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RESUMO

O Carcinoma de Células Escamosa Oral (CCEOQO) é a neoplasia maligna mais comum
que afeta a cavidade oral, sendo responsavel por mais de 90% dos casos
diagnosticados neste sitio anatémico. Apesar dos recentes avan¢os no tratamento, a
taxa de sobrevivéncia de 5 anos ainda gira em torno de 30-50%. Mecanismos
moleculares que esclarecem a agressividade de lesdes ajudam na identificacdo de
quimioterapicos que possam ser utilizados para melhorar a taxa de sobrevida. O
objetivo deste estudo foi investigar a imunoexpressao da proteina PTEN através da
técnica de imuno-histoquimica (IHC) em amostras de pacientes com carcinoma
epidermoide de boca (CEB) e relaciona-la com caracteristicas clinico-patoldgicas,
grau histoldgico e sobrevida e, ao lado disso, avaliar a presenca de delecdo alélica
através da técnica de FISH. Nossos resultados mostraram que em um total de 119
casos de carcinoma epidermoide, 31 casos foram negativos para expresséo de PTEN
e 88 casos foram positivos, sendo 15 (17,05%) bem diferenciados, 43 (48,86%)
moderadamente diferenciados e 30 (34,09%) pouco diferenciados. Considerando as
caracteristicas clinico-patologicas ndo foram encontradas correlacbes estatisticas
significantes com a expressdao de PTEN por IHC. Em relacdo a sobrevida foi
observado que pacientes com infiltrac&o linfononal (N) = 2 ou 3 cm tem risco 4 vezes
maior de ir a 6bito do que um paciente com N =0 ou 1 cm. Por fim, houve associacao
significativa entre expressao por IHC negativa e o resultado da técnica de FISH no
que diz respeito a delecao e entre expressao por IHC positiva e o resultado da técnica
de FISH n&o deletado.

Palavras-chave: PTEN. Carcinoma epidermoide bucal. Sobrevivéncia.



ABSTRACT

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most common malignant neoplastic that
affects the oral cavity, accounting for 90% of all cases diagnosed in this anatomic site.
Despite the recent advances in the treatment, the survival rate varies from 30 to 50%.
Molecular mechanisms which elucidates the agressive behaviour of these lesions help
to identify new chemotherapeutics that might be used in the treatment in order to
improve the survival rates. The aim of this study was investigating the imunoexpression
of PTEN protein through the immunohistochemical technique (IHC) in CEB samples
and relate them with clinicopathological features, histological grades and survival and
in addition, evaluate the presence of allelic deletion through the Fluorescent In Situ
Hybridization technique (FISH). Our results showed that a total from 119 cases of CEB,
31 cases were negative to expression of protein PTEN and 88 cases were positive for
PTEN, from which 15 (17,05%) were well differentiated, 43 (48,86%) moderately
differentiated and 30 (34,09%) were poorly differentiated. Considering the
clinicophatological features, there were not statistically significant correlations with the
IHC expression of PTEN. Regarding the survival rates, it was observed that patients
presenting lymph node infiltration (N) = 2 or 3 has 4 times greater risk of dying than
those presenting N = 0 or 1. Finally, there was a significant association between
expression by IHC negative and the result of FISH technique regarding the deletion,
and between the positive PTEN expression and the non-deleted result of FISH

technique.

Keywords: PTEN. Oral Squamous Cell Carcinoma. Survival.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma epidermoide € a neoplasia maligna mais comum que afeta a boca
sendo responsavel por mais de 90% dos casos diagnosticados neste sitio anatémico.
Apesar dos avancos no campo da quimio e radioterapia e das técnicas cirurgicas, a
sobrevida dos pacientes com carcinoma epidermoide de boca (CEB), avaliada em
cinco anos, nao tem melhorado nas ultimas décadas, variando em torno de 30 a 50%
em varias partes do mundo (GALBIATTI et al., 2013; PATHARE et al., 2011).

A avaliagdo do prognostico e as decisdes sobre estratégias de tratamento do
CEB sao baseadas no sistema tumor nédulo metastase (TNM) proposto por Union for
International Cancer Control (UICC) (GOSPODAROWICZ; WITTEKIND; SOBIN,
2009) e pela American Joint Committee on Cancer (AJCC). (GREENE; PAGE;
MORROW, 2002).

Em virtude de tais fatores clinicos possuirem limitado valor progndstico para o
CEB é importante identificar novos marcadores moleculares que auxiliem na avaliacdo
da agressividade da doenca para fornecer melhor caracterizacéo terapéutica para os
pacientes e em Ultima andalise validar a acdo de quimioterapicos, o que seria
importante para a diminuicdo da morbidade provocada pelas cirurgias mutiladoras
(VORA et al, 2003; KUDO et al.,2004; HAGEN; SIMON JUNIOR, 2007;
LINDENBLATT et al., 2012).

Em 1997, Jing Li et al. identificaram um gene supressor de tumor denominado
PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue) que funciona como fosfatase em ampla
variedade de neoplasias humanas, tais como: glioma, cancer de mama, prostata,
endométrio e pele. O gene PTEN esta localizado no cromossomo 10923 e a proteina
por ele expressa, € constituida de 403 aminoacidos, sendo seu principal substrato in
vivo, o fosfatidilinositol 3-4-5 trifosfato (PIP3) o qual esta presente na membrana
celular (MYERS et al., 1997). A proteina Phosphatase and Tensin homologue (PTEN)
atua como supressora de tumor no citoplasma desfosforilando a molécula PIP3,
convertendo-a em fosfatidilinositol 4-5 difosfato (PIP2). Desta forma, PTEN mantém
niveis baixos de PIP3 e niveis altos de PIP2 e assim antagoniza diretamente a
atividade da proteina quinase PI3K, necessaria para a ativagdo de AKT, uma proteina
associada a proliferacéo celular, apoptose, invasdo e metastase, em varios estudos
de carcinogénese oral (PLANCHON; WAITE; ENG, 2008; PONTES et al., 2014).
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No presente estudo, ndés avaliamos a imunoexpressdao da proteina PTEN
através da técnica de Imuno-histoquimica em amostras de carcinoma epidermoide de
boca diagnosticados no Servigo de Patologia Oral do Hospital Universitario Joao de
Barros Barreto (HUJBB), e posteriormente correlacionamos tal expressédo com alguns
parametros clinicos-patoldgicos (idade, género, tabagismo, etilismo, localizagéo,
tamanho do tumor, envolvimento linfonodal e estadiamento) e com a sobrevida dos
pacientes, ao lado disso foi avaliada através da técnica de Hibridizacdo In situ
Fluorescente (FISH), a presenca de delecéo alélica nas amostras e os resultados
obtidos foram relacionados com a expressdo por Imunoistoquimica e a presenga ou

auséncia de delecédo alélica por FISH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma epidermoide bucal

A prevaléncia do CEB em diferentes paises e regides € demonstrada por
dados epidemiolégicos que apontam um numero em torno de 95% de todos os
tumores malignos diagnosticados na cavidade oral (LO et al., 2003; VIGNESWARAN;
WILLIAMS, 2014). O Brasil, como um pais que vem sofrendo mudancas em seu perfil
demografico, em consequéncia de fatores como urbanizacdo, industrializacdo e
avancgos na ciéncia e na tecnologia, também adquire transformagdes epidemioldgicas,
ja que a exposicao aos fatores de risco contemporaneos se torna mais intensa. Por
meio de analise e monitoramento, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima-se
gue o numero de novos casos de cancer da cavidade oral, no pais, para 2016 séo
totalizados em 15.490 casos novos o0 que configura a sétima neoplasia maligna mais
comum em homens com 11.140 casos e nona em mulheres com 4.350 casos (INCA,
2016). Em relacdo ao estado do Para a estimativa de novos casos de cancer de
carcinoma de boca para o ano de 2016 mostra que sao esperados 210 casos novos.
Destes, 130 casos novos sao previstos em homens e 80 em mulheres (INCA, 2016).
Dentre estes, o0 mais comum tipo de neoplasia maligna bucal é o carcinoma
epidermoide, o qual € responsavel por nove em dez lesbes malignas diagnosticadas
(LO et al., 2003; VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014).

O habito de fumar tabaco é o fator predisponente mais importante para o
desenvolvimento do CEB. Ao observar aspectos do tabagismo como frequéncia do
habito, quantidade e tipo de fumo, verificou-se que ex-fumantes que abandonaram o
habito do vicio por um periodo maior que 10 anos, apresentam menor probabilidade
de desenvolver a doenga, enquanto que fumantes de cigarros com alta concentracéo
de substancias nocivas, podem ter um aumento de risco em até dez vezes para o
carcinoma de lingua e de até catorze vezes para outros sitios bucais em comparacéo
com os nao fumantes. A probabilidade de desenvolvimento de carcinoma para ambos
os locais esta ligada diretamente com o aumento do niumero de cigarros e a duracao
do habito de fumar. O risco associado ao consumo de cigarros cresce com o aumento
do consumo, em outras palavras, existe um efeito de dose-resposta (FRANCESCHI
et al., 1992; MORENO-LOPEZ et al., 2000; SEBASTIAN et al., 2014).
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Dentre as substancias carcindgenas existentes no tabaco, destaca-se as N-
nitrosaminas:  N-nitrosonornicotina  (NNN), 4-metil-N-nitrosamina (NNK), N-
nitrosoanatabina (NAT) e N-nitrosoanabasine (NAB), e radicais livres que impedem a
acdo de enzimas antioxidantes como a glutationa-S-transferase (GST), glutationa-
redutase, superoxido dismutase (SOD), catalase, e glutationa peroxidase (SCULLY,
2011). A exposicao persistente do trato aerodigestivo superior aos carcindgenos do
tabaco, causa alteracdes genéticas que afetam a mucosa do trato aerodigestivo (boca,
nariz, faringe, traquéia, bronquios, pulmdes) e persistem por muitos anos, mesmo que
o paciente pare de fumar. H4 também aumento de tumores em outros sitios, devido a
circulacdo no sangue de cancerigenos absorvidos para outros 6érgdos como pulméao,
esbfago e bexiga. E ainda outras possiveis consequéncias adversas para a saude,
como a doenca pulmonar obstrutiva crénica e doenca cardiaca aterosclerotica
(WARNAKULASURIYA; SUTHERLAND; SCULLY, 2005; SCULLY, 2011).

Outro fator importante a ser considerado é o consumo isolado de alcool, o
qual apesar de néo ser considerado um fator causal do CEB, pode, quando consumido
conjuntamente com o tabaco, induzir a liberacdo de substancias genotoxicas, tais
como, 0 etanol e o acetaldeido, potencializando dessa forma, o aumento do risco
(BLOCHING et al., 2010). A combinacdo do abuso do alcool e tabaco, por longos
periodos, pode aumentar o risco de uma pessoa adquirir o CEB em mais de quinze
vezes (NEVILLE et al., 2009).

A maior prevaléncia do cancer de boca em homens é perceptivel mundialmente
numa proporcédo 2:1 (24 : 19), principalmente devido ao fato destes estarem mais
expostos aos fatores de risco citados anteriormente, embora essa patologia em
mulheres tenha aumentado em muitas partes do mundo especialmente em funcao de
mudancas comportamentais (JOHNSON; JAYASEKARA; AMARASINGHE, 2011;
RAO et al., 2013; NASHER et al., 2014). O CEB acomete, geralmente, pacientes a
partir da sexta década de vida, sendo que pacientes com menos de 45 anos sao
considerados jovens. A relacdo do aumento do CEB com a idade ocorre tanto pelo
fato do simples aumento do tempo de exposi¢ao do individuo ao carcindgeno, quanto
pela alteracdo no equilibrio metabdlico e hormonal do individuo que propicia falha na
defesa contra os processos de iniciagdo e promoc¢ao do processo neoplasico (VORA
et al., 2003).

Ja em relacao aos locais de acometimento, a lingua, seguida do soalho bucal,

sao os sitios mais comuns de origem do CEB, representado por valores em torno de
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50% das amostras em varios estudos, sendo o principal local, também, nos pacientes
gue nao apresentam o habito de fumar e naqueles pacientes considerados jovens
(VORA et al., 2003).

Quanto a ma higiene bucal como fator etiologico para o desenvolvimento do
CEB, Bloching et al. 2007, conduziram um estudo clinico prospectivo e verificaram a
presenca de constituintes genotdxicos da placa dental, como polimicrobiota e estado
precario de conservacdo da denticdo dos individuos, podem possuir relevante
interassdo mutagénica atuando como co-fator na carcinogénese. Dentre estes
aspectos, destaca-se o indice de placa, nimero de dentes extraidos e ndo reabilitacdo
protética, assim como, fatores relacionados a atividade genotdxica de elementos
encontrados na saliva. Notou-se que a higienizacdo regular da cavidade oral possui
significante acdo de limpeza e remocgédo de elementos prejudiciais a saude oral,
reduzindo a agdo de toxinas microbiolégicas e metabdlitos. A ma higiene bucal, por
sua vez, mostrou ser fator de aumento do risco para cancer de cabeca e pescoco.
Pacientes com periodontite também foram mais propensos a ter carcinoma
epidermoide bucal pouco diferenciado, do que aqueles pacientes com boa higiene
periodontal (TEZAL et al., 2009). Curiosamente, a pratica da ma higiene bucal também
confere um risco maior para o cancer de es6fago (ABNET et al, 2008).

Finalmente, a escolha do tratamento depende da localizagéo e do tamanho do
tumor primario, da idade e saude geral do paciente, da morbidade associada ao
tratamento, da experiéncia e habilidade do cirurgido e do radiologista oncoldgico, além
dos anseios do paciente (HUSSEINY et al.,, 2000). Convém ressaltar que a
radioterapia € a terapia de eleicdo para os casos avanc¢ados, independente do sitio
bucal de acometimento, complementada, quando possivel, com a cirurgia, ou mesmo
associada a quimioterapia (HADDADIN et al., 2000).

2.2 Gene PTEN

Phosphatase and Tensin Homologue Chromosome Ten (PTEN), também
denominado de Mutated in Multiple Advanced Cancers 1 (MMAC1) e TGFB- regulated
and epithelial cell- enriched phosphatase (TEP), € um gene suppressor de tumor de
200 kb que esta localizado no cromossomo 10 (10g23), descrito pela primeira vez em
1997 por diferentes pesquisadores (STECK et al.,1997; LI et al., 2012).
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Figura 1 -Representacédo do gene PTEN
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Fonte: GSTATIC, [20--].

O gene PTEN codifica a proteina PTEN, formada por 403 aminoacidos, a qual
pertence a familia das proteinas tirosino-fosfatases (PTP). A estrutura cristalina de
PTEN revela uma sequéncia N-terminal associada ao dominio fosfatase e uma
sequéncia C-terminal, associada ao dominio C2. A cauda C-terminal contém sitios de
fosforilacdo que parecem ser responsaveis por manter a estabilidade da proteina
PTEN e possui um sitio de ligacéo para proteinas que contém o dominio PDZ!. A
fosforilacdo de PTEN ocorre especialmente nos residuos de serina 370 e treonina 385
(GERICKE; MUNSON; ROSS, 2006), porém a fosforilagdo nos sitios formados por
residuos de serina 380 e treonina 382 e 383, aumenta a estabilidade da proteina
PTEN (CHOW; BAKER, 2006).

PTEN é classificada como uma enzima interfacial do tipo hopping enzyme, pois
solta-se facilmente da membrana e de outras vesiculas (GERICKE; MUNSON; ROSS,
2006). Atua como supressor tumoral ao desfosforilar, no citoplasma, o fosfatidilinositol
3-4-5-trifosfato em fosfatidilinositol 4-5 bifosfato. Desta forma, PTEN antagoniza
diretamente a atividade da PI3K, provocando diminuicdo dos niveis de PIP3 e
aumento de PIP2, inibindo assim, a atividade de AKT (Protein kinase B), uma proteina
kinase serina/threonina, que é a chave em multiplos processos celulares como
metabolismo da glicose, apoptose, proliferacao celular, e migracéo celular (Figura 2).
PTEN, ao bloquear a ativacdo de Akt, atua de forma a inibir a migracéo, a invasao e
a progressdo do ciclo celular (PLANCHON; WAITE; ENG, 2008; GIUDICE;
SQUARIZE, 2013).

1 PDZ é uma combinacéo das primeiras letras de trés proteinas PSD95, DIgA e zo-1.
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Figura 2-Representacéo da via de sinalizacdo PISK/AKT
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Fonte: Modificado de PLANCHON; WAITE; ENG, 2008.

Nota: representacéo da via de sinalizacao PI3K/AKT/PTEN, onde a ativacdo do receptor pelo ligante,
fosforila PIP2 transformando em PIP3, que ira fosforilar AKT resultando na proliferacdo celular,
apoptose entre outros efeitos.

A PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) pertence a uma familia de kinases
lipidicas intracelulares que fosforilam o grupo 3’-hidroxil do fosfatidilinositol. A proteina
PI3K séo divididas em classe I, classe Il, classe Ill de acordo com suas caracteristicas
estruturais, € uma proteina composta de uma subunidade catalitica, denominada
pl110, e uma subunidade regulatéria, denominada p85. Os produtos lipidicos de PI3K
atuam como segundos mensageiros, por ligacédo e ativacdo de varias moléculas da
via de sinalizacao (GIUDICE; SQUARIZE, 2013).

A ativacao de PI3K ocorre atraves do fator de crescimento, via receptor tirosino-
quinase, ou por meio da ativacdo de RAS (RAt Sarcoma virus). A ligacdo da
subunidade 85 kDa com o receptor, conduz a subunidade catalitica 110 kDa de PI3K
para proximo da membrana, a qual catalisa e fosforila fosfoinositideos, produzindo
PIP3, a partir de PIP2 (CIDADO; PARK, 2012). A via PI3K esta envolvida no controle
de funcbes celulares e propriedades fundamentais, e inclui o crescimento celular,
proliferacédo, diferenciacdo, sobrevivéncia, metabolismo, trafego vesicular, rearranjo
do citoesqueleto e motilidade (KATSO et al., 2001; CANTLEY, 2002).

Isoformas de PI3K de classe | sdo compostos de pl10a (PIK3CA), p110p3
(PIK3CB), p110y (PIK3CG) e p1106 (PIK3CD). As PI3Ks de Classe | estao divididas
em dois grupos, Classe IA e Classe IB, com base na estrutura e diferencas funcionais.
As tirosina quinases receptoras (RTKSs), tais como o receptor de factor de crescimento
epidérmico (EGFR), receptor do factor de crescimento de hepatécitos (HGFR ou Met),
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receptor de fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGFR), receptor de factor
de crescimento de fibroblastos (FGFR), e receptor do factor-1 de crescimento insulina-
like (IGF-1R), atuam como ativadores principais de Classe IA PI3K. A proteina HRAS
que é isoforma da proteina RAS também ativa isoformas PI3K Classe | (CHANG et
al., 2003). HRAS é frequentemente mutado em carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco (CECP), especialmente em tumores de pacientes asiaticos e a sua interacdo
com pl110a é mediada pelo dominio RBD em p110a. A isoforma de PI3K Classe 1A
(PIK3CA) é um efetor crucial para a génese tumoral de RAS. A Classe IA de PI3K é
a classe mais comum envolvida em canceres humanos e esta localizada no
cromossoma 3(26.32 e codifica a subunidade catalitica p110a de PI3K (GIUDICE;
SQUARIZE, 2013).

AlteracOes genéticas em genes PI3K e aberracdes epigenéticas na sinalizacéo
PI3K sdo comumente encontradas no desenvolvimento e progressao do cancer em
varios tumores: célon, cérebro, estbmago, mama e pulmao. O PI3KCA é o Unico gene
na familia de PI3K com mutacdes somaticas especificos de tumores (SAMUELS et
al., 2004). A via PI3K apresenta com maior frequéncia mutacdes em carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco, em torno de 30,5% dos casos (STRANSKY et al.,
2011). Outras vias também podem estar mutadas, além da PI3K, como a via MAPK.
Estas muta¢des concomitantes podem resultar em uma ma resposta a quimioterapia
(LUl et al. 2013). Tumores com genes da familia de PI3K alterados, incluindo PISKCA
e PTEN, sdo extremamente sensiveis a inibidores de PI3K/mMTOR (do inglés,
mamalian target of rifamycin), sugerindo que esses inibidores da via podem ser
utilizados como um tratamento quimioterapico (JANKU, et al., 2011).

PIP3 € um mediador lipidico que também possui a funcéo de recrutar proteinas
que possuem dominio PH (pleckstrin homolog) para a membrana, tais como Akt e
PDK (Pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase), possibilitando a ativacdo de AKT
por PDK1 para a membrana. PDK1 uma vez na membrana fosforila Akt nos residuos
Treonina 308 e Serina 473, ativando-a (CIDADO; PARK, 2012). A acao fosfatase de
PTEN ocorre na posicado D3 do fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) e antagoniza a
acao da PI3K, funcionando como um regulador negativo por ubiquitinizar a via de
transducéo de sinal na regulacdo do crescimento, proliferagéo e sobrevivéncia celular
(CHOW; BAKER, 2006; PLANCHON; WAITE; ENG, 2008).

AKT (alpha serine/threonine-protein kinase) é uma familia de genes (AKTL1,

AKT2 e AKT3), expressos na maioria dos tecidos do corpo. Estes genes codificam



25

AKT1 / PKB-a, AKT2 / PKB-B e AKT3 / PKB-y, que partiiham um elevado grau de
similaridade de aminoacidos e sdo ativados por vias semelhantes em uma maneira
dependente da PI3K (HERS; VICENT; TAVARE, 2011). Os locais de fosforilagéo de
AKT juntamente com os marcadores de ativacdo de mTOR, tém valor prognéstico e
tém sido implicados na previsdo da resposta em quimioterapia para cancer de mama
e pulméo (WALLIN et al., 2010). A ativacdo de AKT ocorre em lesGes pré-malignas e
em fase tardia carcinomas de cabeca e pescoco, estando relacionada com
prognastico clinico (YU et al., 2007). A superexpressao de AKT1 resulta em lesGes
orais que sao blogueados por senescéncia e o silenciamento posterior de p53 permite
progressdo maligna (MORAL et al., 2009).

A proteina PTEN apresenta tamanho de aproximadamente 47.000 Daltons,
entra no nucleo por difuséo passiva e pela ligacéo da proteina PTEN com MVP (Major
Vault Protein) (PLANCHON; WAITE; ENG, 2008). A func¢do celular de MVP néo é
completamente conhecida, porém sua estrutura e localizac¢ao citoplasmatica préxima
da membrana nuclear, sugere relacdo com o transporte celular de moléculas. A
localizacdo de PTEN é predominantemente citoplasmatica, porém observou-se em
culturas de células, a presenca de PTEN intranuclear, 0 que sugere a interagdo com
MVP na mediagao da localizacdo intranuclear de PTEN. O exato mecanismo de
entrada de PTEN no compartimento nuclear ainda é controverso (YU et al., 2002).

Dentro do nucleo, PTEN mantém a estabilidade cromossémica através da
checagem do ciclo celular protegendo as células de danos oxidativos (MING; HE,
2012). A atividade de PTEN no nucleo resulta em regulagdo negativa por
desfosforilacdo de MAPK (Mitogen-activated protein kinases) e ciclina D1, que induz
a parada da multiplicacdo celular em GO-G1. Este evento produz a diminuicdo do
crescimento tumoral, mostrando a funcéo supressora de tumor de PTEN. O equilibrio
entre o PTEN citoplasméatico e o PTEN nuclear é importante para a estabilidade
celular, uma vez que o PTEN no citoplasma pode estar relacionada com a inibi¢do da
via PI3K/AKT, enquanto a marcacdao nuclear com o reparo do DNA. Deve-se
mencionar também que a diminuicdo dos niveis de PTEN intranuclear aumenta a
atividade das caspases 3/7, mecanismo associado a apoptose (PLANCHON; WAITE;
ENG, 2008).

A interacdo entre PTEN e p53 ocorre por acetilagcdo mediada por uma enzima
acetiltransferase chamada p300/CBP, que promove mudanc¢a conformacional de p53

formando um tetramero, que permite a interagéo entre PTEN e p53. Essa associagéo
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encontra-se significativamente aumentada apés o tratamento com radiagao ionizante
e radiagdo ultravioleta. Essa interagéo € importante para a manutencgdo da acetilagdo
de p53 em resposta ao dano no DNA (LI et al., 2006).

O TP53 é um gene supressor de tumor localizado no cromossomo 17p12,
mutado em cerca de metade de todos os CECP (STRANSKY et al., 2011; BRENNAN
et al., 1995). Perda funcional de p53 tem sido demonstrado em muitos tumores em
humanos e desempenha um papel critico na transformacéo maligna (HOLLSTEIN et
al.,1991). Alteracbes de TP53 estéo presentes precocemente nas lesdes pré-malignas
como displasias da cavidade oral e a prevaléncia destas mutagbes, aumenta com a
progressao histopatoldgica da displasia para carcinoma invasivo (BOYLE et al., 1993).
Em circunstancias normais, em resposta a danos no DNA, a p53 se acumula no
interior do nucleo e causa a parada do ciclo celular para checagem e reparo do dano,
caso o reparo do DNA néo seja bem-sucedido, a p53 desencadeia a senescéncia ou
apoptose (HAUPT et al., 2003).

No entanto, as células que albergam mutagcbes em TP53 ndo vao sofrer
checagem do ciclo celular, apoptose ou senescéncia. As células deficientes em TP53
podem replicar na presenca de DNA danificado e acumular mutacdes genéticas
adicionais, levando a divisao celular ndo reparada e formagé&o e progressao do tumor.
Mutacbes no gene TP53 em CEB, tém sido associados com resposta limitada ao
tratamento cirdrgico, radioterapico ou quimioterapico e morte. Resposta limitada do
tumor a radiacdo ou quimioterapia também tem sido associada com mutacdes em
TP53. Arranjos de TP53 por mutacéo, delecdo, ou outros mecanismos de inativacéo
foram encontrados em 95% dos tumores de carcinoma epidermdéide refratarios a
radiacdo (GANLY et al., 2000). Os riscos de recorréncia loco-regional e morte apés
uma terapia de radiacéo primaria ou pos-operatorio verificou-se ser significativamente
maior para pacientes com mutacdes em TP53 (SKINNER et al, 2011; TAN; MYERS;
AGRAWAL, 2013).

O oncogene HRAS também tem sido implicado na génese do CEB, com
incidéncia variando entre 0% em populacbes ocidentais e 35% em populacbes
indianas (XU et al., 1998). Estas diferencas na frequéncia das mutacdées podem estar
relacionadas com o uso de mascar tabaco e betel, embora também possa refletir as
variacfes genéticas entre os grupos étnicos (MURUGAN; MUNIRAJAN; TSUCHIDA,
2012). Proteinas Ras sdo GTPases que funcionam como interruptores de sinalizacao,

alternando entre o estado ativo ligada a guanosina trifosfato (GTP) e o estado inativo
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ligada a guanosinas difosfatos (GDP). A via Ras ativada, em seu percurso, ativa Raf,
que por sua vez fosforila MEK, que posteriormente ativa ERK (via Raf / MEK / ERK)
envolvido na regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia
(CASTELLANO; DOWNWARD, 2010).

PTEN esta relacionada, também, ao controle da estabilidade da proteina p53
ao antagonizar a via AKT-MDM2. Quando a proteina AKT est4 ativada fosforila MDM2
(murine doble minute 2), uma ubiquitina-ligase, nos residuos de aminoacidos Serl166
e Serl86. Essa fosforilagcdo promove a translocacdo de MDM2 do citoplasma para o
nucleo, contribuindo para a degradacao da proteina p53. Sendo assim, a proteina AKT
age indiretamente na regulacdo de p53 (OGAWARA et al, 2002; MAYO; DONNER,
2002).

Figura 3-Relacdo entre PTEN e p53 em células neoplésicas. (a) Demonstra a
fosforilagdo de Mdm2 no citoplasma por AKT, que induz a ligagdo com p53 no nucleo.
(b) Agéo inibitéria de PTEN sobre PI3K

(a) Fator de crescimento (b) Fator de crescimento

s Receptor Receptor

PI3K

B

Fonte: Modificado de MAYO; DONNER, 2002.

Nota: (A) Demonstra a fosforilagdo de AKT e fosforilagdo de MDM2 no citoplasma, induzindo a
ligagdo com p53 no nucleo. (B) Acéo inibitdria de PTEN sobre PI3K, evitando a fosforilagdo e
assim inibindo a degradacao de p53 por MDM2.

2.2.1 PTEN em Neoplasias

Mutacfes somaticas do gene PTEN ocorrem em uma grande porcentagem de
canceres humanos, com 0s numeros mais elevados sendo encontrados nos canceres
do endométrio (38%), SNC (20%), pele (17%), e prostata (14%). Essas alteragoes,
incluindo mutacoes, inser¢cdes e dele¢bes, ocorrem por todo o gene, embora haja
mutacdes em aminodcidos especificos (Arg130, Argl73 e Arg233). No entanto, essas
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mutacdes ndo sdo especificas para um tipo particular de cancer. Supressao alélica
completa de PTEN também é frequentemente observada em cancer da mama e da
préstata, bem como no melanoma e gliomas (SONG; SALMENA; PANDOLFI et al,
2012).

Mecanismos de inativacdo do gene PTEN estdo em destaque em canceres
esporadicos. No cancer endometrial, mutacfes sdo detectadas em complexas
hiperplasias atipicas (lesbes pré-malignas na progressdao da neoplasia do
endométrio), sugerindo um papel na iniciacdo dos carcinomas endometriais
(CHALHOUB; BAKER, 2009). A preservacédo da fungédo supressora de tumor da
proteina PTEN, conforme demonstrado por imunomarcacao positiva de PTEN, parece
ser um importante e independente indicador de progndstico de sobrevivéncia
favoravel em pacientes com carcinoma endometrial avancado (KANAMORI et al,
2001). MutacBes no gene PTEN parecem ser pouco frequentes em outras neoplasias
ginecoldgicas (ODILE, 2005). Mutacdes de PTEN foram relatadas em hiperplasias
endometriais com e sem atipia citolégica, resultando na hipotese de que a perda de
funcdo de PTEN predispde as células do endométrio para a transformacao neoplasica
(LATTA; CHAPMAN, 2002). Tais mutacdes tém sido relatadas em 18-55% de lesbes
pré-malignas do endométrio e em 50-83% dos adenocarcinomas do endométrio
(ODILE, 2005).

Em adenocarcinomas gastricos, 10 a 50% dos casos apresentam perda no
cromossomo 10q ou 17q, nos quais PTEN e TP53 estéo respectivamente localizados
(OKI et al.,, 2005). PTEN e TP53 estdo frequentemente mutados em neoplasias
humanas, porém a mutacdo simultdnea de ambos nédo € comum (FREEMAN et al.,
2003; KOHN; POMMIER, 2005). A inativacdo funcional da proteina PTEN em
adenocarcinomas gastricos demonstra estar intimamente ligada ao desenvolvimento,
progressdo e prognoéstico da doenca. Essa inativacdo pode ser atribuida a uma
mutacdo do gene, a perda de heterozigosidade, hipermetilacdo do promotor, a
regulacdo da expressao do gene mediada por microRNA e pela fosforilagdo pos-
transcricional. A proteina PTEN também esta envolvida em mecanismos que regulam
a resisténcia dos tumores a quimioterapia (XU; YANG; LU et al., 2014). A expresséao
de PTEN ¢ alta em tecidos gastricos normais e vai reduzindo conforme a progressao
dos estagios de malignidade do estbmago, até ser pouco expresso em estagios

avancados de carcinoma gastrico com doenca metastatica para linfonodos, indicando
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gue a expressao de PTEN em carcinoma gastrico pode avaliar o grau de progressao
da doenca e servir como estadiamento patoldgico do tumor (BAI et al., 2013).

A perda de PTEN desempenha um papel importante na progressao de tumores
do sistema nervoso central, desde astrocitomas de grau inferior ao glioblastoma
multiforme. Mutacdes soméaticas de PTEN sao detectadas em mais de 40% dos
glioblastomas e a expressado da proteina PTEN é muito baixa ou ausente em dois
tercos destes tumores (ABOUNADER, 2009). No SNC, perda de 10q, incluindo PTEN,
€ encontrada em cerca de 70% dos glioblastomas e marca a transicdo para o grau
mais agressivo dos tumores astrociticos. Mutagdo soméatica no segundo alelo de
PTEN, o que resulta na inativacao bialélica, ocorre em 25% a 40% dos glioblastomas
(FURNARI et al., 2007).

O céancer de mama primario ou metastatico, também esta relacionado a perda
de atividade da proteina ou do gene PTEN. Um estudo recente investigou o espectro
de mutacéo e de alteracdo na proteina PTEN em 43 pacientes com lesdes mamarias
precursoras ou com cancer de mama e 10 individuos saudaveis. A analise mutacional
nos éxons 1, 5, 7 a 9 do gene PTEN revelou varias mutacdes, a maioria causando o
truncamento da proteina PTEN e consequentemente perda de atividade. Niveis
aumentados da proteina PTEN fosforilada também foram observados por
imunohistoquimica em pacientes com cancer de mama e lesdes mamaérias
precursoras, sugerindo uma associacdo entre o cancer da mama e mutacdes de
PTEN, que resulta na producdo de formas truncadas da proteina correspondente,
indicando assim que a carcinogénese da mama é potencialmente relacionada com a
perda de atividade de PTEN em vez de perda de expressao (KECHAGIOGLOU et al.,
2014).

O cancer de pulméo € a principal causa mundial de mortalidade relacionada ao
cancer. PTEN é comumente mutado em varios tipos de cancer de pulméo, como o
carcinoma de pulmdo de células escamosas, carcinoma de grandes células e o
adenocarcinoma. Embora as mutagdes de inativagédo de PTEN estejam presentes em
aproximadamente 10% em células ndo pequenas de cancer de pulméo (NSLCC, do
inglés non small lung cancer cell), a expressdo de PTEN é diminuida em tumores de
maiores proporcdes (quase 70%), possivelmente por mecanismos epigenéticos
(TANG et al., 2006; LI et al, 2012). Uma frequéncia elevada de mutacdes no locus de

PTEN foi notada em carcinoma de pulmé&o, porém o papel das alteracdes observadas
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em PTEN e sua associacdo com a génese do carcinoma de pulmdo n&do séo
totalmente compreendidos (BOESPFLUG et al., 2013).

Yun et al. (2013), através de um estudo imunohistoquimico mostraram que a
perda de expressdo de PTEN, EGFR, TGF-a e a superexpressao de pAKT estao
significativamente correlacionadas com os estagios do carcinoma de NSLCC
sugerindo que ambas as atividades podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e progressao destes estagios. Este estudo revelou ainda que a
alteracdo do gene PTEN esta associada com estidgio avancado e metastases
linfonodais, sugerindo que PTEN pode desempenhar um papel importante na
regulacdo de progressdo tumoral e metastases durante o desenvolvimento do
NSLCC. Porém, o papel exato do PTEN na génese do NSLCC permanece
desconhecido.

A sindrome de Cowden é uma sindrome autossémica dominante ocasionada
por mutacdes na linhagem germinativa de PTEN, caracterizada por macrocefalia,
lesGes gastrointestinais, além de os pacientes desenvolverem multiplos hamartomas
bem como tumores benignos e malignos da tireoide e apresentarem maior risco de
cancer de mama e endométrio, tratando-se de pacientes do género feminino (CULLY
et al., 2006; PRADELLA et al., 2014). As alteracOes genéticas ou delecdes de PTEN,
além de ocorrer em uma variedade de tumores solidos, também tém sido descritos
frequentemente em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (GAN; ZHANG,
2009; ZHANG, 2010).

2.2.2 PTEN em carcinoma epidermoide bucal

A maioria dos pacientes com tumores de boca, expressa moderada quantidade
da proteina PTEN nos tecidos normais adjacentes ao tumor, enquanto, PTEN nao
estd expressa na camada basal de lesdes potencialmente malignas. Durante a
transformacdo maligna, o epitélio normal adjacente ao tumor, expressa PTEN em
maior quantidade, o que sugere expressao aumentada de PTEN nessas células como
resposta protetora inicial. Entretanto, muitas displasias e carcinomas epidermoides
invasivos de cavidade oral, apresentam diminuicdo da expressdo de PTEN,
especialmente observado nas zonas de invasédo epitelial no estroma circundante,
indicando que PTEN pode ser regulada pela interacdo das células tumorais com o

microambiente celular do paciente. A expressao reduzida de PTEN também esti
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relacionada com a disseminacado linfatica linfonodal do CEB, pois a expressao
diminuida de PTEN em pacientes com doenca linfonodal metastatica avancada, tem
sobrevida curta e prognadstico reservado (LEE et al., 2001; MOLINOLO et al., 2007;
SQUARIZE et al., 2013).

A mutacao observada no gene PTEN pode ocorrer em fases iniciais ou tardias
da carcinogénese oral. Conforme, Squarize, Castilho e Pinto Junior (2002), relataram
gque a mutacédo de PTEN néo era um evento iniciador de CEB, e sim um evento tardio.
Enquanto que Bian et al. (2012), demonstraram em um estudo experimental em ratos
que a ativacdo da via PI3K/Akt devido a supressdo de PTEN acontece nas fases
iniciais da formacé&o do tumor. Ainda segundo esses autores, a delecédo de PTEN e de
TGF-B (transforming growth factor beta) em combinacdo com a perda adicional de
TGFBR1 (fator receptor de TGF-B Tipo 1), resulta em células com potencial de
malignidade que podem progredir para o carcinoma atraves de perda da senescéncia
e a expansao de células-tronco epiteliais. A diminuicdo de TGFBR1 também poderia
concorrer para a ativacao da via do NF-kB, fato esse que culmina com o aumento da
producdo de quimiocinas no estroma tumoral. Isso resultaria em um incremento da
inflamac&o, angiogénese e imunossupressao, fatores influenciadores da aquisi¢cao do
fendétipo maligno.

Hall et al. (2013), publicaram estudo no qual produziram carcinoma
epidermoide em cobaias, com objetivo de testar novas drogas para prevenir ou tratar
o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco. Eles encontraram delecdo de dois
genes supressores de tumor no epitélio da boca: TGFBR1 (que é inibidor de
proliferacéo epitelial) e PTEN (enzima que regula negativamente a via de sinalizacao
PISK/AKT e previne o crescimento celular desordenado). Os modelos de
camundongos knockout desenvolveram carcinoma epidermoide com penetrancia de
100%. Esses tumores induzidos em cobaias, mostraram as mesmas alteragbes
bioguimicas encontradas em CEB em humanos, como, aumento da expressdo de
citoquinas inflamatérias que promovem proliferacdo e crescimento tumoral. Esses
modelos de animais expressaram elevadas quantidades do receptor IL-13Ra2, que se
liga com grande afinidade a IL-13 (Interleucina 13), que tem sua expressdo aumentada
em CECP em humanos. Os autores sugeriram que esse receptor poderia ser alvo de
quimioterapicos (IL-13-PE 50 ug/kg), que aumentaram a sobrevida dos modelos de

ratos, sem haver sinais de toxicidade nas doses empregadas.
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Lee et al. (2001), analisaram 41 pacientes com carcinoma epidermoide
invasivos de lingua e a perda de expresséo de PTEN ocorreu em 12 (41%) pacientes.
A analise do tempo de sobrevida dos pacientes, revelou uma correlacao significativa
entre a perda de expressao de PTEN e tempo de sobrevida global (p = 0.03) e
sobrevida livre de eventos (p = 0.01). Quando compararam com outros fatores
prognosticos clinicos classicos, tais como o envolvimento de linfonodos ou
estadiamento da doenca, por meio de analise multivariada para a sobrevida livre de
recidiva, o valor prognéstico de PTEN foi mantido, sugerindo que a perda de PTEN
pode levar um comportamento biolégico mais agressivo nos tumores estudados.
Assim, PTEN pode servir como um promissor marcador de progndstico e ferramenta
de intervencédo no tratamento do carcinoma epidermoide da lingua.

Estudo com 60 pacientes conduzido por Rahmani et al em 2012 mostrou que a
perda de expressdo de PTEN em amostras clinicas de CEB foi significativamente
relacionada com a expressdo aumentada de BCI2 (B-cell lymphoma 2). O estudo
também mostrou que a perda de expressao de PTEN e expressao aumentada de BCI2
estdo significativamente correlacionados com o estadiamento do céancer de boca, e
ambas as atividades podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento
e progressao do carcinoma de boca. Esses resultados sugerem que PTEN pode
desempenhar um papel importante na regulacdo da progressao tumoral e formacéao
de metastases, durante o desenvolvimento do carcinoma oral. A expresséo de BCI2
mostrou-se aumentada em tumores de alto grau de malignidade em comparagao com
tumores menos agressivos.

Gan e Zhang 2009, publicaram um estudo que avaliou os efeitos de uma droga,
o trichostatin A (TSA), que é inibidora da enzima Histone deacetylases (HDAC) e o
envolvimento da via PTEN/AKT em culturas de células de CEB. Eles demonstraram
que o TSA produz inibicdo do crescimento celular e a apoptose de células de
carcinoma epidermoide de boca, com a ativagéo de PTEN e inativagdo de AKT. As
drogas inibidoras de HDAC poderiam ser potenciais farmacos anti-cancerigenos para
quimioterapia do CEB.

Os genes T-BOX pertencem a uma familia de genes identificados em
camundongos que codificam proteinas conhecidas como TBX, que sao fatores de
transcricdo importantes na proliferacdo e desenvolvimento celular (TBX2, TBX3, TBX4
e TBX5) A andlise da expressao do TBX3 e PTEN em CEB, mostrou que a expressao

aumentada de TBX3, provoca diminui¢do da expressao de PTEN em pacientes com
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CEB. A Tbx3 é capaz de reprimir a transcricdo de PTEN. Essa repressao de PTEN,
d& a célula neoplasica a capacidade de sobreviver ao controle da apoptose e ganho
da capacidade de metastatizar para diferentes 6rgdos a distancia, causando
progressao do cancer (BURGUCU et al., 2012).

Won et al. (2012) publicaram um estudo de caso-controle em 2012, que
comparou a frequéncia da mutacdo de PTEN através de Imunoistoquimica e
Hibridizagdo In situ 121 pacientes com CEB e orofaringe e relacionaram com a
presenc¢a ou ndao do HPV. Eles encontraram com maior frequéncia mutacao do PTEN
em CEB /HPV negativos que em orofaringe, apresentando pior prognéstico. Ja na
orofaringe esses pacientes apresentaram menor frequéncia de mutacdo de PTEN e
maior frequéncia de HPV positivos, com melhor progndéstico, sugerindo duas
entidades de etiologias diferentes entre o carcinoma epidermoéide de boca e o de
orofaringe.

O gene PTEN tem sido considerado como um marcador de prognostico em
CEB, além dos fatores clinico-patolégicos comumente descritos para selecionar
pacientes para tratamento complementar com radioterapia e quimioterapia, margens
cirdrgicas positivas, invasdo de mais de um linfonodo no pescoco, invasao linfonodal
extracapsular e tumor de estadiamento maior que TINOMO (COOPER et al., 2004;
SUWINSKI et al., 2008). Novos marcadores progndésticos baseados em biologia
molecular, como a infeccéo pelo HPV, a expressao do EGFR, Ki-67, p53, nm23, ciclina
D (ANG et al., 2002; RAGIN; TAIOLI, etal., 2007) e o PTEN, que tem valor prognostico
mais forte que qualquer outra varidvel considerada, incluindo infiltragdo de linfonodo
no pescoco e expressdo de EGFR. Os pacientes com elevada expressao de PTEN
tem um resultado favoravel apds a radioterapia com acelerador linear pés-operatoria,
em comparacao com o0s pacientes tratados com fracionamento convencional e para
agueles com baixa expressdo de PTEN (SNIETURA et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a expressao da proteina PTEN através da imuno-histoquimica em

amostras de pacientes com carcinoma epidermaoide bucal.

3.2 Especificos

a) Correlacionar a imunoexpressao da proteina PTEN com a sobrevida de
pacientes diagnosticados com CEB,;

b) Correlacionar a imunoexpressao da proteina PTEN em amostras de CEB
com as seguintes variaveis clinicas: idade, género, tabagismo, etilismo, localizacao,
tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, e estadiamento.

C) Correlacionar a imunoexpressdo da proteina PTEN com o grau
histoldgico de casos CEB;

d) Correlacionar a imunoexpressdo da proteina PTEN com a delecéo
alélica do gene PTEN.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo das amostras e variaveis estudadas

Um total de 119 casos de CEB confirmados histopatologicamente foram
selecionados através da consulta aos arquivos no banco de dados do Servico de
Patologia Oral do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, no periodo entre
janeiro de 2007 a dezembro de 2014.

As 119 amostras foram utilizadas para estudar a relagéo da expresséo IHC de
PTEN com o grau de diferenciacdo, que é classificado como bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado (NEVILLE et al 2009)

Para analise da relacdo da expressdo IHC de PTEN com a sobrevida dos
pacientes, 52 casos foram selecionados. O critério de inclusdo deste grupo, foram
cirurgia. como Unica modalidade de tratamento, que permaneceram em
acompanhamento ambulatorial por até 60 meses. Os critérios de exclusao foram
presenca de metdstase a distdncia no momento do diagndstico, pacientes com
prontudarios incompletos e perda de seguimento clinico. Estas amostras também foram
utilizadas para correlacionar a expressdao de PTEN com caracteristicas clinico-
patolégicas como idade, género, tabagismo, etilismo, localizacdo, tamanho do tumor
(T), envolvimento linfonodal metastaticos (N) e estadiamento.

O tumor primério foi clinicamente classificado de acordo com a classificacédo
TNM definido pela UICC 2002 (SOBIN; WITTEKIND, 2002) e pela AJCC (GREENE;
PAGE; MORROW, 2002). O diagnostico clinico e histologico foi baseado nos
parametros da Organizacdo Mundial de Saude (BARNES et al., 2005) e foram
realizados por dois patologistas do Servi¢o de Diagnéstico e Cirurgia Bucal do HUJBB
da Universidade Federal do Para. Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética e
Pesquisa do HUJBB, tendo parecer favoravel sob o nimero 466 de 17 de setembro
de 2013.

Além disso, foi também realizada a investigacdo da delecdo de alelos pela
técnica de hibridizacao in situ flourescente em 42 amostras dentre aquelas que haviam
sido testadas para IHQ, visto que amostras que apresentavam as bordas do nucleo
individual ndo claramente identificadas foram descartadas, bem como aquelas que

possuiam sobreposicdo nuclear excessiva e aquelas que ndo apresentavam
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marcacao uniforme dos ndcleos. Foi utilizado como controle positivo adenocarcinoma

prostético.

4.2 Anélise imuno-histoquimica

As reacdes foram realizadas em cortes histologicos de 3um de espessura,
desparafinizadas em dois banhos de xilol, o primeiro em estufa a 60° C e o segundo
em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram hidratados em uma série
descendente de etanol 100% (95% e 85%). Para remoc¢ao do pigmento formélico, os
cortes foram mergulhados em hidréxido de amonio a 10% e etanol a 95%; e apos a
lavagem em agua destilada, as laminas receberam tratamento para recuperacao
antigénica. Ap0s esse processo, as seccdes que seriam submetidas ao anticorpo anti-
PTEN foram imersas em 10 mM de solugao tampé&o de EDTA (pH 8,0) e levadas em
microondas por 15 min e em seguida lavadas em agua destilada. Para o blogueio da
peroxidase endogena, os cortes foram mergulhados em solucdo de perdxido de
hidrogénio 6% e metanol (1:1,v/v) em dois banhos por 15 minutos a temperatura
ambiente e em seguida lavadas com solucéo de Tris (pH 7,4). Posteriormente as
laminas foram submetidas a incubacdo com o anticorpo primério anti-PTEN
(Polyclonal rabbit Anti-PTEN: invitrogen), o qual foi diluida na proporcéo de 1:100 e
incubadas por 16 a 18 horas (overnight) em camara imida escura. As laminas foram
submetidas a incubagcéo com o anticorpo secundario (DAKO, Advance HRP Link,
CA/USA) e terciario (DAKO, Advance HRP Enzyme, CA/USA) por 30 minutos cada. A
revelagdo da reacdo foi realizada através da imersdo das laminas em solucédo de
cromogeno diaminobenzidina- DAB (DAB, 3,3; diaminobenzidina; DAKO Corporation)
por 5 minutos.

Os cortes foram lavados em agua destilada e contra corados com hematoxilina
de Meyer e novamente lavados em agua destilada. Finalmente, os cortes foram
desidratados em etanol em banhos crescentes iniciando no etanol 80% até o etanol
absoluto, e diafanizados em dois banhos de xilol e montadas para analise sob o

microscoépio de luz. As laminas foram analisadas por dois patologistas.
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4.2.1 Analise da imunomarcacao

A marcacao foi considerada positiva quando houve a presenca da coloragcao
castanha, indicando a presenca de DAB na reacao imuno-histoquimica e considerada
negativa para as células que ndo apresenta esta coloragéo, tanto em nudcleo quanto
em citoplasma. O sistema de contagem foi publicado anteriormente na literatura
(TSURUTANI et al.,, 2006). A analise da marcacédo foi baseada na intensidade e
distribuicdo da marcacédo. A distribuicdo das células coradas foi analisada como se
segue: 0 (0%), 1 (1-50%) e 2 (51-100%) e a intensidade da marcacéo foi classificada
como se segue: 0 (sem marcacgao), 1 (marcacéo ligeira), 2 (marcacdo moderada) e 3
(marcacéao forte). O padrao de marcacéo das amostras foi definido pela somatéria dos
valores encontrados na distribuicdo da marcacdo com os indices da intensidade
obtendo-se assim o registro final (FR) da seguinte forma: RFO, RF1, RF2, RF3, RF4 e
RF5. Usando este método, RFO, RF1 e RF2 foram considerados marcagao negativa,

enquanto RF3, RF4 e RF5 foram considerados marcacéao positiva.

Tabela 1- Distribui¢do e Intensidade das células por Imunomarcagéo

INTENSIDADE DISTRIBUICAO
0 - (sem marcacao) 0 - (0%)
1 - (marcacéo leve) 1 - (1% a 50%)
2 - (marcacdo moderada) 2 - (51% a 100%)
3 - (marcacéo forte)

Registro Final (RF) = Somatodria entre os escores da Intensidade e Distribui¢céo

MARCACAO

NEGATIVA POSITIVA
RFO,RF1 e RF2 RF3, RF4 e RF5




38

4.3 Hibridizacdo in situ Fluorescente

4.3.1 Pré-Tratamento das laminas

Primeiramente as laminas foram incubadas em estufa a 60°C por 2 horas. Em
seguida, colocadas em solucdo de xileno na mesma temperatura por 10 min.
Posteriormente as |laminas foram incubadas 2 vezes em xileno e 2 vezes em etanol
100% por um periodo de 3 min cada passagem e em seguida imersas em acido
acético 70% em temperatura ambiente por 1 min sob leve agitacdo. ApGs essa etapa
as laminas foram lavadas 3X em PBS 1X, sendo uma por 1 min e duas por 2 min em
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram incubadas em 2X SSC
(citrato de sodio salino) a 85° C por 30 min. ApOs este processo, foram realizadas
duas lavagens em PBS 1X a temperatura ambiente por 2 min. Em seguida, as laminas
foram incubadas em solucdo de pepsina 0,8%/0,1 N HCI por 6 min a 37°C. Em
seguida, as laminas foram novamente lavadas 2 vezes em PBS 1X em temperatura
ambiente por 2 min. Por fim, as laminas foram submetidas a desidratacdo em
concentracOes seriais crescentes em etanol 80% e 100% por 3 min cada passagem,

e em seguida secas em temperatura ambiente.

4.3.2 Desnaturacéo e Hibridacéo

As laminas foram pré-aquecidas a 37°C por 5 min. Apds essa etapa, foram
aplicados na lamina 5 ul de sonda Vysis LSI PTEN SpectrumGreen (1pl de sonda: 4pl
de hibridizol) em baixa luminosidade a temperatura ambiente e em seguida aplicada
a laminula. ApOs este processo, 0s cromossomos na lamina e a sonda foram
desnaturados simultaneamente por aquecimento em placa quente a 95°C por 10 min
e depois incubadas em camara umida protegida da luz a 37°C por aproximadamente
16 h.

4.3.3 Revelacao e Contra-Coloracao

bY

Apés a etapa da hibridacdo, as laminas foram lavadas em 2X SSC a
temperatura ambiente por 5 min e em seguida incubadas em 0,5 X SSC/0,1% Tween
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por 5 min a 65°C e posteriormente lavadas em PBS 1X por 2 min. Por fim, foi realizada
a contra-coloragéo com a aplicacdo na lamina de 10pl de DAPI e em seguida aplicadas
as laminulas. Por fim, as laminas foram incubadas em camara Umida protegida da luz
por 10 min a 8°C. ApOs esse processo, foi realizada a analise em microscépio de
fluorescéncia Olympus BX 41, em que foram contadas 100 células com os sinais da
sonda em cada alelo do gene em estudo para cada caso avaliado. Para avaliacado dos
resultados pela Técnica de Fish alguns critérios foram considerados apropriados para
analise como: fixacdo do tecido, areas onde as bordas estavam claramente
identificaveis, intensidade da fluorescéncia e a dele¢do foi considerada quando a
presenca dos dois sinais alélicos foi inferior a 70% das células analisadas.

4.4 Analise Estatistica

A analise estatistica teve 0 objetivo de avaliar os efeitos da presenca da
proteina PTEN sobre as caracteristicas clinicas (52 amostras) e histologicas (119
amostras) de pacientes portadores de carcinomas epidermoides de boca. Foram
aplicados métodos estatisticos descritivos e inferenciais.

Os dados pela técnica da imunoistoquimica foram analisados por meio do
software Statistical Package for Social Sciences para Windows, versao 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA). As associa¢des entre a expressado de PTEN e os parametros
clinicos/histologicos foram examinados para significancia estatistica por meio do teste
do qui-quadrado. Taxas de sobrevida geral foram calculadas pelo método de Kaplan-
Meier e comparadas pelo teste de log rank. Um valor de p <0.05 sera considerado
significativo. Para a correlacdo dos resultados da imunoistoquimica com a técnica de
FISH foi realizada a analise de dependéncia. Adicionalmente, foram avaliados os
residuos e niveis de confianca resultantes da anélise de correspondéncia entre as

variaveis IHC e resultados de FISH.
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5 RESULTADOS
5.1 Expressao da proteina PTEN em carcinoma epiderm  dide bucal

Na reacdo imuno-histoquimica, a expressdo de PTEN foi predominantemente
citoplasmatica nas células neoplésicas, sendo positiva tanto nas células periféricas
guanto centrais das ilhas neoplasicas (figura 4).

Figura 4-Representacao do padrdo de expressao de PTEN
nas células neoplasicas, sendo expressa principalmente
no citoplasma das células malignas

3

Fonte: Acervo do HUJBB. Laboratorio de Patologia Bucal (2015)

Nota: Seta indicando a expresséo citoplasmatica de PTEN
em coloracdo marrom.

Dentre os 52 casos selecionados para as variaveis clinico-patologicas a
auséncia de expressdo de PTEN foi observada em 20 casos (38%) de CEB e a
expressao positiva foi observada em 32 casos (62%) dos tumores. Ao analisar a
variavel idade, dois casos possuiam idade igual ou inferior a 40 anos, e 50 casos
tinham idade superior a 40 anos, ndo havendo diferenca entre esses dois grupos
(p=0.732). Em relacdo ao género, 21 casos eram do género feminino e 31 do género
masculino, ndo havendo diferenca estatistica significante entre os casos positivos e
negativos nos dois grupos (p=0.264). A expressado de PTEN ndo foi relacionada com
o tabagismo, uma vez que 14 casos relataram o habito de ndo fumar, sendo 7 positivos
e 7 negativos, e 38 relataram o habito, treze negativos e 25 positivos, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante nos dois grupos (p=0.299). O etilismo também
nao teve relacdo com a expressdo de PTEN, 25 casos relataram ndo consumir
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bebidas alcéolicas, destes 11 negativos e 14 positivos para PTEN, e 27 relataram
consumir bebidas alcodlicas sendo 9 negativos e 18 positivos para expressdo de
PTEN (p=0.43). Em relacéo a localizacéo, os casos foram divididos em dois grupos
lingua/assoalho, com 30 casos (12 negativos e 18 positivos), e outra localizagdo, com
22 casos (8 negativos e 14 positivos), ndo havendo diferenca estatistica entre as
localizagbes (p=0.79). Em relacdo ao tamanho do tumor, as amostras foram divididas
em dois grupos, menor ou igual a 4cm (T1 e T2) ou maior que 4cm (T3 e T4), nédo
havendo diferenca estatisticamente significante entre os grupos quando comparado a
expressdo de PTEN (p=0.685). Para a andlise do envolvimento linfonodal, as
amostras foram divididas em dois grupos um com as amostras com linfonodos menor
ou igual a 3 cm (NO e N1), e outro grupo com envolvimento linfonodal maior que 3 cm
(N2 e N3), apds a andlise estatistica nao foi observada diferenca estatistica entre o
envolvimento linfonodal com a expressdo de PTEN (p=0.628). Em relacdo ao
estadiamento, seguiu-se os critérios da American Joint Commission on Cancer, assim
foram divididos dois grupos. O primeiro grupo consistiu dos casos classificados em
estagio | e Il, e o segundo grupo dos casos classificados como Il e IV, apds a analise
estatistica ndo foi observada diferenca significativa quando analisada a expresséo de
PTEN. Os dados referentes aos critérios de idade, género, tabagismo, etilismo,
localizagdo, tamanho do tumor, envolvimento linfonodal e estadiamento s&o

resumidos na tabela 2.



Tabela 2-Correlagéo entre PTEN e fatores clinico-patolégicos
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Caracteristicas PTEN
_ . : — p-valor

Clinicopatologicas Negativo (%) Positivo (%)
N =52 20 38,46 32 61,54
Idade
<= 40 anos 1 1,92 1 1,92 0,732
> 40 anos 19 36,54 31 59,62
Género
Feminino 10 19,23 11 21,15

) 0,264
Masculino 10 19,23 21 40,39
Fumantes
N'ao 7 13,46 7 13,46 0,299
Sim 13 25,00 25 48,08
Etilismo

a 11 14
N'ao 21,15 26,92 0.430
Sim 9 17,31 18 34,62
Local
Lingua/Assoalho 12 23,08 18 34,62 0.790
Outro local 8 15,38 14 26,92 ’
Tamanho
7 13

lou?2 13,46 25,00 0,685
3ou4d 13 25,00 19 36,54
N (Metastases em Linfonodos)
Oou1l 15 28,85 22 42,31 0.628
2o0u3 5 9,61 10 19,23
Estadiamento
loull 4 7,69 11 21,15 0.266
Il ou IV 16 30,77 21 40,39

Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

5.2 Correlacéo da expressao de PTEN com o grau hist

olégico

De um total de 119 casos de carcinoma epiderméide, 31 casos foram negativos

para PTEN e 88 casos foram positivos. Dos 119 casos, 23 casos foram considerados

bem diferenciados, 57 classificados como moderadamente diferenciados e 39

classificados como pouco diferenciados. Dos 23 casos bem diferenciados, 15 casos

(65.2%) foram positivos para PTEN e 8 casos (34.8%) foram negativos. Dos 57 casos

classificados como moderadamente diferenciado, 43 casos (75.4%) foram positivos

para PTEN e 14 (24,6%) foram negativos. Dos 39 casos classificados como pouco

diferenciados, 30 (75%) foram positivos para PTEN e 9 (25%) foram negativos. Ao
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analisar estatisticamente os diferentes graus histolégicos, percebeu-se que ndo houve
diferenca significativa pelo teste de log Rank (p=0,561) (Tabela 2).

Tabela 3 - Relagéo da expressdo de PTEN quanto ao grau histolégico
das amostras analisadas

PTEN
Grau NEGATIVO % POSITIVO % Total
Bem diferenciado 8 25,81 15 17,05 23
Moderado
diferenciado 14 45,16 43 48,86 57
Pouco diferenciado 9 29,03 30 34,09 39
Total 31 100,00 88 100,00 119

Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

5.3 Analise da Expresséao da proteina PTEN com a sob  revida

ApoGs a correlacdo da expressdo de PTEN com as caracteristicas clinico-
patologicas, foi realizada a relacdo da expressdo com a sobrevida dos pacientes. A
probabilidade de sobrevivéncia de um paciente com cancer de boca apds um més de
acompanhamento da doenca é de 92,3%, com o passar do tempo esta probabilidade
tende a diminuir como mostra a figura 5A. De fato, a probabilidade de um paciente
sobreviver apds 55 meses de acompanhamento é de 15,2%. Pacientes com auséncia
de marcacado em suas amostras tiveram uma pior sobrevida quando comparadas com
as amostras positivas porem sem diferenca estatistica significante (teste de log-rank,
p=0,702) (figura 5B).
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Figura 5-Curva de sobrevida dos casos de CEB com a expressédo de PTEN
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Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

Nota: Curva de sobrevida geral dos pacientes estudados (A). Curva de sobrevida comparando
pacientes (B) com expresséao positiva (linha verde tracejada) e negativa (linha vermelha) para PTEN.
Mostra que pacientes com expressao negativa possuem uma probabilidade de pior sobrevida, porém
sem diferenca estatisticamente significante (p=0,702) com as amostras positivas.

5.4 Andlise da sobrevida em funcgéo de variaveis cli  nicas

Adicionalmente a relacdo da expressdao de PTEN com a sobrevida, foi
analisada a relacdo de caracteristicas clinicas que poderiam influenciar na sobrevida.

Em relacdo ao género, na Curva de Kaplan-Meier observou-se que a
probabilidade de sobrevivéncia de um paciente, do género masculino € menor em
relacdo aos pacientes do género feminino, porém nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os géneros (teste de log-rank, p=0.6) (figura 6A).
De maneira semelhante aconteceu com o tabagismo, ndo havendo diferenca
estatistica significante entre pacientes fumantes e ndo fumantes (teste de log-rank,
p=0.476) (figura 6B). Em relacéo a localizac&o, ao analisar a Curva de Kaplan-Meier
observou-se que a probabilidade de sobrevivéncia de um paciente com cancer de
boca em outro local é significativamente menor em relacdo a um paciente com cancer
de assoalho e lingua (teste de log-rank, p=0.0178) (figura 6C). A Curva de Kaplan-
Meier indica que a probabilidade de sobrevivéncia de um paciente com cancer de boca
de tamanho 3 ou 4 cm é significativamente menor que para um paciente com cancer
de tamanho 1 ou 2 cm (teste de log-rank, p = 0.00266) (figura 6D). A Curva de Kaplan-

Meier indica que a probabilidade de sobrevivéncia de um paciente com cancer de boca
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com metéstases em linfonodos 2 ou 3 cm é significativamente menor que para
pacientes com metastases em linfonodos 0 ou 1 cm (teste de log-rank p = 0.00121)
(Figura 6E). A Curva de Kaplan-Meier indica que a probabilidade de sobrevida de um
paciente com cancer de boca com estadiamento Il ou IV é significativamente menor
gue para um paciente com estadiamento | ou Il (teste de log-rank, p = 0,0018) (Figura
6F). Adicionalmente, foram selecionadas as variaveis com maior risco de morte, e
assim, foi calculado o risco de Obito dos pacientes através do teste de Cox, mostrando
que a variavel N (2 ou 3) contribui significativamente (p<0,05) para o0 aumento do risco
de ocorrer o evento (6bito). Assim, um paciente com N = 2 ou 3 cm tem risco 4 vezes

maior de ir a 6bito do que um paciente com N =0 ou 1 cm (Tabela 4).

Tabela 4 - Razdo de risco para que as variaveis estudadas conduza ao 6bito

Variavel beta  Razdo de Risco SE z p-valor (95% 1.C)

PTEN Positivo 0.0047 1.0047 0.4077 0.012 0.9908 0.4519 2.234
Género masc -0.6888 0.5022 0.4920 -1.400 0.1615 0.1915 1.317
Fumante -0.3668 0.6930 0.6005 -0.611 0.5413 0.2136 2.248
Outro local 0.7550 2.1277 0.4127 1.829 0.0673 0.9475 4.778
T3o0u4 1.0861 2.9628 0.6380 1.702 0.0887 0.8484 10.347
N2 ou 3 1.5118 4.5350 0.4829 3.130 0.0018 1.7599 11.686
Estad Ill ou IV 0.4062 1.5011 0.9014 0.451 0.6523 0.2565 8.785

Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

Nota: Tabela mostrando a razdo de risco para as variaveis positivas para PTEN, género masculino,
fumante, outra localizacéo, T3/4, N2/3 e estadiamento Ill/IV, mostrando que casos com envolvimento
linfonodal maior que 3 cm tem quatro vezes mais o risco de Obito que tumores menor de 3cm
(p=0,0018).
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Figura 6-Curva de Kaplan-Meier em relacdo ao sexo, tabagismo, localizagédo, tamanho do tumor,
envolvimento linfonodal e estadiamento.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

Nota: A Curva A mostra a sobrevida de pacientes do género masculino (linha verde tracejada) em comparagdo ao género feminino (linha vermelha) nao
havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0.6) (A). Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida entre pacientes fumantes (linha verde) e pacientes
nao-fumantes (linha vermelha tracejada) ndo havendo diferenga estatistica entre eles (p=0,476) (B). Curva de Kaplan-Meier mostrando a melhor sobrevida de
lesdes localizadas em assoalho e lingua (linha vermelha) em relagéo a outros sitios (linha verde tracejada) (teste de log-rank, p=0,0178) (C). A Curva de
Kaplan-Meier indica que a probabilidade de sobrevivéncia de lesdes T3 e T4 (linha verde tracejada) é significativamente menor que para lesdes T1 ou T2
(linha vermelha) (p = 0,00266) (figura 6D). A Curva de Kaplan-Meier mostrando que lesdes N2 ou N3 (linha verde tracejada) é significativamente menor que
para pacientes NO ou N1 cm (linha vermelha) (p = 0,00121) (figura 6E). A Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevivéncia de um paciente com cancer de
boca com estadiamento Il ou IV (verde tracejada) é significativamente menor que para um paciente com estadiamento | ou Il (linha vermelha) (p = 0,0018)
(figura 6F).
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5.5 Resultado Hibridizagdo In Situ Fluorescente

De 42 amostras utilizadas para investigar delecdo de alelos pela técnica de
FISH, 15 casos apresentaram alelos deletados e 27 mostraram-se néo deletados. As
laminas foram analisadas pela presenca do sinal fluorescente, categorizadas em sem
alelos, um alelo e dois alelos (Figura 7). Adicionalmente, foi realizada a correlagcéo
estatistica pelos testes analise de dependéncia para saber se a perda de expressao
imunoistoquimica de PTEN poderia ser correlacionada com a delecao dos alelos, e
através deles foi confirmada a dependéncia entre as variaveis IHC e FISH (figura 7B).
O mapa perceptual apenas indica as possiveis associacdes, por isso, analisamos
também os residuos da analise de correspondéncia (figura 7C). A figura 7D apresenta
os residuos e os niveis de confianca resultantes da analise de correspondéncia entre
as variaveis IHC e resultados de FISH. Nela, observa-se que os niveis de confianca
indicam associagcao significativa entre expressado IHC negativa e o resultado da
técnica de FISH deletado e entre expressao IHC positiva e o resultado da técnica de
FISH nao deletado, sugerindo que a baixa expressédo de PTEN pode estar relacionada
com a delecéi dos alelos. Ressalta-se que as associagdes séo significativas a um nivel
maior ou igual a 70%. Portanto, € possivel afirmar que a analise estatistica da delecéo
de PTEN foi correlacionada com a auséncia de expressdo da proteina enquanto que

a ndo-delecao foi correlacionada com sua presenca (p<0.005).

Figura 7-Andlise de FISH nas amostras de CEB e a correlagdo com a imuno-histoguimica
A

Sem alelos Um alelo Dois alelos

Variaveis VG gl p B

25,666 0,00 24,6
7 0 7

IHC e os resultado de FISH

Nota: g.l. = graus de liberdade; p = p-valor.
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Positivo -5,07 5,07
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Fonte: Dados da pesquisa, 2007/2014.

Nota: representacao dos resultados de fluorescéncia, em verde, nas células neoplasicas, mostrando
células com a auséncia dos alelos (A1), com um alelo (A2) e com dois alelos (A3). Em B, resultado dos
testes de analise de dependéncia para verificar a relacdo entre as variaveis IHC e os resultados de
FISH. Em C, mapa perceptual das variaveis Imuno-histoquimica e resultados de FISH, mostrando que
0s casos positivos na IHC sao ndo-deletados no FISH, e casos negativos na IHC sé&o relacionados com
a delecao dos alelos. Em D, Residuos e niveis de confianca resultantes da Andlise de Correspondéncia
entre as variaveis IHC e resultados de FISH, mostrando que casos negativos na IHC séo deletados no
FISH e casos positivos na IHC sdo ndo-deletados no FISH.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a imunoexpressao de PTEN, através da
técnica de imunohistoquimica, e avaliar a condi¢do dos alelos do gen PTEN, através
da técnica de FISH, em amostras de CEB, bem como correlacionar estes achados a
variaveis clinicas-patologicas e a sobrevida dos pacientes. Além disso, este estudo
também verificou a delec&o alélica por meio da técnica de FISH. Através da técnica
de imunohistoquimica pode-se definir o fenotipo por meio da analise da expresséo
molecular em células e tecidos. A proteina PTEN € expressa basalmente na maior
parte dos tecidos humanos e perda alélica ou completa de PTEN é frequentemente
observada em diferentes tipos de doencas malignas que conduzem a uma ativacao
das vias AKT/mTOR. A analise IHC determina o nivel de expressdo de PTEN em
amostras histolégicas, mas ndo € capaz de demonstrar dele¢Bes do tipo parciais ou
heterozigotas, para as quais analises por FISH sdo as mais apropriadas. A
interpretacéo dos resultados de IHC é o ponto mais critico na avaliagdo da expressao
de PTEN, uma vez que essa proteina pode ser utilizada tanto como um factor de
prognostico e/ou como uma ferramenta para guiar a intervencdo terapéutica e
resposta a terapia (CASTILLO-MARTIN et al., 2016).

Em 1997, PTEN foi identificado pela primeira vez como um gene relevante
localizado no cromossomo 10. Foi também observada sua frequente auséncia em
amostras de tumores malignos de estagio avancado (TAMGUNEY; STOKOE, 2007).
Adicionalmente, a baixa expressdo desta proteina foi observada em diferentes
malignidades, incluindo cancer de préstata, mama, cérebro, endometrio (MUTTER et
al., 2000), glioblastomas (DUERR et al., 1998) e melanomas (TSAO et al., 1998). Isto
ocorre especialmente através de mutacdes, delecdes, silenciamento transcricional ou
instabilidade da propria proteina PTEN. Em funcdo destes achados, esta proteina foi
selecionada para este estudo pelo fato desta ser expressa por um gene supressor
tumoral envolvido em diferentes processos celulares, que quando ausente e/ou
inativado, apresenta papel proeminente no desenvolvimento de neoplasias malignas
(SNIETURA et al., 2012).

Ainda de acordo com as inferéncias do estudo de SNIETURA et al., 2012, a
faixa etaria encontrada variou entre 50 e 70 anos, 0 que corrobora os achados do
presente estudo, onde aproximadamente 96% dos pacientes com idade acima de 40

anos. Ao lado disso, esta pesquisa encontrou uma incidéncia maior de tumores em
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pacientes do sexo masculino (59%), ratificando os resultados de Arshad et al. (2012).
Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de homens estarem mais expostos a
fatores de risco, como uma dieta pouco equilibrada e ao consumo de tabaco e alcool,
apesar de haver uma recente mudanca comportamental no que diz respeito a
exposicdo a esses fatores no género feminino (NASHER et al., 2014).

Além disso, estudos relacionam o envelhecimento celular a uma hiperativacéo
da PIBK/mTOR, que por sua vez esta relacionada a perda alélica ou completa de
PTEN (BAJWA et al.,, 2016). Nessa linha de pensamento, pacientes com idade
avancada, além de terem exposicdo prolongada a fatores de risco, também
apresentam maiores chances de possuirem PTEN silenciado.

No que diz respeito a etiologia, € bem definida na literatura a importancia e a
participacdo do tabaco e do alcool como fatores de risco associados ao
desenvolvimento do CEB (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2012). Esta informacé&o
se confirma também neste estudo, visto que a maioria dos pacientes participantes
(73%) eram fumantes e consumidores de alcool (51%). Outro dado importante
presente na literatura associa a delecdo do gene PTEN com uso de tabaco,
demonstrando sua intima relacdo com o desenvolvimento de CEB. Squarize et al
(2013) combinaram a administracao oral de tabaco com a delecao condicional do gene
PTEN em camundongos, criando um modelo animal genético e ambiental especifico
para CEB. Os autores observaram uma superatividade da cascata PI3K/AKT/mTOR,
que resultou no desenvolvimento de carcinomas orais especificos.

Quanto a sua localizagéo, a lingua e mucosal bucal vém sendo reportados
como os locais de maior incidéncia do CEB (GUPTA et al., 2015). Contudo, nossos
resultados revelaram a lingua e o assoalho bucal como sitios mais comuns de
aparecimento dessas lesfes. Dentre eles, 34,6% tiveram expressao positiva e 23,08%
expressao negativa para PTEN respectivamente.

Ao analisarmos o tamanho das lesbes, envolvimento linfonodal e seu
estadiamento clinico, observamos que aproximadamente 61% das lesdes possuiam
mais de 4 cm e tinham envolvimento linfonodal maior do que 3 cm, e aproximadamente
71% das lesdes foram classificadas com estadiamento Ill ou IV seguindo os critérios
da American Joint Committee on Cancer. Estas varidveis sdo importantes pois
individualizam e guiam as opc¢des de tratamento mais apropriadas para cada caso
(GUILLEMAUD et al., 2010). Adicionalmente, Rajapakshe et al (2015) e Geum et al
(2013) afirmam que o estadiamento TNM é o fator de maior significAncia no
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prognéstico de paciente com CEB. Nosso estudo, entretanto, ndo observou nenhuma
associacdo estatistica significante de tais variaveis com a expressdo da proteina
PTEN.

No que diz respeito a sobrevida dos pacientes relacionada as variaveis clinicas
acima citadas, foi observado que pacientes que possuiam envolvimento linfonodal (N)
classificado como 2 ou 3, ou seja, maior do que 3 cm, possuiam risco de ir a 6bito 4
vezes maior do que um paciente com N = 0 ou 1. Isto é clinicamente relevante no
contexto de recomendacfes do American Joint Committee on Cancer, o qual
recomenda exploragdo cervical eletiva quando o risco de metastase linfonodal
regional for maior do que 20% (ALKUREISHI et al., 2008).

Além disso, Kim et al. 2012 observaram que quanto maior o estadiamento
clinico da lesdo, ha uma diminuicdo na sobrevida especifica de cinco anos de
pacientes com CEB tratados unicamente com cirurgia. O mesmo estudo também
verificou que a taxa de sobrevida especifica de 5 anos de acordo com o envolvimento
linfonodal foi de 93,2% para pacientes NO, 66,7% para pacientes N1 e 0% para
pacientes N2 (KIM et al., 2012). Observa-se portanto, um decrescimento na sobrevida
de pacientes conforme maior seja seu envolvimento linfonodal, o que corrobora os
achados do presente estudo.

Considerando a comparacéao entre a analise da delecéo alélica do Gene PTEN
com a expressao IHC de sua proteina correspondente, nosso estudo demonstra uma
associacao significativa entre as duas variaveis. A expressdo IHC negativa esta
relacionada ao gene deletado, enquanto que a expressao IHC positiva esta
relacionada ao gene nao deletado. Este achado ratifica o estudo de Ettl et al (2012),
que ao verificar o papel de PTEN como supressor tumoral em uma amostra
consideravel e representativa de neoplasias malignas de glandulas salivares,
observaram também por meio da técnica de FISH, que tanto dele¢bes hemi e
homozigoticas de PTEN estavam intimamente relacionadas com a perda da

expressao IHC da proteina.
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7 CONCLUSAO

- A expressédo de PTEN néo foi correlacionada com uma melhor sobrevida dos
pacientes, e nem com outros critérios como idade, sexo, tabagismo, alcoolismo,
localizag&o, tamanho do tumor, envolvimento linfonodal e estadiamento.

- A expressao de PTEN néo foi correlacionada com o grau histologico de CEB.

- A sobrevida dos pacientes estudados foi correlacionada apenas com 0s
critérios, tamanho de tumor, envolvimento linfonodal e estadiamento.

- Houve correlacdo entre a delecdo de PTEN com auséncia da expressao,

assim como a nao delegéo est4 relacionada com a presenca da sua proteina.
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