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RESUMO




MUSIAL, J. F. Expressédo dos antigenos HOXC8 e HOXD10 em carcinoma espinocelular de
laringe: anélise por imuno-histoquimica. 2014. 78f. Dissertacdo Parcial (Mestrado) —
Universidade Estadual do Centro-Oeste. 2014

INTRODUGCAO: O céncer ¢ atualmente a segunda maior causa de morte no mundo. O cancer de
cabeca e pescoco (CCP) € o sexto tipo mais comum com certa de 300 mil mortes por ano. Entre
0s CCP o carcinoma espinocelular laringe (CECL) é o segundo mais frequente. Apesar dos
avancos em laringologia, a sobrevida se mantém estagnada a mais de trés décadas. Com base
nisso 0s pesquisadores procuram marcadores que possam servir como fatores prognosticos.
OBJETIVOS: Analisar a expressdo dos antigenos HOXD10 e HOXC8 em CECL e correlaciona-
los com caracteristicas clinico-patoldgicas e de sobrevida. CASUISTICA E METODOS: Foram
analisados 32 pacientes diagnosticados com CECL, sendo 16 inicias e 16 avancgados. Para cada
caso foi selecionado o bloco parafinizado com o tecido tumoral, sendo os cortes submetidos a
reacOes de imuno-histoquimica com os anticorpos Anti-HOXC8 e Anti-HOXD10 (Abcam).
RESULTADOS: Em um total de 90,6% dos casos foram expressos para HOXD10 e 9,4% para o
HOXCS8. Néo foi significante as relacdes clinico-patoldgicas quando a positividade e intensidade
das marcacdes A correlacdo da sobrevida em presenca X auséncia de metastase e/ou recidiva foi
significativa (p=0,016), como também na presenca X auséncia de acometimento linfonodal
(p=0,012). DISCUSSAO: A literatura mostra niveis de expressdo variavel em diferentes
tumores. Nossos resultados demonstram uma alta expressdéo de HOXD10 em CECL. Alguns
autores relacionam a sua expressao com proliferacédo, o que reforca o seu papel na carcinogénese.
Nossos achados em relacdo ao HOXC8 evidenciam niveis de expressdo menor que o relatado em
outros tumores. Este € o primeiro estudo em relacdo a andlise por IHQ do HOXC8 em CECL.
CONCLUSAO: Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o gene HOXD10 est4 altamente
expresso em CECL, como também os dados reforcam o impacto da metastase e/ou recidiva e do
acometimento linfonodal na sobrevida dos pacientes. Novos estudos sdo necessarios para maior
entendimento da expressao desses antigenos em CECL.

Palavras-chave: Cancer de laringe, Genes HOX, Imuno-histoquimica.



MUSIAL, J. F. Expression of HOXC8 and HOXD10 antigens in Laryngeal Squamous Cell
Carcinoma: immunohistochemical analysis. 2014. 78p. Partial Dissertation (Master) —
Universidade Estadual do Centro-Oeste. 2014

The cancer is currently the second leading cause of death worldwide. The head and neck cancer
(HNC) is the sixth most common type with some 300 thousand deaths per year. Among the HNC
laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is the second most frequent. Despite advances in
laryngology the survival rate remains stationary for more than three decades. Based on this the
researchers seek markers that can serve as prognostic factors. OBJECTIVES: To analyze the
expression of HOXD10 and HoxC8 antigens in LSCC and correlate with the clinical and
pathological characteristics with the survival rates. CASUISTIC AND METHODS: We
analyzed 32 patients diagnosed with LSCC, 16 initial and 16 in advanced state. For each case we
selected the paraffin block with the tumor tissue, and the cuts submitted to immunohistochemical
reactions with the Anti-HOXC8 and Anti-HOXD10 antibodies (Abcam). RESULTS: A total of
90.6% of the cases were expressed to HOXD10 and 9.4% for HOXCS8. No significant clinical-
pathological relationship when the intensity of positivity and markings Correlation of survival in
the presence X absence of metastasis and / or recurrence was significant (p = 0.016) as well as X
in the presence absence of lymph node involvement (p = 0.012 ). DISCUSSION: In the literature
shows variable expression levels in different tumors. Our results showed a high expression of
HOXD10 in CECL. Some authors relate their expression with proliferation, which reinforces its
role in carcinogenesis. Our findings regarding the HOXC8 show expression levels lower than
reported in other tumors. This is the first study to analysis by IHC in the HoxC8 CECL.
CONCLUSION: Based on these results, it is concluded that the HOXD10 gene is highly
expressed in CECL, as well as the data reinforce the impact of metastasis and / or recurrence and
lymph node involvement in patients' survival. Further studies are needed to better understanding
of the expression of these antigens in CECL.

Keywords: larynx cancer, HOX genes, Immunohistochemistry.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA E O CANCER DE CABECA E PESCOCO

Desde o inicio do século XX, em virtude das melhores condi¢bes socioeconémicas,
houve um aumento consideravel da expectativa de vida. Segundo Riley e cols. (2005), esse
aumento foi de aproximadamente 28 anos em 1800 para 67 anos em 2001. Sabe-se que o
envelhecimento esta relacionado a diversas alteracGes fisiologicas importantes, tais como falhas
na vigilancia imunoldgica e mutacdes genéticas acumuladas por maior exposicdo a fatores
ambientais, que podem contribuir com desenvolvimento de algumas doencas crénicas
degenerativas, entre elas o cancer. Atualmente existem mais de 100 tipos de cancer e 0 aumento
da exposicdo a fatores de risco e agentes carcinogénicos tem sido a maior causa do aumento da
sua incidéncia. (KINOSHITA, 2014).

A incidéncia global de cancer aumentou de tal maneira que, atualmente, o cancer ¢é a
segunda maior causa de morte no mundo, com cerca de 8 milhGes de mortes para ambos 0s sexos,
precedido somente pelas doencas cardiovasculares (FITZMAURICE et al., 2015). Segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC — International Agency for Research on
Cancer) a incidéncia de cancer em 2012 foi de 14 milhGes de novos casos, sendo 47% em
mulheres e 53% em homens. Para 2035 estima-se que a incidéncia de cancer aumente em cerca
de 42% chegando a 24 milhdes de novos casos (Figura 1). No Brasil o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) estimou para 2014 aproximadamente 576 mil novos casos, incluindo os de pele

ndo-melanoma (IARC 2014, INCA 2014).
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Figura 1.Incidéncia mundial de cancer (ex. Canceres de pele ndo melanoma) em milhdes para
ambos os sexos em 2012 até 2035. Fonte: IARC 2014

Dentre os diferentes tipos de cancer, o cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) tem relevancia
em todo mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. O termo cabeca e pescogo é a
denominacdo de um grupo anatdbmico representado pela cavidade oral, cavidade nasal, seios
paranasais, faringe (naso, oro e hipofaringe) e laringe (supraglética, glética e subglética). O CCP
é o sexto tipo mais frequente de cancer no mundo, representado cerca de 5% de todas as
neoplasias malignas. Atualmente é responsavel por mais de 600 mil casos por ano no mundo
todo, e cerca de 300 mil pessoas morrem anualmente por essa neoplasia. O sexo masculino € o
mais afetado que o feminino, com uma razdo que varia 2:1 a 4:1 dependendo do pais ou regido
(JEMAL, 2011; PTFISER, 2015). Dentre os subtipos, o cancer de cavidade oral é o mais
frequente, seguido pelo cancer de laringe. Em homens, dentre todos os canceres no mundo, o de
cavidade oral e laringe ocuparam, respectivamente, a 112 e 13?2 posi¢é@o no ranking de novos casos
em 2014, enquanto no Brasil segundo o INCA 0s mesmos ocuparam, respectivamente, a 5% e a 62

posicao entre os mais incidentes, com 11.280 novos casos para cavidade oral e 6.870 para laringe,
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em mulheres os indices sdo 4.010 e 770, respectivamente. Esses indices evidenciam a
importancia epidemioldgica do CPP no Brasil e no mundo (INCA, 2014). O tipo histolégico mais
frequente € o Carcinoma espinocelular (CEC) ou Carcinoma de células escamosas, representando
cerca de 90% dos CCP. (TUNG et al., 2013; KESTING et al., 2009).

Os principais fatores de risco para o cancer de cabeca e pesco¢o sdo o tabagismo, o
etilismo e as infecgbes pelo virus HPV (Human papiloma virus). O habito de fumar esta
envolvido em uma a cada cinco mortes por cancer no mundo é também o principal fator de risco
para o cancer de pulméo (KUPER et. al, 2002; INCA, 2014). O uso de tabaco € responsavel por
cerca de 42% dos Obitos por cancer de cabeca e pescogo. Existem cerca de 4900 componentes no
cigarro e aproximadamente 60 deles sdo agentes carcinogénicos, tais como nitrosaminas (NIT),
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) e metais radioativos (R) (HOFFMAN et al.,2001)
O mecanismo pelo qual o tabaco induz a carcinogénese (Figura 2), depende de cada um de seus
componentes. Em geral os agentes carcinogénicos, pela exposicdo cronica, causam danos
persistente a0 DNA da célula o que gera mutagcdes em genes que participam do controle do ciclo
celular e apoptose, tais como 0s genes RAS e p53, e essas mutagdes inativam tais genes ou
desregulam seu controle, permitindo a célula um crescimento descontrolado (KUPER et. al,

2002).
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Figura 2.Carcinogénese e pela exposicdo cronica dos componentes do tabaco. (Adaptado de
Kuper et al.,2002)

O etilismo € responsavel por 14% dos 6bitos das neoplasias de cabeca e pesco¢o. Um
dos mecanismos pelo qual o &lcool induz o efeito carcinogénico, se baseia em um aumento da
permeabilidade das mucosas expostas, facilitando dessa forma a penetracdo dos agentes
carcinogeénico, tais como o do tabaco (WIGHT, OGDEN, 1998; OGDEN, 2005). Quando em
conjunto o habito de fumar e de beber, o risco de se desenvolver esse tipo de cancer aumenta em
30 vezes. (INCA, 2014)

Mais recentemente a infeccdo pelo HPV tem mostrado associacdo com carcinogénese
em cancer de cabeca e pescoco, mais especificamente carcinoma de orofaringe (BRAAKHUIS,
2009). Pesquisas atuais tém deixado cada vez mais claro, que casos positivos para HPV tém sido
cada vez mais frequentes. Em revisdo sistematica publicada em 2005, Kreimer et al identificaram
positividade media 23,5% em boca e 35,6% para orofaringe. Essa associacdo se baseia nas
mudancas no comportamento sexual, especialmente pela pratica de sexo oral, o que leva a uma
maior exposicao ao virus, principalmente na cavidade oral e orofaringe (CASTRO et al., 2004).
Por outro lado, a presenca do virus parece ter um prognostico favoravel em comparagdo a outros

fatores de risco (GILLISON et al., 2000).
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1.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DO CANCER DE CABECA E PESCOCO

A taxa de sobrevida do CCP em 5 anos tem mudado pouco. Nos anos de 1982-1986 a
taxa era em torno de 52,7% e entre 2002-2006 aumentou para 65,9%, mesmo com 0s avangos
médicos e tecnoldgicos. Tratando-se especificamente do cancer de laringe os dados sdo ainda
mais alarmantes, uma vez que a taxa de sobrevida em 5 anos se manteve em 66,8% desde a
década de 80 (PULTE et al.,2010).

O estadiamento do CCP ¢ hoje a principal ferramenta para predizer prognostico e definir
terapéutica. A classificagdo utilizada é a International Union Against Cancer (UICC) de 2011,
que se define pelos seguintes tdpicos: caracteristicas tumor primario (T), presenca de metéastase
linfonodal (N) e metastase a distancia (M) (SOBIN et al., 2011). A presenca de metéstases a
distancia ao diagnostico é inferior a 5% e de metastases linfonodais os indices variam de 20 a
40%. (TAKES et al., 2012; O’SULLLIVAN et al, 2003). Estes sdo os principais fatores que
influenciam a sobrevida e consequentemente o prognostico.

Outro fator que influencia o progndstico € a presenca de margem cirdrgica
comprometida, sendo uma das principais causas das recidivas locais (RICKMAN et al., 2008;
HARDISSON, 2003).

O tratamento estabelecido para os CCP se define pelo estagio, se inicial é indicado a
cirurgia ou radioterapia localizada, se avancado o estabelecido é a ressecdo cirdrgica da leséo
com radioterapia ou quimioterapia adjuvante. Mesmo com 0s constantes avangos na area médica
os CCP ainda sdo uma incognita em muitos aspectos, tais como sua caracterizacdo e o
prognostico ruim, o que torna fundamental a compreensao da sua biologia bem como as possiveis

fontes de sua fragilidade. (PATEL et al., 2005).
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Apesar da localizacdo anatdmica e o estadiamento definirem boa parte do processo do
tratamento, a evolucao clinica de grande parte dos pacientes com tumores similares é divergente,
0 que denota a heterogenicidade dos CCP quanto ao seu comportamento bioldgico e resposta ao
tratamento. Na préatica essas situacfes sdo frequentemente observadas, onde tumores iniciais se
comportam de maneira agressiva com metastases e baixa sobrevida e tumores avancados
evoluem para cura sem dificuldades aparentes (PATEL et al., 2005).

Os biomarcadores atualmente tém sido um grande alvo de estudos, com a expectativa de
que possam contribuir com diagndéstico precoce, melhor definicdo de progndstico e indicacédo
terapéutica, incluindo a busca por terapia alvo especifica. (TUNG et al., 2013; YANG et al.,

2010).

1.3 CANCER DE LARINGE

A laringe é um 6rgdo multifuncional, com fun¢des na protecdo do trato respiratério
como também na producédo da voz. Anatomicamente pode ser dividia em trés partes, a supraglote,
a glote e a subglote (Figura 3). As lesbes malignas da laringe comprometem as suas principais
funcbes de acordo com a localizagédo, tamanho e profundidade da invasdo. Os principais sinais e
sintomas atribuidos a essa patologia incluem disfonia, disfagia, odinofagia, hemoptise, nédulos
cervicais, otalgia, comprometimento das vias aéreas com dispneia até insuficiéncia respiratoria.
As metastases linfonodais sdo bastante frequentes, e geralmente sdo os primeiros sinais clinicos
relatados, dessa forma orienta-se que, na presenca de um ou mais desses sintomas por mais que 3

semanas, deve-se procurar um especialista (IMBODEN et al., 2014; MARIONE et al., 2006).
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Supraglote

Glote

Subglote

Figura 3.Partes da laringe: Supraglote (azul), Glote (verde) e Subglote (vermelho) (Adaptado de
SCHUNKE et al, 2006).

Em relacdo aos CCP o céancer de laringe é o segundo mais predominante precedido
somente pelo cancer de boca. Em 2035, segundo a IARC, estima-se que 0s numeros de mortes
por essa neoplasia aumentem em cerca de 45% em relacdo a 2012 (Figura 4) (ZHANG et al.,
2013; IARC, 2014). De todos os tumores malignos dessa regido cerca de 95% séo classificados
como carcinoma espinocelular de laringe (CECL). Quanto a localizacdo anatbmica a maior
ocorréncia é na glote (56%), seguido pela supraglote (31%) e raramente na subglote (1%) (SHAH
etal., 1997).

A sua incidéncia € em geral maior em homens do que em mulheres. O tabagismo e o
consumo alcodlico sdo os fatores associados ao desenvolvimento do cancer de laringe. Em
relacdo ao HPV, a associacdo com a carcinogénese de laringe ndo estd estabelecida. Alguns
pesquisadores atribuem essa caracteristica pelo fato de que a localizagcdo anatdmica da laringe
ndo ser propicia a infeccdo pelo virus, ao contrério da boca e a orofaringe (IARC, 2014;

ROSHAN et al., 2014).
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Figura 4. Incidéncia mundial de cancer de laringe para homens, mulheres e ambos de 2012 a

2035. Fonte: IARC 2014

Parametros quanto a localizacdo e estadiamento sdo de ampla importancia para definir o

prognostico da doenca. O CECL pode ser dividido em varios estagios: fase inicial (I e 1l);

avancado sem metastase a distancia (1l e IVA/B) e presenca de metastase a distancia (IVC),

podendo ser correlacionados quanto ao estadiamento, conforme demonstrado na Tabela 1

(SOBIN et al., 2011).
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Tabela 1.Classificacdo do Estégio Inicial e Avancado conforme o Estadiamento

Estadio Global Estadio T N M
- Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
INICIAL Estadio Il T2 NO MO
T1 N1 MO
Estadio IlI T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
T1 N2 MO
- T2 N2 MO
AVANCADO Estadio IVA T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
- T4b Qualquer N MO
Estadio IVB
stadlo Qualquer T N3 MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: SOBIN et al., 2011. Carcinoma in situ(Tis). Tamanho do tumor (T), presenca de metastase linfonodal (N) e a distancia (M).

Cerca de 15 a 30% dos pacientes apresentam a doenca no estagio inicial, e 60 a 80%
apresentam a doenca em estdgio avancado, e esse diagnostico tardio afeta diretamente o
progndstico na maioria dos casos (IARC, 2014; INCA, 2014; COPONIGRO et al..2009; JEMAL
et al.,2007). Em relacdo a sobrevida em 5 anos, pacientes em estagio | e Il tem uma taxa de 78 a
91%, enquanto que pacientes em estéagio 1l e IV as taxas variam de 42 a 67% (CAREW; SHAH,
1998). Quando se trata do local do tumor, sdo observados diferentes comportamentos clinicos e
risco de metastase linfonodal regional. A supraglote, por exemplo, tem indice muito maior de
metastase linfonodais que tumores primarios na glote (LEVENDAG et al, 1989; ALVI, 1996).

Todavia o principal critério que define a sobrevida é a presenca de metastase linfonodal
(N+). Shah e cols (1997) observaram que pacientes com tumores iniciais (T1/T2 NO) e avancados
(T3/T4 NO) sem metastase regional a taxa de sobrevida livre da doenga em cinco anos gira em
torno de 87,5% e 72,1% respectivamente, j& em tumores em qualquer estagio, porém com

presenca de acometimento linfonodal (N+) a taxa de sobrevida € de 46,2%. (SHAH, 1997)
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1.4 BIOLOGIA MOLECULAR DOS CEC

A carcinogénese € multifatorial e composta pelo desequilibrio de inUmeras vias, muitas
delas ainda desconhecidas (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Como na maioria das neoplasias
epiteliais, acredita-se que o desenvolvimento do CEC seja um processo de multiplas etapas que
envolvem a ativacdo sequencial de oncogénes e a inativacdo de genes supressores do tumor em
uma populacao clonal de células.

Apesar dos 95% dos CCP serem CEC, ha heterogeneidade em suas caracteristicas e seus
mecanismos podem ser diferentes em cada caso podendo determinar o prognostico. No estudo de
Chung et al. (2006), onde foram avaliados a expressao génica do CEC de cabeca e pescoco,
quatro subtipos foram encontrados, com expressfes génicas bastante diversificadas. Alta
expressao do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) estava presente no subgrupo
com prognoéstico ruim. O EGFR tem um papel fundamental na proliferacdo, diferenciacéo,
sinalizacdo antiapoptotica e nos processos de angiogénese e metastase, caracteristicas bases para
a carcinogénese. Outros autores evidenciam também uma alta expressdo de EGFR em CEC,
como Hama et al. (2009). O cetuximab, um anticorpo monoclonal anti-EGFR tém sido utilizado
no tratamento de pacientes com estagios avancados, associado a quimio e radioterapia, € 0s
resultado tem sido positivos, 0 que enfatiza a importancia da busca de biomarcadores que possam
contribuir no tratamento desta patologia (HANAHAN; WEINBERG, 2011; BONNER et al.,
2006).

Outra principal distingdo é da presenca de infeccdo por HPV ou ndo. Tumores

acometidos pelo virus HPV, por exemplo, s&o mais comuns em pacientes com menos de 60 anos,
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ndo possuem mutacdes em oncogenes especificos, tais como o TP53 e 0 mecanismo € ligado
estritamente a infeccdo do virus na célula. Estudos tém demonstrado que o tipo 16, quanto
infecta, leva a ativacdo dos oncogenes E6 e E7, que consequentemente causa a inativacdao das
proteinas p53 e RB, portanto graves perturbac6es na regulacdo do ciclo célula. (LEEMANS et al.,
2011; zurHAUSEN et al., 2002).

No CEC HPV-negativo, algumas alteracdes genéticas tém sido identificadas e definidas
a sua progressdo desde o epitélio normal. A primeira alteracdo em geral é a perda das regides
cromossémicas de 3p e 9p21, que como consequéncia leva a inativacdo do gene p16, um inibidor
da cinase dependente de ciclina, aqui alteracdes histopatologicas de displasias ja podem estar
evidentes, em sequéncia ha mutacdes subsequentes na regido 17pl13 sobre o gene TP53 o que
agravam ainda mais o processo displasico, por fim a supreexpressao do gene CCND1 (Ciclina
D1), que ativa constitutivamente a progressao do ciclo celular, podem por consequéncia iniciar de
vez 0 processo neoplasico. A expressdo elevada do CCNDL1 esta relacionada com uma maior taxa
de proliferacdo, invasdo e metastase, isto € um prognostico ruim (ANG et al., 2010; MAO et al.,
1996; ROTHENBERG, 2011). Embora esses achados sejam comuns na carcinogénese do CEC,
eles ndo definem por completo o desenvolvimento CEC, muitos outros genes desconhecidos

estdo envolvidos no processo tumoral e estdo sendo descritos pela pesquisa atual.

1.5 GENES HOMEOBOX E A FAMILIA HOX

Os genes homeobox, sdo um grupo de genes que sdo responsaveis por codificar fatores

de transcricdo que atuam durante o desenvolvimento embrionario em uma ampla quantidade de

especies vertebradas e invertebradas.
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Figura 5.A) Transformacdes homedticas em Drosofilas. B) Distribuicdo conservacdo das
familias genicas HOM-C (Drosophila) e HOX (Humanos). (Adaptado de GRIER et al., 2005).

Foram descobertos inicialmente em Droso6filas onde mutacGes em suas bases nucleicas
ocasionavam transformacdes homedticas, isto é, onde uma estrutura tipica de um determinado
segmento corporal se desenvolve em outra, um exemplo disso é o caso dos complexos Bithorax
(BX-C), onde no lugar dos halteres cresciam asas e do Antennapedia (ANT-C) onde no lugar das
antenas cresciam pernas (Figura 5A), diante disso, junto a outros fatores a concepcao desses
aspectos definiu, de maneira bem clara, que os genes homeobox tem um papel fundamental na

padronizacdo do crescimento no eixo corporal, direcionando espacialmente onde cada membro
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ird crescer. A principal caracteristica desses genes se deve a presenca de uma sequéncia de DNA
especifica e altamente conservada durante a evolugdo denominada de homeodominio, em geral
forma um dominio proteico com cerca de 60 aminoacidos, em geral ele fica localizado na posicéo
terminal ou subterminal do gene, e tem como funcdo principal a ligagdo com o DNA e
consequentemente a estimulacdo ou supressdo da transcricdo génica (ABATE-SHEN, 2002;
GRIER et al., 2005).

Mais de 200 genes homeobox ja foram identificados no genoma humano, e sdo
classificados em familias de acordo com a sua homologia e similaridade funcional. Dentre as
principais familias destacam-se a familia paired (PAX), orthodenticle (OTX), muscle segment
(MSX), distales (DLX), caudal (CDX) e po6r fim a familia HOX (STEIN et al.,1996). Nos
humanos a familia HOX possui 39 membros, com 4 clusters localizados em cromossomos
diferentes, sdo eles: HOXA (loci 7p15.3), HOXB (loci 17p21.3), HOXC (loci 12g13.3) e HOXD
(loci 2g31), cada cluster possui de 9 a 11 genes paralogos (Figura 5B). O principal mecanismo
pelo qual a expressdo dos genes HOX sdo regulados segue uma regra temporal e espacial,
direcionado pela porcdo 3' em direcdo a 5', isto €, 0s genes mais proximos a por¢do 3' sdo
expressos primariamente e os demais, sentido 5', conforme o embrido se desenvolve. Apesar dos
genes HOX serem muito importantes da embriogénese e morfogénese, sua expressao diminui no
decorrer da vida, no entanto na carcinogénese ha evidencias de que alguns desses genes voltem a
ser ativados. (GRIER et al., 2005; STEIN et al.,1996).

Hoje ja estd bem definido que a carcinogénese e a embriogénese compartilham
mecanismos muito semelhantes, tais como a proliferacdo e diferenciacdo celular.
(SOUNDARARAJAN, 2004). Muitos tumores tém apresentado uma hiperexpressdo dos genes
HOX, tais como leucemias, cancer de préstata, mama, esofagico e melanomas (TOSIC et al.,

2009; MORGAN et al, 2007; WALTREGNY et al, 2002; LI et al, 2011, CHEN et al, 2005).



2 OBJETIVOS
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2.1 PRINCIPAL

O Objetivo principal desse estudo foi de avaliar o perfil de expressdo dos antigenos

HOXC8 e HOXD10 em carcinomas espinocelulares de laringe por imuno-histoquimica.

2.2 ESPECIFICOS

. Correlacionar o perfil de expressdo dos antigenos selecionados com os dados
clinicos e histopatoldgicos, tais como idade, tabagismo, etilismo, sobrevida,

recidiva e/ou metastase, acometimento linfonodal, graus de diferenciacéo e 6bito.



3 JUSTIFICATIVA
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Apesar de todo avanco na laringologia o cancer de laringe mantém altas taxas de
mortalidade, sem melhora nos ultimos 40 anos. No Brasil, cerca de 70% dos pacientes sdo
diagnosticados em estagios avangados, o que implica em procedimentos cirdrgicos invasivos com
sequelas funcionais, além da piora na sobrevida. A busca por marcadores tumorais que
contribuam no diagndstico precoce e principalmente, que sejam alvos terapéuticos é fundamental

para mudar esta realidade.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 CASUISTICA

Todas as amostras foram colhidas cirurgicamente pelo Servico de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo (HCFMRP-USP). Esse trabalho faz parte do projeto GENOPROT (CNPqg — Processo
numero 559809/2009-3), denominado: Oncogendmica aplicada a terapia de carcinomas de cabeca
e pescoco, 0 mesmo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (Processo HCRP n°
9371/2003).

O periodo de coleta das amostras foi entre outubro de 2005 até marco de 2009. Os

critérios de inclusdo e exclusdo estdo listados abaixo:

4.1.1 Critérios de Incluséo
1. Diagnéstico de CECL
2. Neoplasia sem tratamento prévio e com indicacéo cirurgica
3. Amostra tecidual representativa para a realizacdo das reacdes Imuno-histoquimicas

(IHQ), com processamento histoldgico apropriado e em boas condicdes;

4.1.2 Critérios de Excluséo
1. Dados clinicos indisponiveis ou incompletos (data cirurgia, estadiamento clinico e
patolégico, radioterapia pds-operatoria, recidiva local, segundo tumor primario,
6bito)

2. Amostra tecidual mal parafinizada ou degradada;
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Foram utilizadas amostras de 32 pacientes com tumores em estado inicial e pacientes
com tumores em estado avancado. Para caracterizar o estado de cada paciente foi utilizado o
estadiamento patologico (pTNM), descrita pelo International Union Against Cancer (UICC) de
2011(SOBIN et al., 2011). A Tabela 2, demonstra cada caso.

Tabela 2. Estadiamento Patologico (0 TNM) dos pacientes selecionados para o estudo

Estadiamento Estadiamento
Paciente Paciente
Inicial Avancado
CP5/0186 T2 NO CP5/0185 T3 N2b
CP5/0213 T1NO CP5/0201 T4 N2c
CP5/0224 T2 NO CP5/0205 T1 N2b
CP5/0247 T2 NO CP5/0209 T4a NO
CP5/0287 Tla NO CP5/0226 T4 NO
CP5/0331 T2 NO CP5/0243 T4 NO
CP5/0333 T2 NO CP5/0252 T2 N1
CP5/0336 T2 NO CP5/0297 T1 N2b
CP5/0358 T1NO CP5/0327 T3 N2c
CP5/0383 T2 NO CP5/0332 T4a NO
CP5/0394 T1NO CP5/0335 T4a N1
CP5/0400 T1NO CP5/0344 T4a NO
CP5/0361 T2 N2c
CP5/0365 Tlb N1
CP5/0368 T3 NO
CP5/0371 T4a NO
CP5/0380 T4 N1
CP5/0388 T4a NO
CP5/0393 T4a NO
CP5/0407 T4a N2

T: extensdo do tumor primario (1-4), N: auséncia (0) ou presenca de metastase em linfonodos regionais (1-3), M: auséncia ou presenca de

metastase a distancia (BRASIL, 2014).
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4.2 SELECAO DOS ANTIGENOS

Um dos estudos do projeto GENOPROT foi utilizado RNA das 32 amostras de
carcinoma de laringe aqui analisadas mais 16 amostras de epitélio normal de laringe. Neste
estudo, fez-se uma anéalise de Microarranjos (do inglés, Microarray), para caracterizar genes com
diferenca de expressdo entre tumor e células normais. A base de sequencias utilizadas na andlise
foi a plataforma comercial “Whole Human Genome Oligo Microarray Kit” (Agilent, G4112F),
que continha fragmentos de mais de 41 mil transcritos do genoma humano. A partir da primeira
andlise, com base na curva de distribuicdo de densidade e desvio padrdo, foram encontrados cerca
de 200 genes que apresentavam a maior variancia de expressao entre todas as amostras, apos essa
andlise foi realizado uma anélise de agrupamento hierarquico ndo supervisionado das amostras
tumorais em relacdo as amostras de tecido normal, no entanto ndo foi possivel estabelecer uma
assinatura de genes mais expressos em tecido tumoral em relagdo ao tecido normal. A fim de
selecionar e estabelecer uma assinatura génica uma nova analise foi realizada, utilizando os
valores de fold-changed (log2) > 1 e os valores p-value< 0,001. O resultado dessa analise resultou
em 30 genes mais expressos no tumor do que em tecido normal. Os genes HOXD10 e HOXCS8
estdo entre os 30 relacionados e foram escolhidos para representar o grupo dos Genes HOX nesse

estudo.

4.3 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Cada bloco selecionado foi anteriormente analisado histologicamente pelo Servico de

Patologia do Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto (SERTAP-HC), dois patologistas cirdrgicos
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com experiéncia na area foram responsaveis pelas analises e emissdo dos laudos
anatomopatoldgicos. A classificacdo estabelecida foi conforme as diretrizes do Manual de
Padronizacdo de Laudos Anatomopatoldgicos (BACCHI; ALMEIDA; FRANCO, 2005). A

Figura 6 representa a microscopia de um CECL em hematoxilina/eosina.

Figura 6.Corte histologico de CECL. Observe a infiltracdo (seta) celular no canto superior direito
da imagem (H&E 200X).

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para cada um dos 32 casos foram obtidos cortes seriados de 4um provenientes de blocos
de tecido parafinizado, que posteriormente foram aderidos em laminas silanizadas carregadas
positivamente (STARFROST® - Knittel). Cada lamina foi desparafinizada e hidratada pela
imersdo em Xxileno, diferentes graduacdes etandlicas decrescentes e por fim agua destilada em
tempos determinados. Para o bloqueio da peroxidase enddgena cada lamina foi imergida em uma
solucdo do kitDHP-125 - Hydrogen Peroxide Blocker® (Spring Biosciece) e para o bloqueio de

proteinas foi utilizado a solugio DBP-125 - Protein Blocker® (Spring Biosciece).
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Antes da imunomarcacao foi realizada a recuperacdo antigénica pelo método HIER
(Heat Induced Epitope Retrieval), onde as laminas sdo imergidas em uma solugédo de citrato de
sodio 10mM, pH 6,0, a 125° C por 4 minutos e 90 °C por 45 minutos em uma camara de pressao.

A diluicdo do anticorpo primario foi realizada como recomentada pelo fabricante

(Tabela 3), como diluente se utilizado 0 ADS-125 - AntibodyDiluent® (Spring Bioscience).

Tabela 3. Dados dos anticorpos primarios

Anticorpo Diluicao Tampao Marca
Anti-HOXCS8 (ab86236)* 1:200 Citrato 10mM, pH 6,0 Abcam
Anti-HOXD10 (ab172865)* 1:100 Citrato 10mM, pH 6,0 Abcam

*Ambos sdo policlonais, produzidos através de soro de afinidade isolada.

Para realizar a imunomarcacdo das laminas foram seguidos 0s seguintes pagos em
temperatura ambiente:

e Incubar com o anticorpo priméario por 120 minutos;

e Lavar 3x com solu¢do tampédo (PBS 1X);

e Incubar com o anticorpo complementar por 10 minutos.DCMT-125 - Complement®
(Spring Bioscience);

e Lavar 3x com solu¢do tampédo (PBS 1X);

e Incubar o anticorpo polimerizado com a enzima peroxidase por 15 minutos. DHRR-
125 - HRP Conjugated® (Spring Bioscience):

e Lavar 3x com solucdo tampéo (PBS 1X);

e Revelar a marcacdo com o substrato diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos.DAB-

125 - DAB Substrate System® (Spring Bioscience):
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Lavar em agua corrente;

Lavar 2x agua destilada;

Contracorar com Hematoxilina por 30 segundos;

Lavar em agua corrente;

Pingar 4 gotas de hidroxido de amonio a 10% em etanol 95% na solucéo;

Lavar em agua corrente;

Finalmente cada ldmina foi desidratada, pela imersdo das mesmas em &gua, solugdes

etandlicas crescentes e xileno. Depois de secas foram isoladas com laminula;

4.4.1 Analise das Reac¢des Imuno-histoquimicas

Para a analise das reacdes Imuno-histoquimicas utilizou-se um microscépio 6ptico. O

observador foi um patologista com experiéncia na area e com desconhecimento das informacdes

dos pacientes afim de ndo haver conflito de analise. Os critérios de classificacdo estdo descritos

abaixo:

Zero: auséncias de células neoplasicas marcadas;
1+: >0 - 25% das células neoplasicas marcadas;

2+: >25 - 50% das células neoplasicas marcadas;
3+: >50 - 75% das células neoplasicas marcadas;

4+: > 75% das células neoplasicas marcadas;

Foram consideradas positivas as laminas que tiveram marcacdes definidas como, 1+, 2+,

3+, 4+ e negativas para zero. Para cada conjunto de reacGes foi utilizado controles positivos

(Tabela 4)
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Tabela 4. Controles Positivos utilizados para cada anticorpo no experimento.

Anticorpo Controles Positivos
Anti-HOXC8 (ab86236) Epitélio digestivo (Cdlon)
Anti-HOXD10 (ab172865) Epitélio de Tuba uterina

45 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo de cada variavel, em conformidade com a expressdo dos antigenos
(Positivo X Negativo), foi utilizado o teste exato de Fisher, bem como o célculo do odds ratio
guando significativo. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Para a analise quanto a intensidade da marcacdo, foi utilizado teste ndo paramétrico
One-way ANOVA seguido pelo teste Kruskal-Wallis para as analises das variaveis com trés
grupos ou mais, enquanto que dois grupos, o teste utilizado foi 0 ndo paramétrico t-test unparied
seguindo pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

As funcdes de sobrevida foram estimadas pelo método Kaplan-Meier e as diferencas
entre as curvas pelo teste de Log-rank, tanto para calcular a sobrevida global da amostra como
para comparar 0s seguintes grupos: Inicial X Avancado, Presenca de metastase regional (N+) X
Auséncia de metastase regional (NO), Presenca de Recidiva e/ou Metastase X Auséncia de
Recidiva e/ou Metéstase, Grau de Diferenciacdo G1 x Graus de Diferenciacdo G2+G3, Anti-
HOXD10 Positivo X Anti-HOXD10 Negativo e Anti-HOXC8 Positivo X Anti-HOXC8 Negativo.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



5 RESULTADOS
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5.1 CARACTERIZACAO DA CASUISTICA

Para caracterizar o grupo dos 32 pacientes analisados 0os mesmos foram subdividos
conforme a Tabela 2.

Em relagdo a idade média, no grupo dos pacientes com tumores em estadiamento inicial
foi de 60 anos e no grupo com estadiamento avancado foi de 62,2 anos, com média geral de 61,1
anos ao diagnostico. Quanto ao sexo, 31 dos pacientes eram homens e apenas 1 mulher. Em
relacdo aos habitos de tabagismo e etilismo, todos os pacientes apresentaram historia de
consumo, sendo o menor tempo de tabagismo de 26 anos e de 20 anos para o etilismo. No
momento do diagnostico 56,25% dos pacientes (n=18) ainda eram fumantes, enquanto 43,75%
dos pacientes (n=14) haviam parado de fumar, sendo que o habito de fumar ao diagndstico estava
mais presente em pacientes com estadios iniciais que avangados (75% x 37.5%). Com relagdo ao
etilismo, apenas um tinha relato de néo ter ingerido bebida alcodlica e 53,1% (n=17) ainda eram
etilistas ao diagnostico. No grupo inicial a maioria dos pacientes ainda consumiam bebidas
alcodlicas ao diagnostico representando 62,5% (n=10), ja& no grupo avancado a maioria ja nao
consumia bebidas alcodlicas com 56,25% (n=9) dos membros. A média de acompanhamento para
0 grupo inicial foi de 41 meses e 46 meses para 0 grupo avancado. Um total de 12 (37,5%)
pacientes foram a 6bito, dentre os quais 8 (25%) foram pela neoplasia. Os resultados agrupados
sdo demonstrados na Tabela 5. Em relacdo as variaveis clinicas, 25% dos pacientes apresentaram
recidivas, 3% metastase e 34% acometimento linfonodal. Nas variaveis patoldgicas, quando
verificamos o grau de diferenciacdo 18,8% era bem diferenciado (G1), 53,1% moderadamente
diferenciado (G2), 18,8% pouco diferenciado (G3) e 12,5% ndo possuiam avaliacdo quanto ao
grau de diferenciacdo (GX), enquanto que relativo ao estadiamento T 25,0% eram T1, 28,1%

eram T2, 9,4% eram T3 e 37,5% eram T4 (Tabela 6)
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Tabela 5. Dados Clinicos dos pacientes com CEC de Laringe.

Parametros Estadiamento Total
Inicial (n=16) Avancado (n=16)

Idade Média: 60 (40-78) 62,2 (49-83) 61,1

Sexo:

Masculino 15 16 31

Feminino 1 0 1

Tabagismo (%):

Sim, ainda fuma 12 6 18

Somente no passado 4 10 14

Nunca Fumou 0 0 0

Etilismo (%0)

Sim, ainda bebe 10 7 17

Somente no passado 5 9 14

Nunca bebeu 1 0 1

Terapia Adjuvante:

Radioterapia 4 9 13

Quimioterapia 1 1 2

Recidiva 4 4 8

Metéastase 1 2 3

Estado paciente:

Vivo 10 10 20

Obito 6 6 12
Pela neoplasia 4 4 8

Acompanhamento:

Meses 41 46 44
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Tabela 6. Percentual de variaveis clinico-patologicas.

Variaveis n % de tumores
Recidivas

Sim 8 25
Nao 24 75
Metastase

Sim 3 9,4
Nao 29 90,6
Linfonodos

Sim 11 34,4
Nao 21 65,6
GD

Gl 6 18,8
G2 17 53,1
G3 6 18,8
GX 4 12,5
Estadiamento T

Tl 8 25
T2 9 28,1
T3 3 9,4
T4 12 37,5
Estadiamento Clinico

Inicial (1+11) 12 37,5
Avangado (11+1V) 20 62,5

5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

Os 32 espécimes tumorais foram submetidos a IHQ para deteccdo da expressdo das

proteinas HOXC8 e HOXD10. Segundo os critérios adotados na metodologia, foi considerada

expressao positiva a imunomarcacdo maior que 0% das celulas para os célculos relativos a

Positivo X Negativo.
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5.3 EXPRESSAO DOS ANTIGENOS

Neste estudo detectamos a expressdo do antigeno HOXC8 em 9,4% dos CECL, enquanto
para o antigeno HOXD10 a expressao foi de 90,6%. (Tabela 7) A expressao foi negativa em 87,5%

para 0 HOXCS8 e 6,3% para 0 HOXD10. Para ambos o0s casos houve uma amostra inconclusiva

Tabela 7.Distribuicao das expressdes de cada antigeno.

Antigeno Positivo (%) Negativo (%) Inconclusivo (%)
HOXD10 90,6 6,3 3,1
HOXCS8 9,4 87,5 3,1

As figuras 7 e 8 ilustram a imunomarcacédo dos controles e dos anticorpos utilizados.
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Figura 7.Controle positivo HOXD10 — Marcacao Nucleo/Citoplasmatica do epitélio da tuba
uterina (200X).
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Figura 8.Controle Positivo HOXC8 — Marcacdo Nucleo/ Citoplasmaética do epitélio glandular do
Intestino Grosso (200x).
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Observamos, quanto extensdo da imunomarcacdo, os valores apresentados na Tabela 8,
observa-se que relativo ao antigeno HOXC8 6,3% das reacGes foram 1+ e 3,1% 2+, enquanto ao
antigeno HOXD10as propor¢des foram 15,6% para 1+, 15,6% par 2+, 18,8% para 3+ e 40,6%

para 4+. As Figura 9 demonstram as marcag0es conforme a intensidade.

Tabela 8.Distribuicdo da extensdo da imunomarcagdo, segundo as proteinas analisadas.

Extensdo da Imunomarcacgéao
Antigeno Anticorpo >0-25% (1+) >25-50% (2+) >50-75% (3+) > 75% (4+)

Anti-
HOXCS8 HOXCS8 2 (6,3%) 0 1 (3,1%) 0
(ab86236)
Anti-
HOXD10 HOXD10 5 (15,6%) 5 (15,6%) 6 (18,8%) 13 (40,6%)

(ab172865)
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Figura 9.Intensidade das marcagdes do Antigenos HOXD10 e HOXC8 em CECL. A(Zero/200x),
B(1+/400x), C(2+/400x), D(3+/400x) e E (4+/400x). Coloracdo marrom caracteriza a marcacao
pelo anticorpo, resultado a precipitacdo do DAB através da Peroxidase.
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5.3.1 Expressdo dos antigenos (Positivo X Negativo) e variaveis clinico-patologicas

O Estagio, Grau de diferenciacdo, tabagismo e etilismo foram agrupados para a analise

estatistica das varidveis, da seguinte forma:

Estagio: Inicial (T1+T2) X Avancado (T3+T4);
Grau de diferenciacdo: Agrupados Tumores MD e PD x Tumores BD;
Tabagismo: Sim (Presente + Passado) X N&o;

Alcoolismo: Sim (Presente + Passado) X Nao;

N&o houve diferenca estatisticamente significativas ao se comparar as variaveis com a

expressdo dos antigenos HOXD10 e HOXCB8. As Tabelas 9 e 10 apresentam de forma detalha os

resultados obtidos.
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Tabela 9. Distribuicdo da expressdo antigénica do HOXCS8, segundo variaveis (Tabagismo,
etilismo, estagio, diferenciacdo celular, linfonodos infiltrados, metastase, recidiva e Obitos) e
valores de p do teste exato de Fisher.

Antigeno Antigeno

Variaveis Positivo  Negativo Incon. Total AE (p)
Sim 3 23 1 27
) Sim, ainda fuma 2 11 1 14
Tabagismo 1,00
Somente no passado 1 12 0 13
Nunca fumou 0 0 0 0
Sim 3 23 1 27
Sim, ainda bebe 2 11 1 14
Etilismo 1,00
Somente no passado 1 12 0 13
Nunca bebeu 0 1 0 1
. Inicial 0 12 0 12
Estagio 0,26
Avangado 3 16 1 20
Grau de BD 1 4 1 6
_ _ 0,47
Diferenciacéo MD + PD 2 20 0 22
Sim 1 9 1 11
Linfonodos 1,00
Nao 2 19 0 21
Sim 0 3 0 3
Metastase 1,00
Nao 3 25 1 29
o Sim 1 7 0 8
Recidiva 1,00
Nao 2 21 1 24
. Sim 1 7 0 8
Obitos 1,00
Nao 2 21 1 24

AE — Andlise estatistica, Incon. — Inconclusivo.
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Tabela 10. Distribuicdo da expressdo antigénica do HOXD10, segundo variaveis (Tabagismo,
etilismo, estagio, diferenciacdo celular, linfonodos infiltrados, metastase, recidiva e Obitos) e
valores de p do teste exato de Fisher.

Antigeno  Antigeno

Variaveis Positivo  Negativo Incon. Total AE (p)
Sim 24 2 1 27
Sim, ainda fuma 12 1 1 14
Tabagismo 1,00
Somente no passado 12 1 0 13
Nunca fumou 0 0 0 0
Sim 24 2 1 27
Sim, ainda bebe 11 1 1 13
Etilismo 1,00
Somente no passado 12 1 0 13
Nunca bebeu 1 0 0 1
] Inicial 11 1 0 12
Estagio 1,00
Avangado 18 1 1 20
Grau de BD 5 0 1 6
. : 1,00
Diferenciagéo MD + PD 21 1 0 23
Sim 20 1 0 21
Linfonodos 1,00
Nao 9 1 1 11
Sim 2 1 0 3
Metastase 0,19
Nao 27 1 1 29
Sim 7 1 0 8
Recidiva 0,46
Néao 22 1 1 24
Obitos pela Sim 7 1 0 8
. 0,46
Neoplasia Nao 22 1 1 24

AE — Andlise estatistica, Incon. — Inconclusivo.
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5.3.2 Expressado dos antigenos (Zero, 1+, 2+, 3+, 4+) e variaveis clinico-patoldgicas

N&o houve diferenca estatisticamente significativas ao se comparar as variaveis com a
expressao do antigeno HOXD10 relativo a intensidade da imunomarcacdo. A Tabela 11
demonstra os valores e o nivel de significancia entre as variaveis relativas a marcacdo do

HOXD10. Nao foram realizadas a analises referentes ao antigeno HOXCS.
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Tabela 11.Distribuicdo da expressédo antigénica do HOXD10 conforme a intensidade da marcacao,
segundo variaveis (Recidiva e/ou Metastase, Tabagismo, Etilismo, Acometimento Linfonodal,
Estagio, Grau de Diferenciacéo).

Variaveis Zero 1+ 2+ 3+ 4+ Total AE (p)
Recidiva e/ou Metéastase
Sim 2 1 2 2 2 9 0,128
Né&o 0 4 3 3 11 21
Tabagismo
Sim 1 2 2 3 5 13
No Passado 1 3 2 1 6 13 o1
Né&o 0 0 0 0 0 0
Alcoolismo
Sim 1 3 2 2 4 12
No Passado 1 2 2 1 7 13 0449
Né&o 0 0 0 1 0 1
Linfonodo
Sim 1 1 3 2 3 10 0,447
Né&o 1 4 2 4 10 21
Estagio
Inicial 1 2 2 2 5 12 0,521
Avancado 1 3 3 4 8 19
Graus de Diferenciacao
BD (G1) 0 2 0 0 3 5
MD (G2) 0 3 5 5 5 18 0,638
PD (G3) 1 0 0 1 3 5
Obito
Sim 1 1 3 1 2 8 0,230
Nao 1 4 2 5 11 23

AE — Analise estatistica. Valores de p: trés membros (One-way ANOVA - Kruskal-Wallis) e dois membros (t-test
unparied - Wilcoxon-Mann-Whitney). Nas variaveis tabagismo e etilismo néo foi considerado o grupo “Nao”.



58

5.4 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL
Foram aplicados 0 método de construcdo das curvas de Kaplan-Meier e o teste de Log
rank para a comparacdo das diferentes curvas. A taxa de sobrevida global em 5 anos para a

amostra foi de 67,2%, a Figura 10 ilustra a curva obtida para analise.

Funcédo de Sobrevida Global
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Figura 10. Funcéo de sobrevida global dos casos selecionados em meses

5.5 ANALISE DE SOBREVIDA PELAS VARIAVEIS

O Estégio, Grau de diferenciagcdo, acometimento linfonodal, presenca de recidiva e/ou

metastase, foram avaliados da seguinte maneira

e Estagio: Inicial (T1+T2) X Avancado (T3+T4);
e Grau de diferenciacéo: PD x MD x BD;
e Acometimento Linfonodal: Ausente (NO) X Presente (N+);

e Recidiva e/ou Metastase: Ausente (ARM) X Presente (PRM);
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Houve diferenca significativa para o acometimento linfonodal (p= 0,012) e presenca de
recidiva e/ou metastase (p=0,016), para as demais analises o resultado do teste Log rank néo

demonstrou diferenca estatistica significativa, as Figuras 11, 12 e 13 abaixo ilustram os graficos

das funcGes de sobrevida de cada grupamento.
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Figura 11.Funcdo de Sobrevida dos agrupamentos significativos. Recidiva e/ou Metastase:

Ausente X Presente. Acometimento Linfonodal: NO X N+. * p(<0,05) significativos. Kaplan-
Meier + Log rank.
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Funcéo de Sobrevida Inical x Avancado
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Figura 12. Funcdo de Sobrevida dos agrupamentos ndo significativos. Estagio: Inicial (I+11) X
Avancado (I11+1V); PD x MD x BD. Kaplan-Meier + Log rank.
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Funcédo de Sobrevida HOXC8 PxN
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Figura 13.Funcdo de Sobrevida das imunomarcacdes Positivas X Negativas para 0s antigenos
HOXC8 e HOXD10. Observe o valor de p néo significativo. Kaplan-Meier + Log rank.
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Em relacdo aos CCP o cancer de laringe é o segundo mais predominante, precedido
somente pelo cancer de boca. Cerca de 95% sdo classificados como CECL (LEEMANS et al,
2011; SZCZEPANSKI et al., 2007). A sua incidéncia é maior em homens com mais de 40 anos,
sendo aproximadamente 1 caso feminino para cada 8 casos masculinos (IARC,2014). Em nossa
amostra obtivemos 1 caso feminino. A faixa etaria média encontrada em nosso estudo foi de 60
anos, e estd em conformidade com a literatura (COLO et al., 2011; BELBIN et al., 2002).

Todos os pacientes analisados em nosso estudo fizeram ou fazem uso do tabaco, isto &,
100% dos casos foram expostos em algum momento a esse fator de risco. A importancia do
tabaco como fator de risco se baseia no fato, de atualmente existirem mais de 1 bilhdo de
fumantes em todo mundo e que o habito de fumar esta relacionado com um a cada cinco casos de
cancer. A associacdo do tabaco com os canceres de cabeca e pescoco, foi avaliada por Hoffman et
al. (2001) e seus dados concluiram que isoladamente o tabaco é responsavel por 42% dos ébitos
por essa neoplasia. Em relacdo ao etilismo, apenas um dos pacientes relatou nunca ter bebido
(3,1%), ja os demais relataram consumir ou ter consumido bebida alcodlica por pelo menos 20
anos. Na literatura estudos demonstram que o tabagismo isoladamente é responsavel por 70% dos
CECL, quando em conjunto com o etilismo a representacdo é de 89% (MENACH et al., 2012;
HASHIBE et al., 2009), dado também evidenciado em nosso estudo, onde encontramos a
associacao de etilismo e tabagismo em 96,7% dos casos. O sinergismo entre o habito de fumar e
consumir bebida alcodlica aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de cabeca e pescogo em
30 vezes, quando comparado ao tabagismo isoladamente (INCA, 2014).

A sobrevida global da amostra foi de 67,2%, sendo proximo do relatado em alguns
estudos na literatura (SIEGEL et al., 2015; PULTE et al., 2010; HOFFMAN et al., 200). A taxa
de sobrevida em 5 anos do cancer em geral tem aumentado cerca de 19% nos Gltimos anos desde

a década de 70 até meados de 2010, justificado especialmente pelos avangos cirurgicos e
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terapéuticos (SIEGEL et al. 2015). Ao analisamos isoladamente o cancer de laringe, os dados tém
sido preocupantes, pois as taxas de sobrevida tém diminuido com o passar dos anos. Em 1970 a
sobrevida estimada era de 66%, e atualmente a média é de 63% (p <0,05) (SIEGEL et al. 2015).
Esses dados demonstram que o prognostico relativo ao cancer de laringe tem piorado, 0 que
enfatiza a importancia de se buscar melhores fatores que possam predizer o prognostico e definir
terepéutica.

Ao avaliar a distribuicdo do grau de diferenciacdo entre os casos, 18,8% era bem
diferenciado (G1), 53,1% moderadamente diferenciado (G2), 18,8% pouco diferenciado (G3) e
12,5% nédo possuiam avaliacdo quanto ao grau de diferenciacdo (GX). Estudos tem relatado
percentuais maiores para tumores bem e moderadamente diferenciados, como o Papadas et al.
(2010), que em uma analise de 133 casos de CECL, observou que 59,1% eram G2, 23,5% G3 e
17,4%. No estudo Markou et al. (2013), que avaliaram 1088 casos de CECL, os resultados
demonstram que 43% eram G1, 42,1% G2 e 11,8% G3. Na literatura varios autores evidenciaram
a associacao entre grau de diferenciagdo tumoral e sobrevida em CECL, onde tumores pouco
diferenciados afetavam significativamente a sobrevida (PAPADAS et al., 2010; LIU et al., 2012).
Quando comparamos a Sobrevida com grau de diferenciacdo os resultados ndo foram
significativos. Isto pode ser explicado pelo nUmero pequeno da amostra.

Quanto ao estadiamento T 25,0% eram T1, 28,1% eram T2, 9,4% eram T3 e 37,5%
eram T4, em relacdo ao estadiamento clinico (EC) 37,5% eram estagio | e Il e 62,5% Ill e IV.
Segundo a literatura, 15 a 30% dos pacientes apresentam a doenga no estagio inicial, e 60 a 80%
apresentam a doenca em estagio avancado (IARC, 2014; INCA, 2014; COPONIGRO et al..2009;
JEMAL et al.,2007). Estudos tem demonstrado que a propor¢do de tumores avancados tem
aumentado desde a década de 80. Segundo Brouha et al. (2003) em um estudo com 4693

pacientes com CCP, a propor¢édo de tumores T4 entre 1980-1982 era de 10,6% e entre 1998-2000
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25,2%. Quanto ao cancer de laringe os autores descrevem que entre 1980-82 os tumores T4
representavam 9,8% e entre 1998-2000 14,0%. YU et al. (2012) analisaram 167 pacientes com
CECL, e seus dados demonstraram que o impacto do estadiamento T no tumor é bastante
significativo (p= <0,001), em tumores Tis/T1 a sobrevida em 2 anos foi de 61,3%, enquanto que
de tumores T3 e T4 foram 8,8% e 3,8% respectivamente. Esses dados reforcam a importancia do
diagnostico precoce, bem como o impacto do estadiamento no progndéstico do paciente.

Afim de avaliar as curvas de sobrevida, os casos foram agrupados os estagios em Inicias
(I'e I1) e avancado (111 e IV), entretanto ndo encontramos diferenca significativa.

Em relacdo ao estadiamento N, 65,6 % dos pacientes ndo apresentaram acometimento
dos linfonodos, enquanto que 34,4% demonstraram presenca de metastase regional, independente
do coeficiente (N+). Estudos tém encontrado relacGes semelhantes, como o de YU et al. (2012),
em que na andlise de 167 pacientes com CECL, cerca de 40% apresentaram algum nivel de
metastase regional. Quanto ao prognostico, em nosso estudo, a taxa de sobrevida em 5 anos para
pacientes com presenca de metastase regional foi de 42,0%, enquanto que nos pacientes sem
metéstase regional a sobrevida foi de 84,8%, sendo estatisticamente significante (p = 0,012). Shah
et al. (1997), assim como em nosso trabalho, constataram que pacientes com acometimento
linfonodal (N+) apresentavam taxa de sobrevida de 46,2%, enquanto na auséncia a sobrevida era
de 87,5% para tumores iniciais (T1/T2 NO) e 72,1% para tumores avancados (T3/T4 NO). Esses
dados confirmam os relatos da literatura e enfatizam de maneira clara o impacto que a metastase
regional impde na sobrevida do paciente, reforcando a necessidade de métodos diagnosticos,
incluindo biomarcadores, que possibilitem diagndstico precoce e predicdo de metéstase regional.

Em nosso trabalho 34,4% dos pacientes apresentaram recidiva e/ou metastase a distancia
durante o acompanhamento. Em relacdo ao CEC de cabeca e pescoco, cerca de 5% dos pacientes

apresentam metastase a distancia ao diagndéstico, enquanto que no decorrer da doenca os indices
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variam de 10 a 40% (TAKES et al., 2012). Ao comparar a sobrevida, constatamos que, na
presenca de recidiva local e/ou metastase a distancia, a taxa sobrevida em 5 anos foi de 36,6% e
na auséncia desses fatores 84,4%, sendo a diferenca entre as curvas, estatisticamente significativa
(p= 0,016). Na literatura essa relacdo é bem constatada, onde a presenca de metastase, a taxa de
sobrevida é calculada em 35%. (SIEGEL, 2015). O conhecimento da evolucéo clonal do CECL e
da aquisicdo de caracteristicas biologicas que lhe permitem metastizar é fundamental para
identificar marcadores que possibilitem a indicacdo terapéutica precoce e efetiva nestes casos de

comportamento ag ressivo.

6.1 EXPRESSAO DOS ANTIGENOS HOXD10 E HOXCS8

A literatura tem enfatizado nas Ultimas décadas a semelhanga do cancer com a
embriogénese. Desde a formulagdo da “teoria trofoblastica do cancer”, muitas semelhangas tém
sido descritas entre células germinativas e cancer, sendo um dos achados mais importantes nessa
relacdo os antigenos Cancer-testis. Esse grupo de proteinas € restrito a embriogénese e ndo se
expressam em outras células, a ndo ser germinativas; no entanto, estudos tém identificado sua
expressao em muitos tipos tumorais, incluindo CECL (FIGUEIREDO et al,., 2011) o que
corrobora e aproxima os mecanismos do cancer com a gametogénese. Entre 0s mecanismos mais
semelhantes podemos destacar a proliferacdo, a angiogénese, a invasdo e a evasdo ao sistema
imune. (HANAHAN, 2011; SOUNDARARAJAN, 2004; SIMPSON et al, 2005). (SIMPSON et
al, 2005). Além dos Cancer-testis, muitos outros antigenos envolvidos a embriogénese tém sido
relatados, entre eles podemos destacar os genes da familia HOX. As principais funcdes atribuidas
a esses genes sao de orientar o crescimento espacial do feto, como também de coordenar 0s passos

de formacdo dos membros, conferindo-lhe um papel importante nesse contexto fisioldgico
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(ABATE-SHEN, 2002). Diante disso o estudo dos genes HOX em relacdo ao cancer € muito
importante para compreender um possivel mecanismo tumoral, bem como encontrar novos
biomarcadores.

Chen et al. (2005), ao analisarem a expressdo génica em carcinomas epidermoides de
esdfago e tecido ndo neoplasico, dos 39 membros da familia HOX, 13 demonstravam uma
expressao restrita a células malignas, dentre os quais podemos destacar o HOXC8 e o HOXD10,

Waltregny et al. (2002) compararam amostras de mRNA de canceres de prostata com
seus respectivos tecidos normais e o gene HOXCS8 apresentou expressdo elevada em 12 das 16
amostras avaliadas. Miller et al. (2000) encontraram também uma diferenca de expressdo dos
genes HOXC4, HOXC5, HOXC6 e HOXC8 em céanceres de prostata e suas metastases linfonodais
guando comparado com o tecido normal, sugerindo um papel importante dos genes HOX na
progressdo da malignidade.

Em relacdo aos canceres de cabeca e pescoco ha poucos estudos na literatura. Hassan et
al. (2006) avaliaram a expressdo de membros da familia HOX e varios deles tiveram expresséo
elevada quando comparado com a mucosa normal, séo eles: HOXAL, HOXA2, HOXA3, HOXA5,
HOXA9, HOXB3, HOXB7, HOXB9, HOXC4, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC11, HOXC13,
HOXD9, HOXD10 e HOXD11. Esses achados corroboram com um possivel papel dos genes da
familia HOX na carcinogénese de cabeca e pescogo. Estudos mais recentes tém encontrado genes
HOX como 0 HOXB9 (DARDA et al., 2015) e HOXC6 (MOON et al, 2012) supreexpressos em
células de CCECP. Outros genes HOX tém sido avaliados em CCP, Rivera et al. (2014),
avaliaram a expressédo de HOXA1 e HOXB7 em CEC de cavidade oral e orofaringe. Para 0 HOXA1
0s niveis de expressdo encontrados foram 36,2% para cavidade oral e 39,6% para orofaringe,

enquanto que HOXB?7 os valores foram 41,9% para cavidade oral e 44,2% para orofaringe.
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Especificamente em relacdo ao cancer de laringe ndo identificamos, na literatura, estudos
diretamente relacionados aos genes HOX;

Em nosso estudo verificamos a expressdao por imuno-histoquimica dos antigenos
HOXD10 e HOXC8 em carcinomas espinocelulares de laringe. Observamos que 90,6% dos casos
apresentaram imunomarcacao positiva para HOXD10, enquanto que para antigeno HOXC8 apenas
9,4% apresentaram positividade. A literatura ndo apresenta nenhum estudo que caracterize a
expressao do gene HOXC8 em CECL por IHQ, dessa forma o nosso trabalho é o primeiro a
analisar essa relacao.

A associacdo da expressdo do gene HOX com caracteristicas clinicas e patoldgicas é
conflitante da literatura. Em cancer de mama Carrio et al. (2005) observaram que uma menor
expressao do HOXD10 esta relacionada diretamente a uma maior proliferacdo celular, enquanto
gue no cancer de pulméo, estudado por Plowright et al. (2009), a sua maior expressdo esta
relacionada a uma maior proliferacdo. Estudos tem demonstrado que em tumores de ovario e
mama, 0 HOXD10 se comportaria como um supressor tumoral, regulado pelo miR-10b, um
microRNA responsavel por controlar a sua expresséo (BOURGUIGNON et al, 2010;
NAKAYAMA et al; 2013) Em cancer de cabeca e pescoco Sharpe et al. (2014) analisaram o
antigeno HOXD10 por tissue microarray em 114 amostras, quando positivo a média de sobrevida
encontrada foi de 40,7% e na auséncia de expressdo a sobrevida era de 67,7% (p = 0,001).
Também em CCP, Hakami et al. (2014), analisaram 157 amostras de CEC por tissue microarray e
seus dados demonstraram diferenca significativa entre tecidos tumorais e lesdes pré-malignas. Os
autores constataram, por anélises funcionais em linhagem celulares especificas, que o gene

HOXD10 esté relacionado com proliferacdo e migracéo.
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Em relacdo ao HOXCS8 Du et al (2014) relataram associacao da hiperexpresséo por g°PCR
com fatores de pior prognostico. Em outros tumores como o de colo de utero (ALAMI et al,
1990), prostata (WALTREGNY et al.) e mama (LI et al.,, 2011), estudos encontraram a
hiperexpressao do gene HOXCS relacionado com caracteristicas mais agressivas e metastaticas.

O Grupo de pesquisa GENOPROT tem feitos estudos com os genes HOX relativos a
cancer de cabeca e pescoco. No trabalho de Bueno (2014), a expressdo dos genes HOX foram
analisadas em CECL comparado com as respectivas margens cirdrgicas ndo tumorais, por
microarray e qPCR. Os achados demonstraram varios genes HOX altamente expressos nos
tumores, os quais podemos destacar o HOXC8 e o HOXD10, no entanto suas analises nao
demonstraram diferencas significativas entre as variaveis clinico-patologicas.

Além dos ensaios de expressdo, andlises funcionais de silenciamento genético, via
siRNA, foram realizadas em linhagens celulares de cabeca e pescoco FADU e UMSCC para 0s
genes HOXC8, HOXD10 e HOXD11. Os resultados demonstraram que ambos quando silenciados
isoladamente diminuam significativamente a proliferacdo celular das linhagens, reforcando o
papel desses genes na carcinogénese. Além da relagio com o potencial clonogénico, o
silenciamento do gene HOXC8 levou a uma menor viabilidade na inducdo do apoptose nas
linhagens estudadas, refor¢cando a associagcdo com a morte celular programada.

Em nosso estudo ndo observamos associagdo da expressdo dos genes HOXD10 e HOXCS8
com as variaveis clinicas e patologicas analisadas (Recidiva e/ou Metastase, Tabagismo, Etilismo,
Acometimento Linfonodal, Estagio, Grau de Diferenciacéo). Novos estudos em cancer de laringe
com um numero maior de amostra sdo necessarios para melhor correlacdo da expressao com
caracteristicas clinicas e patologicas.

Mesmo com todo avanco adquirido nos ultimos anos em relacdo ao conhecimento da

biologia molecular cancer, ndo ha davidas de que essa patologia € uma doenca muito complexa e
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pouco compreendida. Independentemente da associacdo da expressdo dos genes HOX com
caracteristicas clinicas e patologicas, sabe-se que tanto 0 HOXD10 quanto 0 HOXC8 séo fatores de
transcricdo, e 0s genes regulados por eles devem ser elucidados para compreender ainda mais a
progresséo tumoral (ABATE-SHEN, 2002).

O tratamento do céncer ainda é muito limitado em alguns aspectos, 0s anticorpos
monoclonais vém adquirindo cada vez mais importancia na clinica oncolégica, visto que podem
ser desenvolvidos para alvos estritamente especificos, tais como os antigenos demonstrado nesse
estudo. Atualmente muitos anticorpos monoclonais terapéuticos ja foram desenvolvidos e um
grande namero estdo em desenvolvimento (REICHERT,2007). O aumento da incidéncia do cancer
e sua importancia como um problema de saude publica em todo o mundo enfatiza a necessidade
do desenvolvimento de novas terapias.

O céancer de cabeca e pescoco tem maior relevancia epidemioldgica em paises em
desenvolvimento como o Brasil, respondendo por altas taxas de morbi-mortalidade. A
compreensdo da carcinogénese de cabeca e pescogo com estudos mais complexos e,
especificamente, do papel dos genes HOX, pode contribuir para a identificacdo de biomarcadores

de progndstico e potenciais alvos de terapia monoclonal.
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Neste estudo foi investigado a expressdo dos antigenos HOXC8 e HOXD10, por imuno-
histoquimica em tecidos tumorais de 32 pacientes com carcinoma espinocelular de laringe.
Conforme os resultados podemos concluir que:

e Houve imunomarcacdo para o antigeno HOXD10 em 90,6% nos tecidos analisados
enquanto que para antigeno HOXC8 a imunomarcagdo ocorreu em 9,4% dos casos
marcados;

e Nd&o foram observadas correlacdo entre as imuno/expressdo e os dados clinicos
histopatolégicos;

e Foi observado correlacdo inversa da sobrevida em 5 anos com a presenca de recidiva

e/ou metastase (p=0,016) e entre a presenca de linfonodos acometidos (p=0,012);
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