinico para direcionamento do tratamento. No entanto, esta
classificagao nao é suficiente para predizer o comportamento tumoral e agressividade,

uma vez que pacientes com o mesmo estadio podem apresentar respostas variadas
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ao tratamento, indicando assim diferente comportamento tumoral (BLATT et al., 2017).

O avango na area de biologia molecular da suporte para a compreensdo das
alteracdes celulares que ocorrem durante a carcinogénese e possibilita a identificagédo
de moléculas capazes de sinalizar a transformagao maligna, identificar caracteristicas

de resisténcia a tratamentos e apontar maiores chances de recidivas (RIVERA, 2015).

Essas moléculas, conhecidas como biomarcadores, podem ser genes, RNA
mensageiros, proteinas e metabdlitos celulares, apresentando valor preditivo, de
diagndstico ou de progndstico. Como exemplo, recentemente, a proteina p16 foi
associada a presenca de HPV de alto risco e tem sido utilizada como biomarcador de
progndéstico em carcinoma epidermoide de orofaringe, auxiliando na determinagao da
conduta terapéutica (AJCC, 2017).

Em carcinoma epidermdide oral, no entanto, ndo existem biomarcadores disponiveis
que possam ser utilizados na pratica clinica, seja com a finalidade de diagndstico ou
prognéstico (RIVERA et al., 2017). Assim, estudo de biomarcadores de progndstico e
progressao tumoral sao importantes para identificarem novos marcadores que
possam ser aplicados na pratica clinica. Dessa forma, nos propomos a investigar a
expresséao da proteina Bcl-2 dos diferentes segmentos de epitélio adjacente ao tumor,
displasia e tecido tumoral dos pacientes diagnosticados com CEO e avaliarmos sua

aplicabilidade como possivel biomarcador de progressao tumoral.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

31

Avaliar a expressao da proteina Bcl-2 como potencial biomarcador de prognéstico e

progressao tumoral em carcinoma epidermdide oral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a associacdo entre a expressao da proteina Bcl-2, os dados
clinico-patolégicos dos pacientes com carcinoma epiderméide oral as
caracteristicas histoldgicas: infiltrado linfocitario tumoral (TIL), padrdo de
invasdo tumoral, gradac&o tumoral, invasdo vascular, linfatica e

perineural;

Verificar a aplicacdo da expressao da proteina Bcl-2 como biomarcador
de prognéstico em CEO, através da analise dos indicadores sobrevida

global e sobrevida livre de doenga.

Avaliar a participacdo da proteina Bcl-2 na progresséo tumoral,
analisando a expressao protéica na transi¢ao epitélio adjacente ao tumor,

displasia e tumor.



32

4 METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo, sob o processo n° 318/2011, foi integralmente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado de Atengdo a Saude, Vitdria - ES
(Apéndice A), pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Parecer n° 681/2011)
(Apéndice B) e também pelo National Research Ethics Service (NRES) - Coventry &
Warwickshire (EC.10.H1210.9) (Apéndice C).

42 CASUISTICA

Trata-se de um estudo analitico longitudinal, realizado no periodo de 2011 a 2018, no
qual foram utilizadas amostras biologicas e dados clinicos de pacientes atendidos nos
servigos de cirurgia de cabecga e pescogo do Hospital Santa Rita de Cassia (HSRC),
Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM), localizados em Vitoria,
Espirito Santo e University Hospitals Coventry and Warwickshire NHS Trust,
localizado em Birmingham, Reino Unido.

Seguindo os critérios de inclusado estabelecidos, foram recrutados apenas individuos
com diagnostico conclusivo de carcinoma epiderméide da cavidade oral (CIDs C02.0
- C06.9), sem tratamento prévio, de ambos os sexos, grupos étnicos e faixa etaria
superior a 18 anos, com laminas e blocos histologicos de biopsias e ressecgao
cirurgicas em bom estado. Todos o0s casos incluidos no estudo apresentam
seguimento clinico minimo de 24 meses. O acompanhamento foi realizado pela
equipe médica com intervalos de 6 a 12 meses, até completar 60 meses apds o

diagndstico ou ébito.
No total foram recrutados 109 casos com diagnostico de carcinoma epidermdide oral,
sendo 57 casos provenientes do HUCAM e HSRC e, 52 casos do University Hospitals

Coventry and Warwickshire NHS Trust.

As informacg0es referentes as caracteristicas clinicas, como idade, sexo, estadiamento



33

clinico (sistema TNM), sitio anatémico do tumor, histérico do consumo de alcool e
tabaco, informacdes sobre o tratamento e evolucio clinica foram obtidos por meio da
analise de prontuarios, acompanhamento durante as consultas meédicas e entrevista.
Foram considerados ex-tabagistas e ex-etilistas individuos que nao possuiam
histérico do consumo de tabaco e alcool por, no minimo, 12 meses (KFOURI, et al,.
2018) (APENDICES D e E).

Amostras de tecido tumoral incluido em parafina e ladminas histoldégicas foram
coletadas entre 2011 e 2014, somente sendo incluidos nas analises laboratoriais os
casos que apresentaram, no minimo, 75% da area tecidual total representada por

tumor.

O modelo de progressao tumoral utilizou amostras de epitélio adjacente ao tumor,
displasia e tecido tumoral provenientes de um mesmo paciente, em ftriplicata, para
avaliar a evolugédo da doenga. Contudo, ao longo das analises foi detectada redugao
de material disponivel para analises devido a perda de cortes histolégicos do TMA, o
que justifica diminuicdo do numero inicial (n) de cada regido. Dos 109 pacientes
incluidos no estudo, obtivemos viabilidade em 98 secc¢ds tumorais, 37 secgdes de
fronte de invasao, 55 secgdes de displasia e 45 secgdes de epitélio adjacente ao tumor
para analise. Deste grupo amostral, 28 pacientes apresentaram todos os segmentos
integros para analise, apresentando epitélio adjacente ao tumor, displasia e tecido
tumoral viaveis, que foram utilizados para a avaliagdo do modelo de progressao

tumoral.

4.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os tecidos tumorais obtidos a partir de bidpsias ou ressecgao cirurgica foram fixados
em formalina, emblocados em parafina, corados pelo método de hematoxilina-eosina
(HE).

As laminas coradas em HE foram analisadas e classificadas de acordo com a OMS
(2017) quanto ao grau de diferenciagdo tumoral, sendo os tumores divididos trés
grupos distintos: tumores bem diferenciados, no qual a arquitetura tecidual se
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assemelha ao padrao normal do epitélio estratificado escamoso com acentuada
queratinizagdo; tumores moderadamente diferenciados, em que observa-se grau
moderado de pleomorfismo nuclear, atividade mitética presente e queratinizagcéo
moderada; e tumores pouco diferenciados, com predominio de células imaturas,

numerosas mitoses tipicas e atipicas e minima queratinizagao.

As displasias foram classificadas em baixo e alto risco de malignizag&o, seguindo os
critérios definidos por Kujan e colaboradores (2006), utilizando critérios citolégicos e
estruturais definidos pela OMS (BARNES, L.; EVESON, J. W.; REICHART, P.;
SIDRANSKY, 2005). Foram consideradas displasias de alto risco quando existiam
pelo menos 4 alteragbes na arquitetura tecidual e pelo menos 5 alterag¢des citologicas
(KUJAN et al., 2006).

Ademais, avaliou-se a invasao perineural, linfatica e vascular de acordo com os
critérios estabelecidos pelo The Royal College of Pathologists (HELLIWELL,
WOOLGAR, 2013), que estabelece em laminas de HE, que a presenca de células
tumorais no espaco perineural, linfatico e vascular caracteriza a invasdo tumoral

nesses sitios.

O padrao de invasdo tumoral foi avaliado e classificado de acordo com a analise da
infiltracdo das células tumorais presentes no fronte de invasao tumoral ao tecido subjacente.
A avaliagao seguiu os critérios estabelecidos por Bryne e colaboradores (1992), sendo
assim categorizadas em padré&o de invasédo tumoral tipo I, compressivo com bordas
infiltrantes bem delineadas; tipo Il, margens de progress&o tumoral infiltrando como
corddes solidos ou faixas; tipo Ill, tumor cujas margens infiltrativas contém grupos
pequenos ou corddes de células; e tipo IV, onde o fronte de invasdo mostra marcante

dissociagao celular em pequenos grupos ou células isoladas.

O Infiltrado Linfocitario Tumoral (TIL, Tumour-infiltrating Lymphocytes) foi classificado
em alto, moderado e baixo, seguindo os critérios estabelecidos por Marsh e
colaboradores (2011), no qual um TIL alto apresenta-se difuso, com presenga do
infiltrado em mais de 80% do tumor/estroma; TIL moderado, quando desigual, e
presente entre 10-80% do tumor/estroma; e TIL baixo, quando fraco ou ausente,

presente em menos que 20% do tumor/estroma.



35

4.4 MICROARRANJO TECIDUAL

A construcédo do microarranjo tecidual (TMA) foi realizada no The Nottingham Health
Science Biobank, localizado no Reino Unido. Para cada caso e regido selecionada
(epitélio adjacente ao tumor, displasia, fronte tumoral e porgdo mediana) as amostras

foram alocadas em triplicata.

As laminas coradas em HE foram digitalizadas na plataforma Pannoramic digital slide
scanner (3DHISTECH®, Budapeste, Hungria) e avaliadas pelo sistema de analise de
imagens Pannoramic Viewer software (verséao 1.15 3DHISTCH®, Budapeste,
Hungria). Areas de amostras de tecido representativas do tumor (fronte de invasao e
porcdo mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor identificadas foram entéo

selecionadas utilizando a ferramenta para confecgao do TMA.

Em seguida, os blocos correspondentes as laminas selecionadas, denominados
blocos doadores, foram digitalizados pelo equipamento TMA Master || (3DHISTECH®,
Budapeste, Hungria). As imagens geradas do escaneamento das laminas, com as
areas previamente selecionadas para confec¢gdo do TMA, foram alinhadas as imagens
fornecidas pelo escaneamento dos blocos. A partir do alinhamento entre as imagens
das laminas e de seus respectivos blocos, fragmentos cilindricos de 0,6 mm foram
obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco inicialmente vazio, chamado
bloco receptor. Essa transferéncia de tecidos de regides selecionadas para o bloco
receptor deu-se de forma automatizada, em locais previamente definidos em uma

matriz previamente construida, utilizando o equipamento TMA Master II.

Posteriormente, os blocos receptores foram seccionados em um microtomo para a
obtencao de cortes histolégicos sequenciais de 3 ym de espessura, dispostos em
ldaminas polarizadas, silanizadas e lapidadas (StarFrost® Advanced Polycat,

Braunschweig, Alemanha).

44.1 Validagao TMA

Para a validagdo do uso de Imunohistoquimica (IHQ) em TMA foram utilizadas 10
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laminas convencionais contendo tecido tumoral de CEO imunomarcadas com Bcl-2
no qual as avaliagdes de expressao da proteina foram realizadas por dois patologistas
independentes. Ndo houve diferenga significante inter-observadores entre as leituras
realizadas. Em seguida, estes valores de expresséao protéica foram comparados com
os obtidos da leitura realizada nos TMAs utilizando analise de concordancia Kappa,
nao sendo observada diferenga significante entre leituras efetuadas em laminas
convencionais e laminas de TMA. Apéds validagcao do método, a utilizagdo do TMA foi
adotada pelas vantagens que possui em relagdo a uniformizagdo das reagoes,
economia de tempo empregado e otimizagdo do uso de anticorpos, reagentes e

tecidos.

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA

4.5.1 Imunohistoquimica da proteina Bcl-2

Para a realizacdo da técnica de IHQ, laminas de TMA foram desparafinizadas em
estufa 60°C por 1 hora, seguida da imersdao em xilol e reidratadas em séries
decrescentes de alcool etilico (100%, 95% e 70%) sendo posteriormente lavadas com
agua destilada. Para a recuperagao antigénica as laminas foram incubadas em
tampao de citrato pH=6,0 sob pressao, a temperatura de 121°C por 3 minutos
(Pressure Cooker, Aptum Biologics-UK) e consecutivamente, resfriadas a temperatura
ambiente. Para a neutralizagdo da peroxidase enddgena, as laminas foram incubadas
com peroxido de hidrogénio 3%, e posteriormente submetidas a lavagem com tampéo
Tris Dodecil-sulfato de sddio (SDS - TBS) por 5 minutos em cada etapa. As laminas
foram ent&o incubadas a 4°C overnight com o anticorpo primario monoclonal anti-Bcl-
2 camundongo (Peptideo sintético composto pelos aminoacidos 41-54 da
oncoproteina BCL2 humana, Clone 124, DAKO) na diluigdo 1:500. As Iaminas foram
lavadas com TBS, e posteriormente incubadas com o anticorpo secundario (Post
Primary, Novolink™ — Novocastra™) por 30 minutos e lavadas por 5 minutos em TBS.
Em seguida, procedeu-se a revelagao da reacdo utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina
(DAB) em uma solugdo cromogénica a temperatura ambiente. A reacéo foi

interrompida com agua destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina de
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Harrys (HHS80,Sigma-Aldrich®), por 30 segundos, a temperatura ambiente. Apos
serem lavadas com agua corrente por 10 minutos, as laminas foram desidratadas com
isopropanol em séries crescentes de 60, 70 e 90%, passadas em xilol e montadas
com solugdo de resina ndo aquosa (Entelan® - Merck Millipore) e recobertas com

laminula.

Foram utilizados como controles positivos da reagao fragmentos de tonsila humana.
Como controle interno da reacao, foi considerada a marcagao dos queratinécitos da
camada basal. Os controles negativos foram obtidos pela omissdo do anticorpo
primario, o qual foi substituido por tampédo de lavagem (PBS). A reagcdo com o

anticorpo utilizado foi previamente submetida a testes parapadronizagao.

4.5.2 Analise de expressao protéica

Para avaliar a expressdo de Bcl-2 foi considerada a marcacgao citoplasmatica dos
queratindcitos utilizando o método H-score (ATARBASHI, S., ELAHI, M., KHANI, M.,
& RAKHSHAN, 2014; FARIA et al., 2006). Este método consiste em uma analise semi-
quantitativa obtida pelo produto da intensidade da imunomarcacéao (variando de 0-3)
pela porcentagem de células marcadas em cada nivel de intensidade (0 a 100%).
Nessa escala, 0, representa auséncia de imunomarcacéao; 1, imunomarcacao de fraca
intensidade; 2, imunomarcacgao de intensidade moderada e 3, imunomarcacédo de

intensidade forte.

Logo, foram calculadas a percentagem de células imunomarcadas referentes a cada
grau de intensidade de coloragao (0-3) em cada amostra, em todas as secgdes, por
pelo menos 2 examinadores independentes, utilizando microscopio de luz (200X). Em
caso de discordancia, as laminas foram reavaliadas em consenso. O H-score foi

calculado de acordo com a seguinte formula:

H — score = 1 X (% células intensidade 1) + 2 X (% células intensidade 2)

+ 3 X (% células intensidade 3)
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Avaliou-se a expressao tecidual de Bcl-2 em células tumorais de CEO (fronte tumoral
e porgao mediana do tumor), displasia e epitélio adjacente ao tumor. A categorizagéao
quanto a alta e baixa expressdo ocorreu através da instituicdo do ponto de corte,
baseado na mediana de expresséo da proteina Bcl-2 no epitélio adjacente ao tumor,

obtida pelo calculo do H-score.

46 ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES

Os individuos diagnosticados com CEO foram acompanhados por um periodo de até
5 anos, mediante entrevistas e analise de prontuarios referente aos tratamentos
realizados. O primeiro seguimento (F1) foi realizado no periodo de 6 a 18 meses apos
diagndstico clinico e determinagdo de tratamento de primeira linha; o segundo
acompanhamento ocorreu 6 meses apos o F1 e o terceiro e quarto seguimentos
ocorreram em 30 e 60 meses apos diagnostico clinico, respectivamente. O
seguimento foi realizado pela equipe médica e os resultados clinicos foram
adicionados em formularios de acompanhamento especificos (APENDICE F) e

complementados com entrevistas e analises de prontuarios.

Para avaliagdo da progressao tumoral foram levadas em consideragao informagdes

concernentes a remissao do tumor, recidiva ou 6bito e o tipo de tratamento recebido.

4.7  ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram construidas no soffware SPSS® v. 20 e o nivel

de confianga considerado para todos os testes foi de 95%, sendo p<0,05.

Para avaliar as variaveis clinico-patolégicas com a expressao tumoral de Bcl-2 utilizou-
se o Teste Qui-Quadrado. O teste de Friedman foi utilizado para avaliar a progresséo
tumoral, na avaliagdo da expressao de Bcl-2 entre os segmentos epitélio adjacente ao
tumor, displasia e tumor. Para estabelecer as curvas de Sobrevida global (SG) e
Sobrevida livre de doenga (SLD) utilizou-se o modelo de Kaplan-Meier com indice de
confianga igual a 95%. Para a avaliagdo da sobrevida global, considerou-se como
ponto inicial o dia do diagnostico clinico e ponto final o dia do 6bito ou do ultimo
seguimento. Para SLD foi considerado como ponto inicial a data do término do
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tratamento de primeira linha e, como ponto final, o dia em que o desfecho ocorreu, ou
seja, a recidiva. Para os casos nos quais nao se sucedeu o desfecho, o dia do retorno

ou ultima data conhecida por estar vivo foi considerada.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Dos 109 pacientes diagnosticados com CEO incluidos no estudo, a maior parte
(78,0%) eram do sexo masculino e com idade superior a 60 anos. A média de idade
da populacéo atendida foi de 60,49 anos (Minimo: 32 anos; Maximo: 98 anos).

Em relagédo aos habitos de vida, 58,1% dos individuos eram fumantes ativos, destes
a maioria do sexo masculino (88%) e do total, 25,6% eram ex-tabagistas, também com
predominédncia masculina. Logo 77 dos 109 individuos incluidos no estudo
apresentaram exposigao ao tabaco em algum momento da vida. Os homens também
lideraram o consumo de alcool, representando 86,4% dos 44 pacientes consumidores
ativos de bebidas alcdolicas, e 84,2% dos 19 pacientes foram caracterizados como
ex-etilistas. De todos os individuos avaliados, 52,5% relataram habito de consumir

bebidas alcdolicas e fumar, concomitantemente.

A lingua representou o subsitio anatdbmico mais acometido da cavidade oral, com
69,7% dos casos, seguida do assoalho bucal (11,0%). Em relagdo ao tamanho do
tumor, um predominio de 39,4% apresentaram tamanho do tumor T4, e 37,6% tiveram
comprometimento linfonodal detectado clinicamente ou por tomografia
computadorizada. Ao diagndstico 61,2% dos casos incluidos no estudo apresentaram
estadiamento avancado (Estadios Il e IV). Recidivas foram descritas em 32,1% dos
casos. Em uma andlise dos primeiros 24 meses de seguimento, 54,1% (n=46)
evoluiram ao o6bito, destes 71% apresentavam estadiamento IV. As caracteristicas

clinico-patolégicas da populagédo analisada encontram-se detalhadas na tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos individuos com CEO (n=109)

Caracteristicas Clinico-patolégicas n (%)

Sexo

Masculino 85 78,0

Feminino 24 22,0
Idade (anos)

<60 56 51,4

=60 53 48,6
Tabagismo?

Tabagista 50 45,9

Ex-tabagista 22 20,2

Nunca 14 12,8
Etilismo?

Etilista 44 57,9

Ex-etilista 19 25,0

Nunca 13 171
Sitio Anatémico

Lingua 76 69,7

Assoalho bucal 12 11,0

Gengiva 9 8,2

Area retromolar 6 5,6

Mucosa jugal 3 2,8

Palato duro 2 1,8

Mucosa labial 1 0,9
Tamanho do tumor primario?

T1 16 15,4

T2 41 39,4

T3 6 5,8

T4 41 394
Metastase linfonodal?

NO 57 58,2

N+ 41 41,8
Estadiamento clinico?

I 11 11,2

Il 27 27,6

11 9 9,2

v 51 52,0

Nao informados: Tabagismo (n=23); Etilismo (n=33); Tamanho tumor primario
(T) (n=5); Metastase linfonodal (n=11); Estadiamento (n=11); NO: auséncia de
metastase linfonodal; N+: presenca de metastase linfonodal.
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Em relagdo ao grau de diferenciagdo tumoral encontrado, a maior parte dos casos
analisados foram classificados como tumores moderadamente diferenciados (57,1%),
enquanto 36,4% exibiram tumores bem diferenciados e a minoria, tumores pouco
diferenciados (6,5%). A gradacao tumoral foi baseada na classificagdo dos tumores
da Organizagao Mundial da Saude (BARNES et al., 2005), como representadas na
figura 8.

Figura 8. Fotomicrografia representativa da gradagéo tumoral em CEO, seguindo os
critérios da OMS. (A, B) bem diferenciado; (C, D) moderadamente diferenciado; (E,F)
pouco diferenciado. Coloracédo HE. Magnificagéo original A, C, E 100x e B, D, F 200x.

O TIL foi categorizado em baixo, moderado e alto, de acordo com a quantidade de

linfocitos presentes na regiao peri e intratumoral (MARSH et al., 2011). Um reduzido



43

numero de linfécitos infiltrantes foi encontrado em 24,5% dos tumores, enquanto
quantidade moderada e alta foram observadas em 56,6% e 18,9% dos tumores

analisados, respectivamente. A figura 9 ilustra o infiltrado linfocitario tumoral em CEO.

Figura 9.Fotomicrografia ilustrativa do Infiltrado linfocitario tumoral em CEO. (A, B)
Baixo infiltrado linfocitario; (C,D) Moderado infiltrado linfocitario; (E,F) Elevado
infiltrado linfocitario. Coloragao HE. Magnificagao original A, C, E 100x e B, D, F 200x.
Elevado Infiltrado linfocitario tumoral foi associado com estadiamentos iniciais (I/11)

(p=0,001).

A figura 10 representa os diferentes padrdes de invasdo tumoral, conforme
estabelecido por Bryne e colaboradores (BRYNE et al., 1992). O padrdao com maior
ocorréncia na populagdo estudada foi o padrao Il (43,6%), representado por

pequenos grupos ou corddes de células infiltrantes, seguido do tipo IV (39,7%) no qual
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ha marcante dissociagdo em grupos pequenos ou células individuais. Os padrdes
menos frequentes foram o tipo Il (9,0%), com corddes solidos e faixas e o tipo | (7,7%),

compressivo e com bordas bem delineadas.

Figura 10. Fotomicrografia de CEO representando o padrdao de invasdo tumoral
conforme proposto por Bryne et al., 1992. (A) Padrao de invaséao tipo I; (B) Padrao de
invasao tipo Il; (C) Padrao de invasao tipo Ill; (D) Padrao de invaséo tipo IV. Coloragao
HE. Magnificagao original 100x e 200x.

Foram observadas invasao vascular em 83,8% dos casos de CEO analisados, invasao
perineural em 66,7%, enquanto 43,6% apresentavam invaséo linfatica. As invasdes:
vascular (A), linfatica (B), e perineural (C) por células neoplasicas em CEO estéo
indicadas na figura 11.

Figura 11. Fotomicrografia dos diferentes tipos de invasao tumoral. (A) Invaséo
vascular; (B) Invasao linfatica; (C) Invaséo perineural. Coloragdo HE. Magnificagdo
100x.
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5.2 EXPRESSAO DE BCL-2

De acordo com o calculo de H-score, as medianas obtidas foram de 16,7 na porgao
mediana tumoral; 11,67 no fronte de invasao; 7,50 nas displasias; 10 nos fragmentos
de epitélio adjacente ao tumor. Assim, a expressao tumoral de Bcl-2 nas regides com
H-score < 10 foi considerada baixa, enquanto o H-Score = 10 foi considerado alta
expressao, logo, observou-se alta expressao de Bcl-2 no tumor e baixa expresséao na
displasia e epitélio adjacente ao tumor. Ao longo das analises foi detectada redugao
de material disponivel para analises devido a perda de cores do TMA, o que justifica

diminuicdo do numero inicial (n) de cada regiao.

Diferenga significante ndo foi observada quando comparadas as caracteristicas
clinico-patolégicas analisadas e a expressao da proteina Bcl-2, como pode ser

observado na tabela 2.
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Tabela 2. Associagdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas dos individuos
acometidos por CEO e a expressado da proteina Bcl-2 (porgdo mediana e fronte de
invasao tumoral) .

Porgéo Fronte de
mediana Invasao (n=37)
tumoral (n=98)
Baixa alta p baixa alta p

Sexo
Masculino 28 47 14 15

0,546 0,931
Feminino 7 16 4 4
Idade (anos)
<60 21 31 13 7

0,588 0,067
> 60 14 32 5 12
Tabagismo
Sim 18 25 10
Nunca 4 10 0,416 1 5 0,078
Ex-tabagista 5 14 5
Etilismo
Sim 16 23 9 7
Nunca 4 5 0,921 2 1 0,723
Ex-etilista 6 12 4 3
Tamanho do tumor
T1/T2 20 34 9 15

0,839 0,098
T3/T4 14 26 8 5
Metastase Linfonodal
N+ 8 25 7 6

0,077 0,631
NO 24 32 10 12
Estadiamento
I/ 17 24 7 10

0,348 0,492
/v 17 36 10 9

* Teste Qui Quadrado, p < 0,05.

Em relagdo as caracteristicas histolégicas dos casos, encontrou-se relevancia
estatistica entre a expressao de Bcl-2 e o TIL (p=0,001), sugerindo que quanto maior
o infiltrado linfocitario tumoral, maior sera a imunomarcacédo da proteina Bcl-2. As

variaveis histopatolégicas analisadas estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Associagao entre as variaveis histopatologicas e a expressao da proteina
Bcl-2 no tecido tumoral (meio e fronte de invas&o).

H-Score Tumor H-Score Fronte

baixa alta valor de p baixa Alta valor de p
Padrao de invaséo
I 4 8 0.983 2 3 0,196
Il 10 19 6 6
11 15 26 4 9
v 4 9 5 1
TIL
Baixa 11 12 0,115 9 2 0,001*
Moderada 19 34
Alta 3 15
Invasao linfatica
Presente 13 19 0,305 8 5 0,256
Ausente 11 27
Invasao vascular
Presente 25 50 0,233 15 15 1,000
Ausente 7 7
Invasao perineural
Presente 9 19 0,317 5 9 0,122
Ausente
Grau de diferenciagéao
Bem 14 22 0,803 4 7 0,247
Moderadamente 18 36 12 12
Pouco 3 4 2 0

* Teste Qui Quadrado, p < 0,05. Padrao de invasao: Tumor n=95, Fronte n=36; TIL: Tumor n= 94; Fronte=
n=35; Invasao linfatica: Tumor n=70; Fronte = 28; Invasao perineural: tumor n= 45, fronte n= 21; Grau
de diferenciacao: Tumor n= 97,fronte n= 37

Para avaliar o padrao de expressao da proteina Bcl-2 nos diferentes estagios da
progressao do epitélio adjacente ao tumor, passando por displasia e finalizando em
tecido tumoral, fez-se o pareamento das amostras contendo informacdes completas
sobre epitélio adjacente ao tumor, displasia e tumor, conforme representado na tabela
4.
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Tabela 4. Padrao de expressao de Bcl-2 na progressao tumoral (n=28).

H-Score H-Score

Média Desvio padrao Minimo  Maximo Valor de p
H-Score epitélio adjacente 15.9821 22.32454 0.00 93.33
H-Score displasia 19.9704 34.57001 0.00 130.00 0.012*
H-Score tumor 33.6611 55.97337 0.00 240.00

Teste Friedmen: *p<0,05.

De acordo com o teste Friedmen, houve significancia estatistica entre a expresséo de
Bcl-2 e os segmentos analisados (p=0.012), sendo assim, rejeita-se a hipétese nula.
Continuando o teste é possivel identificar que existe significancia entre o seguimento
da displasia e o tecido tumoral (p=0,033). Contudo, ndo foi observada diferenca
significativa na expressdo de Bcl-2 entre o epitélio adjacente ao tumor e o tecido
tumoral (p=0,069). A Expressao da proteina Bcl-2 nos segmentos esta representada

na figura 12.

Unidade Arbitraria BCL'Z

H-score

50 «

N w -
o o o
1 1 1

IMUNOEXPRESSAO
e

EPITELIO DISPLASIA  TUMOR
ADJACENTE

Figura 12 - Expresséo da proteina Bcl-2 nos segmentos de epitélio adjacente ao
tumor, displasia e tumor.

O padrao de imunomarcacao de Bcl-2 nas regides do epitélio adjacente ao tumor,
displasia e tecido tumoral estdo exemplificados nas Figuras 13 e 14 e 15,

respectivamente.
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Figura 13. Imunomarcacao de Bcl-2 nos segmentos epitélio adjacente ao tumor,
displasia e CEO. (A) Imunomarcagao fraca em tecido tumoral, (B) Imunomarcagao forte
em tecido tumoral, (C) Imunomarcacgao fraca em displasia, (D) Imunomarcagéao forte em
displasia, (E) Imunomarcagao fraca em epitélio adjacente ao tumor, (F) Controle
negativo tonsila, omissdo do anticorpo primario; (G) Controle positivo de Bcl-2..
Magnificagdes originais de 400x.

Analisando os fragmentos de tecidos que continham displasia e classificando-os em
baixo e alto risco de acordo com Kujan e colaboradores (2006) nao foi observada
associagao significante entre a expressao de Bcl-2 e o grau de displasia (p=0,834),

conforme mostrado na tabela 5.



Tabela 5. Associagao entre expressao de Bcl-2 e o grau de displasia (n=44).

Expressao de Bcl-2 Displasia Displasia P
baixo risco alto risco
n=27 % N=17 % n=43
Alta 16 59,3 10 62,5
0,834
Baixa 11 40,7 7 37,5
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Teste Qui-quadrado para independéncia. Leitura ausente dos 109 casos: n=65. *p < 0,05.

5.3 ANALISE DE SOBREVIVENCIA

Para avaliar a sobrevida global dos individuos, considerou-se um intervalo de 24
meses, periodo em que a quantidade significativa de obitos ocorreu, 86,8% dos 53

6bitos avaliados no intervalo de até 60 meses.

Apesar da alta expressao de Bcl-2 ser observada em um maior numero de casos que
evoluiram para 6bito, ndo se apresentou estatisticamente significante com os indices

de sobrevida, como pode-se observar na figura 16.
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Figura 14. Curva de sobrevida global pelo método Kaplan-Meier e log-rank. Sobrevida
global em relagcao a expressao de Bcl-2.
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Para avaliar a sobrevida livre de doenca dos individuos, considerou-se um intervalo
de 24 meses, periodo em que a maior parte das recidivas ocorreram 77,1% dos 35
individuos evoluiram com a recorréncia da doenca, num periodo de 60 meses.
Considerando a recidiva local e regional como desfecho final, as curvas de sobrevida

livre de doenca foram geradas.

A expressao de Bcl-2 no tecido tumoral ndo se mostrou relacionada com os indices

de sobrevida livre de doenga, conforme mostrado na figura 17 (p=0,243).
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p:O 163 marcagdo tumoral de

107 bel-2
5 T haixa expressio
I alta expresséo

baixa expresséo
L censuraca

0.8 I alta expressdo censurada

|

0.4+

Sobrevivéncia acumulativa

|
B

T T T T |
00 5.00 10.00 15.00 20.00 2500

Sobrevida livre de doenga (24 meses)

Figura 15. Curva de sobrevida livre de doenga em relagao a expressao de Bcl-2 pelo
método Kaplan-Meier e log-rank.

Quando avaliados os potenciais indicadores de prognaostico: gradagao tumoral, padréo
de infiltragao linfocitario tumoral, invasao de vasos sanguineos, invasao linfatica e
perineural, sitio anatémico tumoral e etilismo nao foi possivel estabelecer correlacao

com as curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenga.
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6 DISCUSSAO

O perfil dos pacientes participantes do presente estudo se assemelha com as
caracteristicas ja descritas pelas bases de dados do INCA (2018) e GLOBOCAN
(2018), com predominancia do sexo masculino (78%), idade avangada (48,6 %, > 60

anos) e histérico de consumo de alcool e tabaco.

O sitio anatémico mais acometido foi a lingua, com 69,7% dos casos avaliados, como
ja esperado, uma vez que o carcinoma epiderméide de lingua é o subtipo mais comum
e mais agressivo entre os CEO, apresentando uma rapida invasao local e altas taxas
de recidiva (JIANHONG; CHIA; TAN, 2012). O estadiamento clinico predominante no
momento do diagndstico foi o estadio 1V (52%), o que mostra um diagndstico tardio na
maioria dos casos, 0 que compromete significativamente na qualidade de vida dos
pacientes, com redugcdo das chances de cura. Esse perfil também & descrito pela
estimativa do INCA (2018) e por SHRIDHAR e colaboradores (2016), que observaram
que grande parte dos casos oriundos de paises em desenvolvimento apresentam o

mesmo perfil encontrado no presente estudo.

Um pior prognostico, em geral, é esperado em individuos com diagndstico tardio da
doencga, pois, além de serem submetidos a cirurgias mais radicais, com esvaziamento
cervical, podem receber quimioterapia e radioterapia como tratamentos coadjuvantes
ou neoadjuvantes a cirurgia, implicando em efeitos adversos importantes,
responsaveis por alta morbimortalidade, além de representar maior custo para os
servicos de saude (MONTERO; PATEL, 2016).

O que ajudaria na clinica seria a utilizagdo de biomarcadores que auxiliassem na
conduta médica, permitindo assim o melhor manejo dos pacientes. A proteina Bcl-2
apresenta-se desregulada em diversos tipos de cancer e foi considerada como
possivel indicador de progndstico e progressao tumoral em tumores de diferentes
sitios anatdmicos (ANVARI et al., 2012; FARIA et al., 2006; KIRKIN; JOOS; ZORNIG,
2004; VOGLER, 2014). Contudo, ha uma divergéncia entre os valores preditivos
dentre os estudos, por ndo apresentarem a mesma técnica, ou terem uma

classificagao padronizada desse marcador, o que leva a diferentes interpretacoes
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sobre a sua utilizagdo (COUTINHO-CAMILLO et al., 2010).

A expressdo da proteina Bcl-2 foi classificada segundo a média do H-score dos
seguimentos. Alguns estudos utilizam diferentes padrdes de avaliagdo do H-score do
Bcl-2, utilizando faixas de scores para considerar a alta e baixa expressao da proteina,
no lugar da média (PAVITHRA et al., 2017; TENI et al., 2002; ZHANG et al., 2009) o
que dificulta a corroboragéo entre os trabalhos ja publicados, uma vez que ndo existe
um padrao definido, como observado por Coutinho Camillo e colaboradores (2010).

Normalmente, no epitélio oral, a expressdo da proteina Bcl-2 é restrita a camada
basal, possivelmente participando da regulag&o da diferenciagdo dos queratindcitos e
protegendo as células dos processos apoptéticos. (ARYA; SINGH; DANIEL, 2016;
TENI et al., 2002). No tecido tumoral, as células apresentam expressao por toda a
extensao do tumor, sendo mais intensa nas camadas basais. No tecido displasico, a
maior expressao da proteina ocorre principalmente nas camadas basais e parabasais.
Observamos uma alta expressao de Bcl-2 nos tumores e baixa nos fragmentos de

displasia e epitélio adjacente ao tumor.

A alta expressao da proteina Bcl-2 foi observada em 63 pacientes (57,8%) e é
principalmente expressa nos tumores T1 e T2, apesar de n&o existir significancia
estatistica (p=0,839) e a expressao proteica € ausente em 18 (16,5%) dos 109 casos
avaliados. Na literatura é possivel observar uma variagao na expressao de Bcl-2 nos
tumores em cerca de 25% a 87% (ARYA et al.,2016; SURI et al., ZHANG et al.,2010,
SINGH et al.1998).

Em relagédo as caracteristicas histologicas, avaliou-se a expressao de Bcl-2 com o
grau de diferenciagado tumoral, as displasias de alto e baixo risco, a invasdo tumoral
nos espacos perineural, linfatico e vascular, com o padrao de invasao tumoral e com
o infiltrado linfocitario. Foram encontradas significaAncia estatistica apenas entre a
expressao de Bcl-2 e o TIL e entre 0 segmento displasia e tumor, quando a progressao

tumoral foi analisada.

A alta expresséo de Bcl-2 no fronte de invasao tumoral associou-se com o alto numero

de TIL (p=0,001), sugerindo que quanto maior o infiltrado linfocitario, maior sera a
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imunomarcagcdo da proteina Bcl-2. Os infiltrados linfocitarios sao geralmente
indicadores de progndstico relacionado a sobrevida e comprometimento linfonodal
(BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005, FANG et al., 2017). Na cavidade oral,
CAMISASCA e colaboradores (2009) afirmam que o infiltrado linfocitario é associado
a uma resposta imune protetora, contudo sem associacdo com a expressao de Bcl-2
Ja que a proteina Bcl-2 tem participagdo na regulagado da apoptose de linfécitos T,
principalmente T CD4+ em pacientes com carcinomas e cancer de laringe (DURAY et
al., 2010).

Em relagéo a progressao tumoral, observou-se um comportamento crescente entre as
meédias dos scores da imunomarcagao da proteina Bcl-2 nos segmentos de tecido
normal (15,9821), displasia (19,9704) e tumor (33,6611), tendo significancia estatistica
entre displasia e tumor, indicando um possivel papel de biomarcador de progressao,
0 que corrobora os achados de ARYA e colaboradores (2016), que descrevem que a
expressao da proteina Bcl-2 é proporcional ao nivel de diferenciacdo e displasia,
sugerindo que a expressao positiva de Bcl-2 relaciona-se com transformagdes
histopatolégicas desfavoraveis no CEO e em lesdes com potencial transformagéao
maligna, podendo indicar um pior prognostico. Ao encontrarmos significancia
estatistica entre a displasia e o tecido tumoral (p=0,033), também podemos sugerir

que a proteina Bcl-2 pode se relacionar com um pior prognostico.

Ao avaliar a expressao da proteina Bcl-2 entre os graus de displasia, 62,5% das
amostras de displasia de alto risco e 59,3% das amostras de displasia de baixo risco
apresentaram alta expressao de Bcl-2 e ndo se observou diferenca significativa
estatistica entre as amostras (p=0,834). Contudo, estudos tém mostrado a relagéo
significativa da expressao de Bcl-2 entre lesbes com potencial transformagao maliga
e o cancer oral, indicando que a expressao de Bcl-2 tem participagao significativa nos
estagios iniciais do desenvolvimento do CEO (PALLAVI et al.2018; SINGH et al. 1999).

Atualmente, a classificagcdo TNM nao consegue, sozinha, proporcionar um diagnéstico
preciso, uma vez que tumores com estadiamentos iguais se comportam
biologicamente de maneiras diferentes, sendo necessaria a utilizagdo de um marcador
biolégico confiavel para auxiliar a conduta médica (PAVITHRA et al.,, 2017).0s

achados da predominancia da alta expressao de Bcl-2 em tumores inicias (T1 e T2) e
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a significancia da expressao aumentada de Bcl-2 na displasia, sugere que futuros
estudos, incluindo um numero maior de individuos pode indicar um papel significativo

do Bcl-2 como biomarcador de progresséo tumoral.

Durante o acompanhamento dos pacientes, cerca de 50% evoluiram ao ébito e 32,1%
apresentaram recidivas, num intervalo de 60 meses. Ao avaliarmos as caracteristicas
clinicas observadas, concluimos que o estadiamento clinico da doenga no momento
do diagnostico, que leva em consideragdo o tamanho do tumor primario e o
acometimento linfonodal, afeta as taxas de sobrevida. SCHENEIDER e colaboradores
(2014) observou que na cavidade oral, a taxa de sobrevivéncia no estadio | é cerca de
70%, enquanto para o estagio IV, é cerca de 30%, logo, quando trata-se um individuo

nos estadiamentos iniciais a recuperagao do paciente é favoravel a cura.

A expressao da proteina Bcl-2 ndo mostrou associacdo com a sobrevivéncia e
recorréncia dos casos de CEO. Os estudos da expressao de Bcl-2 com a sobrevida
sdo controversos. CAMISASCA e colaboradores (2009) relatam que a expressao de
Bcl-2 correlaciona-se com uma melhor sobrevida de doenga especifica, ja DUAN e
colaboradores (2017) defende que a expressédo Bcl-2 relaciona-se com uma pior
sobrevida. Camillo-Coutinho e colaboradores (2010), discutem a auséncia de um
padrao de interpretagao dos resultados da expressao de Bcl-2, utilizando metodologia
da imunohistoquimica, o que dificulta a universalizagdo da linguagem entre os

pesquisadores, que utilizam classificacdes diferentes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram observar que a participacéo da
expresséao da proteina Bcl-2 como biomarcador de progndstico néo foi relevante, uma
vez que nao observamos associagao entre a expressao da proteina Bcl-2 e os dados
clinico-patolégicos dos pacientes com carcinoma epidermdide oral e as caracteristicas
histopatoldgicas: padrao de invasdo tumoral, gradagao tumoral, invasdo vascular,
linfatica e perineural. A expressao da proteina Bcl-2 também ndo foi associada as

curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenga.

No entanto, € importante ressaltar que observamos resultados significantes entre alta
expressao de Blc-2 no fronte tumoral de CEO, com alto infiltrado linfocitario tumoral
(TIL), apontando que esse comportamento deve ser melhor investigado, incluindo um

numero maior de individuos analisados.

Além disso, a expresséo de Bcl-2 aumentou a medida em que o epitélio progride para
a transformacdo maligna. Dessa forma, a expressdao desta proteina pode
desempenhar uma possivel marcagao de grau de risco ao desenvolvimento tumoral.
No entanto, estudos longitudinais abrangendo um numero significativo de lesées com
potencial de transformac&o maligna precisam ser realizados para avaliar sua

aplicabilidade clinica.
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9 APENDICES

APENDICE A - PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CENTRO
INTEGRADO DE ATENGAO A SAUDE

Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

Vitéria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer; 21/2011 [_|Inicial <] Conclusao

Titulo: Estudo de Cancer de Cabega e Pescogo no Brasil

Instituicdo: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisador: José Roberto V de Podesta

Grupo e Area Tematica Especial: IA

Prezado Pesquisador

Ap6s o recebimento e apreciagac do projeto e das respostas as pendéncias formuladas, seguem as

observagoes deste Comité:

1. Adequar os objetivos de acordo com hipéteses formuladas em linha com a justificativa do projeto.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

2. Incluir, na metodologia os critérios de selegdo (inclusao e excluséo) amostral assim como caracteristicas
outras que sejam pertinentes. Explicitar, ainda na metodologia, o estudo piloto, e sua metodologia.
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. O estudo piloto nao foi contemplado na metodologia, mas e citado na

pagina 17

3. Justificar auséncia do calculo amostral
Parecer do CEP; Pendéncia atendida. E citado na pagina 10 (metodologia) que a amostra sera de

conveniéncia,

4. Adequar o TCLE a CNS 347/05 de Janeiro 2005 e incluir campos para identificagdo de quem aplicou o
TCLE. E direito inalienavel do sujeito de pesquisa saber ou ndo querer saber sobre seus resultados de
exames realizados em sua propriedade biologica, tenha ou néo aplicabilidade clinica. Pede-se, portanto, para
rever a informagao sobre o tema no TCLE.

Parecer do CEP: pendéncia atendida. TCLE devidamente adequado e, sobe nossa avaliagéo, dentro dos

critérios éticos e alinhados com a resolugéo 196/1996 e suas complementares.
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Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAQ A SAUDE
Unimed Vitoria

5. Corrigir o cronograma
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Cronograma corrigido.

6. Incluir Declaragdes de Infraestrutura de todas as instituigbes hospitalares participantes, inclusive a do
Hospital que assina a Folha de Rosto.
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declaragdes entregues.

7. Informar no dossié se as amostras biologicas permaneceréo identificadas e no pais ou se seréo exportadas
e/ou desvinculadas dos respectivos sujeitos.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

CONCLUSAO

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa acima citado, foi considerado:

APROVADO

E parecer desse comité que o referido projeto e demais documentos apresentados, atende aos
aspectos da Resolugdo CNS 196/96 e complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Estamos aguardando o parecer final da CONEP. -

Foram aprovados os seguintes documentos:

» Projeto de pesquisa versao de 1° de abril de 2011;
» Declaracéo de infraestrutura versao 27 de abril de 2011;

» Respostas as pendéncias versdo 27 de abril de 2011;

O primeiro relatorio de andamento do projeto devera ser encaminhado a este CEP até o dia 27 de
dezembro de 2011.

Atenciosamente,
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Dr. AlvgravAmpaoeiesGanvatie de Morais

Coordenad @ TRt BEdifAn Pesquisa em

Seres Humanos do CIAS
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APENDICE B - PARECER DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DA
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N°. 681/2011
Registm CONEP 16525 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - Nao ha CAAE ou n° de Folha de Rosto Processo n® 25000.098091/2011-05
Projeto de Pesquisa: "Estudo de Cancer de cabeca e pescoco no Brasil". Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de 10/04/2011.

Pesquisador Responsavel: José Carlos de Oliveira

Instituicdo: ACCG/Instituto Ensino e Pesquisa/Hospital Araujo Jorge (1° CENTRO
BRASILEIRO)

CEP de origem: CEP - ACCG - Instituto de Ensino e Pesquisa/GO

Area Temadtica Especial: Genética humana

Patrocinador: Nao informado.

Sumirio geral do protocolo

O cancer de cabeca e pescogo compreende um grupo de neoplasias que surgem
na cavidade oral, faringe e laringe. E o sexto tipo de cancer mais comum em todo o
mundo, representando cerca de 6% dos casos de cancer. Em todo o mundo, mais de
500.000 novos casos e 300.000 obitos por cancer de cabeca e pescoco sao estimados
para ocorrer a cada ano. Este meio milhdo de casos inclui 262.700 canceres da cavidade
oral, 117.200 canceres de faringe e 169.600 canceres da laringe. As taxas de incidéncia
padronizadas sao 15,3 e 4,5 por 100.000 homens e mulheres, respectivamente. As taxas
de incidéncia no Brasil sao cerca de 22,1/100.000 e 3,3/100.000 para homens e mulheres,
respectivamente.

O tratamento primario varia de acordo com a localizacao anatomica e estadio da
doenca. Para a maioria dos tipos de cancer diagnosticados em estadios iniciais, a
resseccao cirurgica € a principal modalidade de tratamento. No entanto, para certos sitios
anatémicos, como as amigdalas, a base da lingua e o assoalho da boca, bem como para
todos os canceres localmente avancados, radioterapia € usada, isolada ou combinada
com cirurgia. A quimioterapia pode ser utilizada em associa¢cdo com a radioterapia. No
entanto, no Brasil, a taxa de sobrevida em 5 anos ainda é inferior a 50%.

Publicacoes recentes sugerem um papel para infeccao por HPV na sobrevida dos
pacientes com cancer de cabeca e pescoco (ver abaixo seg¢ao sobre HPV). Os
Polimorfismos genéticos nos genes de reparo do DNA, os genes do ciclo celular, o
metabolismo carcinogénico, e vias de genes do fator de crescimento foram analisados em
relacdo a progressdo e sobrevida de pacientes com cancer de vias aerodigestivas
superiores (VADS). Polimorfismos nos genes XRCC1, FGFR e CCND1 foram associados
com a sobrevida em pacientes com canceres das VADS em pelo menos 2 estudos. No
entanto, Hopkins et al criticou que esses estudos eram pequenos (<300 casos), muitas
vezes tinham descricdes inadequadas da populacdo em estudo, nao consideraram as
comparacoes multiplas de forma apropriada e podiam estar sujeitos a viés de publicacao.
Assim, nao existem no momento estudos de seguimento de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, que permitam a avaliacao simultanea do papel do fumo, dlcool, HPV,
genética e tratamento
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Cont. Parecer CONEP n°, 681/2011

Situacao: Protocolo aprovado com recomendacao.

OBS: No Brasil, além do centro em tela, esta prevista a participacao dos seguintes centros: Hospital
do Cancer de Barretos/SP (Dr. André Lopes Carvalho/CEP do Hospital Cancer Barretos); Hospital Erasto
Gaertner/PR (Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos e Dra. Paola Pedruzzi/CEP do Hospital Erasto Gaertner);
Hospital A C Camargo/SP (Dr. Luiz Paulo Kowalski e Dr. Mauro Kasuo lkeda/CEP do Hospital do Cancer - A
C Camargo/SP); Associacao de Combate ao Cancer em Goias/Hospital Aratjo Jorge/GO (Dr. José Carlos
de Oliveira e Dr®. Maria Paula Curado/Comite de Etica do Hospital Araujo); Departamento de
Otorrinolaringologia UFGO Goiania/GO (Dr. Claudinei Candido Costa/CEP do HC da UFG); Faculdade de
Medicina do ABC/SP (Dra. Jossi Ledo Kanda/CEP NAQ INFORMADOQ); Liga Norte-Rio-Grandense Contra o
Cancer/RN (Dr. Ricardo José Curioso da Silva e Dr. Luis Eduardo Barbalho de Melo /CEP da Liga Norte-
Rio-Grandense Contra o Cancer); Instituto do Cancer do Ceara/CE (Dr. Eric Fernandes de Souza/CEP NAQ
INFORMADO); FCECON - Fundacao Centro Controle de Oncologia/AM (Dr. Marco Antonio Cruz Rocha e
Dr. Jeferson Moreira de Medeiros/CEP NAO INFORMADO); Hospital Heliopolis/SP (Dr. Carlos Neutzling
Lehn/CEP NAO INFORMADO); Hospital Santa Rita/AFECC - Associagdo Feminina de Educacdo e Combate
ao Cancer/ES (Dr. Jose Roberto Vasconcelos de Podesta/Comité de Etica em Pesquisa — CIAS); Pontificia
Universidade Catdlica de Campinas/SP (Dr. José Francisco de Sales Chagas e Dr. Maria Beatriz Nogueira
Pascoal/CEP da PUC Campinas); Hospital Universitario/UnB (Dr. Luiz Augusto Nascimento e Dr. Juliano de
Padua Nakashima/Comité de ética em Pesquisa - Fundacao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude);
Instituto Nacional do Cancer — INCA/RJ (Dr. Fernando Luiz Dias, Dr. Roberto Araujo Lima e Dra. Isabella
Costa Santos/Comité de Etica e Pesquisa do INCA); Instituto Brasileiro de Controle do Cancer/SP (Dra.
Adriana Sonderman, Dr. André Bandiera de Oliveira Santos e Dr. Fabio Roberto Pinto/CEP do BCC -
Instituto Brasileiro de Controle do Cancer); Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP/SP (Dr.
Lenine Garcia Brandao/CEP NAO INFORMADO); Hospital Amaral Carvalho FUNDACAO AMARAL
CARVALHO/SP (José Getulio Segalla/Comité de Etica em Pesquisa Fundacao Hospital Amaral Carvalho) e
Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco Universidade Federal de Sao
Paulo/UNIFESP/SP (Prof. Dr. Marcos B. Paiva/Comité de Etica em Pesquisa).

Caso ocorra modificacdo nessa informacdo, o CEP do 1° Centro deve ser informado para
comunicagao a CONEP. O CEP deve enviar copia dessa comunicacao para o pesquisador responsavel do
seu Centro. Ressalta-se que os centros que nao possuem Comités de Etica em Pesquisa - CEP, devem
solicitar a CONEP a indicacao de um CEP para a andlise do projeto.

NOTA: Caso na execugdo do protocolo, em um determinado Centro, haja parceria de instituicoes no
recrutamento e/ou atendimento de sujeitos de pesquisa, solicita-se ao CEP correspondente que observe
cuidadosamente os seguintes aspectos, conforme exigéncias éticas explicitadas nos itens II1.3.i, V.5,
vi.z.h, VL2, VI3.d e Vi3.g da Resolucac CNS 196/96 e item IV.1.m da Resolucdo CNS n° 251/97, com
vistas & garantia da assisténcia ao sujeito da pesquisa, sem prejuizo ao Sistema Unico de Saude:

1) formas de recrutamento e referéncia de sujeitos de pesquisa; se serdao pacientes do SUS e ow/
particulares; em gue instituicdo estdo registrados, ou seja, qual instituicdo assume as responsabilidades
inerentes & "Instituicao de Pesquisa”;

2) descricao da infra-estrutura disponivel para a realizagdo da pesquisa;

3} vinculos do pesquisador;

4} anuencia assinada pela diretoria técnica de inslituicoes parceiras, para assisténcia dos sujeitos de
pesquisa, quando for o caso, com apresentacdo de convénios ou outras relacoes envolvendo pessoas
Juridicas;

Ressalta-se que, havendo envolvimento do SUS em parcerias com instituicoes privadas, a avaliacao desse
aspecto extrapola as atribuicdes do Sistema CEPs-CONEP, devendo o pesquisador e o responsavel pela
instituicao buscar a manifestacao do Poder Ptblico Correlato (estadual ou municipal), por meio da
respectiva Assessoria Jurfdica, em cumprimento a Lei Organica da Saude 8080/91.

Brasilia, 25 de outubro de 2011.

9/10 eljjplel
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APENDICE C — PARECER DO NATIONAL RESEARCH ETHICS SERVICE

National Research Ethics Service

Coventry Research Ethics Committee
2nd floor West Wing
University Hospital
Clifford Bridge Road
Coventry
Cv2 2DX
24 February 2010
Telephone: 024 7696 7529
Facsimile: 024 7696 5033

Professor Hisham Mehanna

Institute of Head & Neck Studies & Education
University Hospital

3" floor opposite Ward 32

Clifford Bridge Road

Coventry CV2 2DX

Dear Professor Mehanna

Study Title: Improving treatment selection using Predictive
Classifiers of Treatment Response for Head and Neck
Cancers and dysplasia.

REC reference number: 10/H1210/9

Protocol number: Version 1.0

The Research Ethics Committee reviewed the above application at the meeting held on 16
February 2010. Thank you for attending to discuss the study.

Ethical opinion

You advised the Committee you were aiming to develop treatment response
classification to help predict response to treatment for two types of patients; first
patients who have laryngeal voice box or mouth and throat cancer; second patients
with laryngeal and mouth dysplaysia. Through using the formula you would be able to
predict whether a patient with cancer with these characteristics would be best
receiving surgery rather than chemotherapy similarly whether patients with oral
dysplaysia would better respond to surgery rather than a ‘wait and see’ approach thus
individualising treatment for those patients. By linking a series of chemotherapy and
genetic tests on the samples and responses to treatment in relevant cohort of patients
you have target diseases or cancers by correlating biomarkers. This was a well known
protocol for developing biomarkers and classifications in UK, i.e. biomarker road map.

According to the pilot study out of 100 patients 80 could not now be traced so the
Committee wanted to know how you would know how the patients had progressed if
you could not contact 80%. You explained that patients had been treated and biopsied
in the local hospital then followed up, some died some didn’'t and you would follow up
the local ones. You would ask the local team for patients’ tissue and pseudo
anonymised outcome data; i.e. link anonymised you had no way of tracking the code.

The local centres were responsible for consenting patients via the operating consent
form so the Committee wondered if there was a possibility of tissue from someone
who did not consent being included in the study. You stated that where there was
agreement they would be included but before September 2006 patients’ samples
could be used without their express consent provided they were anonymised. Under

This Research Ethics Committee is an advisory committee to West Midlands Strategic Health Authority

The Nanorlral Research Ethics Service (NRES) represents the NRES Directorate within
the National Patient Safety Agency and Research Ethics Committees in England
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Statement of compliance

The Committee is constituted in accordance with the Governance Arrangements for
Research Ethics Committees (July 2001) and complies fully with the Standard Operating
Procedures for Research Ethics Committees in the UK.

After ethical review

Now that you have completed the application process please visit the National Research
Ethics Service website > After Review

You are invited to give your view of the service that you have received from the National
Research Ethics Service and the application procedure. If you wish to make your views
known please use the feedback form available on the website.

The attached document “After ethical review — guidance for researchers” gives detailed
guidance on reporting requirements for studies with a favourable opinion, including:

Notifying substantial amendments

Progress and safety reports

L]
« Adding new sites and investigators
L]
L]

Notifying the end of the study

The NRES website also provides guidance on these topics, which is updated in the light of
changes in reporting requirements or procedures.

We would also like to inform you that we consult regularly with stakeholders to improve our
service. If you would like to join our Reference Group please email
referencegroup@nres.npsa.nhs.uk.

[10/H1210/9

Please quote this number on all correspondence |

With the Committee’s best wishes for the success of this project

Yours sincerely

W iy

Mr Stephen Keay
Chairman

Email: pauline.pittaway@uhcw.nhs.uk

Enclosures:

Copy to:

List of names and professions of members who were present at the
meeting and those who submitted written comments

“After ethical review — guidance for researchers SL-AR2

Mrs Ceri Jones, R&D, UHC&W NHS Trust



APENDICE D - QUESTIONARIO INICIAL SOBRE HABITOS E ESTILO DE

VIDA

Al

A3
A4
A5
AB
A7
A8
A9
A10

A1l

A12

A13
Al4

A15
A15

A16

A17

A19

A20

IDNo.BRVIX-|_|_|_| |

ESTUDO INTERNACIONAL SOBRE CANCER DE BOCA, FARINGE E LARINGE
ANEXO 1A
Questionario Inicial sobre Habitos e Estilo de Vida

Status

(1) Caso; (2) Controle |
Prontiaice mégion No (M) cinsssnsasmnamssnnisismnsane MBBIED: cosnnnasenmmmmsaninmmmamaTem
TRESIOIRELL 5 s s im0 83 A 5 R S 4R P SRS TSR PO RSV AR RHRRR IR L
ENMrevistador ...

Data da entrevista Y ) O

Dia Més  Ano
NOMIE PACIBNTE. ..ot ittt ettt et e e e re et e s bt eet e s e e et b e e sae s st erseensssenbaernens

T IR o oo B 5 0 B B A B e S R B SR T
Telefone fiXo:......ccover e, TEIEBFONES AAICIONAIS . .
L [ Taa L=l = T 4 F= L= SO OSSO

Qual a sua data de nascimento? A I Y
Dia Més Ano

Sexo (|
(1) Masculino (2) Feminino

Qual a sua idade? 1

Qual a sua raga (cor da pele)? |
(1) Branco (2) Negro (3) Pardo ou Mulato (4) Amarelo (Asiatico) (5) Indigena

Em:que:Municipioiol) distito WOCE MDTAT ..cvisrimrimsinssiss s sissio i i r s msats s sovansosss vamiones
El oue Eslaio VOBE INDRBY .o v i amnm i i b s s b s i b st i

Ha quantos anos vocé vive nesse lugar? |
(se ha menos de um ano, codifique como 00)

Se vocé mora nesse lugar ha menos de um ano, em que Municipio vOcé morava antes? .........cceevevveeeennene
Qual o seu grau de escolaridade? 1

(0) Analfabeto

(1) Ensino Fundamental Incompleto

(2) Ensino Fundamental Completo (concluiu a 82 série)
(3) Ensino Médio Completo (concluiu o 3° colegial)

(4) Ensino Superior Completo

Vocé ja teve diagnéstico de cancer no passado? =4
(1) Sim  (2) Nao

SeSim. Clual foi otipaidé canicer (0/local PANGINAN?" ot sindisrmsbs iaoinatdisitniis g s bt oaiin

Aproximadamente, quando foi diagnosticado o cancer anterior?

-1
Més Ano
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ID No. BR VIX -

(I

HABITO DE FUMAR

B1  Vocé fuma ou ja fumou em média um cigarro/cachimbo regularmente, durante pelo menos 1 ano?  |__|

(1) Sim, ainda  (2) Somente no passado  (3) Nao, nunca [se ‘N&o, nunca’, va para a questdo C]

Se Sim ou somente no passado.

B2  Normalmente, quantos cigarros/por dia, vocé fuma ou fumava? [
B3 Idade em que comegou a fumar (isto €, fumando na maioria dos dias) [

Somente para ex-fumantes

B4 Idade em que parou de fumar |

B5  Vocé parou de fumar porque estava doente? |
(1) Sim (2) Nao

CONSUMO DE BEBIDAS
C1  Vocé ingere ou j& ingeriu bebidas alcodlicas regularmente, durante pelo menos 1 ano? |

(1) Sim, ainda (2) Somente no passado  (3) Nao, nunca [se ‘N&o, nunca’, va para a questdo D]

C2 Quantas vezes por semana vocé consome ou consumia bebidas alcodlicas? (|
0 - 7 (0 significa nenhuma vez na maioria das semanas)

Para as pessoas que consomem bebidas alcoodlicas atualmente ou j& consumiram no passado.
O guanto normalmente vocé bebe ou costumava beber em uma semana?

Nota: Se o entrevistado responder em um intervalo (exemplo: de 2 a 3 garrafas), usar a maior quantidade
(exemplo: 3 garrafas)

C3 Cachaga ou outros destilados (vodca, uisque, tequila, rum, gim)

D:EDdoses/semana ou |:|:| garrafas/semana

C4  Vinho

D:Dj tagas/semana ou

C5 Cerveja

D:Dj latas/semana  ou |:|:| garrafas/semana

C6 Ha quantos anos parou de beber? ]

garrafas/semana

C7 Vocé parou de beber porque estava doente? [
(1) Sim (2) Nao



ID No

SAUDE BUCAL

D1 Com qual frequéncia vocé escova seus dentes?
(0) Nunca

(1) < uma vez por semana (5) 2 vezes/dia

(2) 1-2 vezes por semana (6) 3 vezes/dia

(3) Dia sim, dia nao (7) > 3 vezes/dia

(4) Uma vez por dia (8) Edéntulo (nao tem dentes)

n

D2  Voceé usa proteses removiveis (“dentadura”, “ponte movel”)?
(1) Sim, protese total (dentadura) (2) Sim, prétese parcial (2) Nao

Se sim:
D4  Com qual idade vocé comegou a usar proteses removiveis?
D5 Nos ultimos 20 anos, com qual frequéncia vocé foi ao dentista?
(1) Todos os anos (3) A cada 5 anos ou mais

(2) A cada 2-5 anos (4) Nunca

D6  Recebeu orientagdo do Dentista de como tratar a satde bucal?
(1) Sim (2) Nao

D7* Recebeu tratamento odontolégico do SUS ou da Rede Privada?
(1) SUS (2) Privado

D8* Vocé percebeu alguma lesdo na cavidade bucal?
(1)Sim (2) Nao

Se sim:

D9 Ha quanto tempo percebeu sinais e sintomas?

.BRVIX -

T

(emmeses) || |
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APENDICE E — FORMULARIO DE DADOS CLINICOS

IDNo.BRVIX-|_|_ | | |

ANEXO 1B (Somente para 0s casos)
FORMULARIO DE DADOS CLIiNICOS

Orientaces: Somente para Primeira Consulta. Este formulario devera ser preenchido pelo médico.
B1- Tratamento secundério sera preenchido nos formularios de acompanhamento.
B2 - Data do preenchimento (|

el |

|-
Dia Més  Ano

Nome Paciente:

1. Dados de Referéncia, quando apropriado (DD/MM/AAAA):
s B3 - Bidpsia T 4 4 I
» B4 - Diagnostico clinico (consulta na oncologia) T 4 O 4 I
« B5- Diagnéstico patolégico (laudo histopatoldgico) A 4 T

2. DADOS PATOLOGICOS

B6- Nome laboratério de Patologia ........cccveeveerenieeeniiieesiesiesinisesesesienenn. B7 = LAUAO N® o

B8 - Categoria do tipo histologico:
(1) Carcinoma epiderméide  (2) Adenocarcinoma (3) Carcinoma in situ (displasia de alto grau)
(3] OUutros(espeCifiCar)ii: s ssmmurmmmrrsmsstrrmnnssrms s o e S S S S S S eSS

B9 - Concluséo do laudo histopatolégico (copiar conclusdo completa)

3. FORMULARIO DE ESTADIAMENTO (classificagdo TNM, 72 edi¢cdo):

B10 - Sitio primario do tumor (topografia), segundo a CID-03, 2000': Cl__|_ ||
B11 — Sitio primario do tumor

(1) Labio (2) Cavidade oral (3) Orofaringe (4) Hipofaringe (5) Laringe (]
B12 - Lateralidade do tumor: (1) Esquerda (2) Direita (3) Bilateral |
B13 -Tumor multifocal: (1) Sim (2) Nao |
B14 - Diametro maximo, maior ou Unico do tumor em centimetros: |

Estadiamento clinico

BI5T|__ |

BI6N|__ |

B17 M| | B18 - Se M1, sitio(s) de metastase: | |

B19 Estadio | |

TRATAMENTO PROPOSTO |

(1) Cirurgia (2) Radioterapia (3) Quimioterapia (4) Cirurgia + Radioterapia (5) Cirurgia + Quimioterapia (6)
Radioterapia + Quimioterapia (7) Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia
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IDNo.BRVIX-|__|__|__|_|

ANEXO 4 (somente para os casos)
FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO CLINICO

IDNo. INT-__|__ |- || | |
Momento de acompanhamento para o resultado: [
(1) 12 visita de acompanhamento (F1)
(2) 22 visita de acompanhamento (F2):
(3) 30 meses de acompanhamento
(4) 60 meses de acompanhamento
(5) Situagao médica identificada em outro contexto

(Espoacificar: | cuwmavmmmasmavsmsvmsssmsersss )
Formulario preenchido em (DD/MM/AAAA): || 1/l | W] ||, pOr (NOME): .eecvrerrerrerinrrirrinerreiennes
Dia Més Ano

Fonte da informacgao (marque todas que se aplicam): [
(1) Registro de Mortalidade e cancer
(2) Declaracéao de 6bito
(3) Contato com o paciente ou familiares do paciente
(4) Consulta médica
(5) Prontuarios médicos
{6) Qlitros; BSPBCIICAL i csnwamm s

Estado vital: (I
(1) Vivo  (2) Obito (3) Perdido seguimento

Se Vivo:

Progressao do tumor: ||

(1) Em remissao completa (2) Doenga residual (3) Doenga Sistémica (mestastase em outro érgao)
(4) Recidiva (5) Segundo tumor primario CID | |

Se recidiva: (1) Local (2) Regional [

Data da recidiva / /

Se obito, causa do obito:
Causa primaria do ébito: cédigo CID-10: I

Caso o CID n&o esteja disponivel selecione uma das seguintes opgoes: [
(1) Cancer de cabecga e pescogo
(2) Outro cancer
(3) Toxicidade do tratamento usado para cancer de cabega e pescogo
(4) Outros, especificar:
(5) Desconhecido
Data de 6bito / /
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Se perdido sequimento:

Ultima data conhecida por estar vivo (em caso de perdido de seguimento)

Pagina 2

Para todos os pacientes, tratamentos adicionais (segunda linha) apds o tratamento inicial: (|

Tratamento (assinale todos que se aplicam)

Data de inicio
(dd/mm/aaaa)

Data de término
(dd/mm/aaaa)

1) Cirurgia

N/A

2) Radioterapia

3) Quimioterapia

5) Cirurgia + Quimioterapia

6) Radioterapia + Quimioterapia

(1)
(2
(3)
(4) Cirurgia + Radioterapia
5)
(6)
7

7) Cirurgia + Quimioterapia + Radioterapia

Informag6es/comentarios adicionais:
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