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RESUMO

Anormalidades em genes que regulam a proliferacdo e morte celular podem provocar ina-
meras doencas entre elas o carcinoma epidermoéide de boca. Tem sido relatado que alteracoes
genéticas nas células tumorais predizem a agressividade biolégica dos tumores. Marcadores
genéticos como c-erbB-2, Bcl-2 e EGFR sao considerados indicadores promissores de prognos-
ticos para as lesdes cancerizaveis e as neoplasias. Objetivo: Avaliar a expressiao imuno-
histoquimica das proteinas c-erbB-2, Bcl-2 e EGFR (oncoproteinas envolvidas na vias de proli-
feracao celular). Material e Métodos: cento e cinco blocos de parafina contendo fragmentos de
biopsias incisionais, sendo 54 de carcinomas epiderméides, 25 blocos de leucoplasias e 26
blocos de hiperlasias obtidos do Laboratério de Patologia de Boca da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS). A expressao das proteinas foi verificada através da técnica imuno-
histoquimica utilizando a estreptoavidina-biotina-peroxidase no Laboratério de Patologia da
Universidade de Brasilia (UNB). Resultados: Os resultados revelaram diferenca estatisticamente
significante da proteina EGFR para os carcinomas epidermoéides de boca e para as demais
proteinas ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as lesoes. Conclusoes: Os
resultados sugerem que o EGFR pode ser utilizado como marcador em carcinoma de boca
podendo contribuir para a progressao da neoplasia, porém, sendo insuficiente na predicao da
carcinogénese.

UNITERMOS: fatores de prognéstico; imuno-histoquimica; carcinoma epidermoéide.

SUMMARY

Abnormalities in genes that regulate the proliferation and cell death can provoke many
lesions as oral epidermal carcinoma. It has been related that genetic alterations in tumoral
cells predict the biologic agressivity in the tumors. Genetic markers as cerbB-2, Bcl-2 and
EGFR are considered indicators of prognostic to the pre-malignant lesions and neoplasias.
Objective: to study in the fragments of incisional biopsy the expression of c-erbB-2, Bcl-2
and EGFR proteins. Materials and methods: 54 cases of epidermal carcinoma, 25 cases of
neoplasias and 26 cases of hyperplasias obtained from Oral Pathology’s Laboratory of Fede-
ral University of Mato Grosso do Sul (UFMS). The used method was streptoavidin-biotin-
peroxidase in Patthology’s Laboratory of University Brasilia (UNB). Results: The results
revealed positivity significant of EGFR proteins to the oral epidermal carcinoma and to the
other one protein there was no statistical significant difference. Conclusions: The results
suggest that EGFR can be used as a marking in oral epidermal carcinoma and can contribute
to the progression of neoplasia, however, being insufficient to predict the carcinogenesis.

UNITERMS: factors of prognostic; immunohistochemical, epidermal carcinoma.
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INTRODUCAO

A importancia do conhecimento do ciclo celu-
lar, das alteragoes dos genes que controlam a pro-
liferacao, a diferenciacao e morte celular e seus
produtos tem sido o interesse de muitos pesqui-
sadores com o objetivo de fornecer informacoes
relevantes tanto sobre o mecanismo celular nor-
mal quanto o relacionado com a progressao das
neoplasias para predizer o comportamento biol6-
gico da doencal. No processo de proliferacao celu-
lar estao envolvidas proteinas e produtos dos
oncogenes € genes supressores de tumor que po-
dem explicar a origem do cancer?.

A identificacao de proteinas que estao presen-
tes em células proliferativas especialmente pelo
método da imuno-histoquimica como o c-erbB-2,
Bcl-2 e EGFR tem fornecido dados com os quais
os clinicos poderao tomar condutas mais efetivas
em relacdo ao paciente3.

O c-erbB-2 é um protooncogene cujo produto
protéico possui atividade de tirosina-quinase e esta
envolvido na proliferacao celular. A superexpressao
do seu produto esta correlacionada com a progres-
sdo das lesoes e com o pior progndstico em alguns
canceres*.

Ao protooncogene Bcl-2 € atribuida a funcao
de agir na regulacao da apoptose € a sua superex-
pressao pode ser evidenciada em varias neopla-
sias®. O receptor de fator de crescimento epidér-
mico (EGFR) é um sinalizador na regulacao de
fosforilacao da tirosina e atua na proliferacao ce-
lular. A expressao do seu produto esti corre-
lacionada com a progressao e com o pior prognoés-
tico em alguns canceres®.

Considerando a relacao da expressao desses
fatores envolvidos na proliferacao celular com a
promocao na carcinogénese, progressao tumoral
e progndsticos em diversas neoplasias inclusive no
carcinoma epiderméide de boca, foram eles utili-
zados neste trabalho, visando a contribuir com um
melhor entendimento dessas patologias.

MATERIAL E METODO

As 54 amostras de carcinomas epidermoéides,
as 25 de leucoplasias e as 26 de hiperplasias in-
flamatérias foram obtidas dos arquivos do Labo-
ratério de Patologia Bucal do Curso de Odontolo-
gia da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. Todas fixadas em formalina e processadas em
parafina, dos anos de 1998 a 2004. Os cortes, co-
rados pela hematoxilina-eosina foram revistos por
dois observadores e graduados segundo o sistema
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de Broders” (1942) e recomendado pela Organi-
zacao Mundial de Saude®. As hiperplasias foram
introduzidas nesse trabalho como grupo con-
trole.

Analise imuno-histoquimica

Preparos de 5 um de espessura foram corta-
dos, montados recobertos com 3-aminopropyltrie-
thoxy-silano (Sigma Chemical-St. Louis. MO/USA),
desparafinados e reidratados em alcoois de acor-
do com os métodos de rotina. O protocolo utiliza-
do foi o da técnica estreptoavidina-biotina-peroxi-
dase e ap6s a imunomarcagao as laminas foram
contracoradas com hematoxilina de Mayer e,
posteriormente montadas em resina (entelan). Os
anticorpos utilizados e suas especificacoes e dilui-
coes seguem abaixo (Tabela 1).

TABELA 1 - Anticorpos primarios suas especificacoes e
diluicoes

. Cod. o
Anticorpo Clone Catalogo Fornecedor Diluicdes
Anti-p53 pO-7  M7001  DAKOCytomation-— s,
USA
Antic-erbB-2 Ao4gs  DAKOCytomation- 45
USA
AntiKi-67 ~ MIBI  M7240 DAKO%yStzma“"n' 1/50

Os resultados da avaliagao da expressao dos
anticorpos para o c-erbB-2, Bcl-2 e EGFR foram
assegurados semiquantitativamente por dois ob-
servadores usando um sistema de escores, basea-
do nos trabalhos de Jacobstw et al.® (2000). A
marcacao do c-erbB-2 e EGFR ¢ identificada por
coloragao acastanhada na membrana celular. Para
o Bcl-2 a identificacao da coloracao acastanhada é
no citoplasma celular

Para a quantificacao da oncoproteina c-erbB-2,
Bcl-2 e EGFR a intensidade da marcacao foi:
O - auséncia de imunorreatividade em padrao
membrana e citoplasma em mais de 90% das cé-
lulas tumorais. A marcagao positiva + foi para a
imunorreatividade discreta, em padrao membra-
na ou quase imperceptivel; em mais de 10% das
células tumorais. A positividade marcada com + +
foi para a imunorreatividade de discreta a mode-
rada, em padrao membrana, em mais de 10% das
células tumorais. Os positivos +++ foram para
aqueles em que a imunorreatividade intensa e com-
pleta, em padrao membrana, esteve presente em
mais de 10% das células tumorais®.
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Analise estatistica

Os dados obtidos a partir da expressao imuno-
histoquimica das proteinas c-erbB-2, Bcl-2 e EGFR
foram submetidas a analise estatistica, com a fi-
nalidade de verificar a relacao da expressao entre
as lesoes estudadas pelo teste qui-quadrado. Para
tal foi usado o programa SPSS for Windows, ver-
sao 10,0.

Para todos os testes, os resultados foram con-
siderados estatisticamente significativos quando
p < 0,05.

RESULTADOS

Incidéncia da expressao dos marcadores

c-erbB-2

Expressao imuno-histoquimica da proteina
c-erbB-2 apresentou-se exclusivamente como mar-
cacao de membrana celular, de coloracao marrom
ou acastanhada. Dentro de um mesmo fragmento
a intensidade de marcacao foi homogénea, mas
variando de uma lesao para outra marcando de
fraca a moderada intensidade (Tab. 2 e Fig. 1). Nos
carcinomas os escores ++ foram em 64,8%. Nas
lesbes leucoplasicas e hiperplasicas mostraram
similaridades com marcacao de intensidade mo-
derada com escore (++).

Bcl-2

A expressao imuno-histoquimica do Bcl-2 em
carcinoma epiderméide foi heterogénea, obser-
vando-se marcagcao nuclear e citoplasmatica.
Para a identificacao das células coradas foram
consideradas as que apresentavam marcagao
citoplasmatica. Dos 54 casos, trinta e dois ca-
sos (59,2%) receberam escore +, quinze casos
obtiveram escore ++/+++ € sete nao marca-
ram (Tab. 3 e Fig. 2). Nas lesées leucoplasicas
e hiperplasicas mostraram similaridades com
marcacao de intensidade moderada com es-
core (+).

EGFR

A marcacao imuno-histoquimica em membra-
na celular revelou positividade em dezoito casos
(33,3%) com escore ++, dezesseis casos (29,6%)
com escore + e em seis casos (11,1%) com esco-
re+++ de moderada a forte intensidade (Tab. 4 e
Fig. 3). Nas lesoes leucoplasicas e hiperplasicas
mostraram similaridades com marcacao de inten-
sidade moderada com escore (++).
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TABELA 2 - Distribuicao dos casos segundo tipo de
lesao e expressao de c-erb.

Expressiao c-erbB-2
Tipo de lesdo + + +H+ Total p*

Carcinoma 14(25.9%) 35(64.8%) 5(23,1%) 54 (1000%) 0958
Leucoplasia 6(24,0%) 18(72.0%) 1 (4,0%) 25(100,0%)
Hiperplasia 6(23,1%) 18(69.2%) 2 (7,7%) 26(100,0%)

* Se p < 0,05 - diferenga estatisticamente significativa segundo o
teste de associacao do qui-quadrado.

Figura 1 - Expressao imuno-histoquimica da onco-
proteina c-erbB-2 em carcinoma epiderméide mode-
radamente diferenciado (escore ++) evidenciada pela
coloracdo acastanha, apresentando-se em todas as
camadas da massa tumoral (400X).

TABELA 3 - Distribuicdo dos casos segundo o tipo de
expressao de Bcl-2.

Expressao Bcl-2

Tipo de lesdo Negativo + A Total p*
Carcinoma 7(13,0%) 32(592% 15(27,8%) 54(100,0%)
Leucoplasia 8(36,0%) 15(60,0%  2(4,0%)  25(100,0%)
Hiperplasia 11(423%) 15(57,7%  0(0,0%)  26(100,0%)

* Nao foi possivel calcular o qui-quadrado, mesmo somando as cate-
gorias “negativo e +”.

Figura@ - Expressao imuno-histoquimica da onco-
proteiff Bcl-2 discreta em carcinoma epidermoéide
(escorqll+) evidenciada pela coloragao citoplasmatica
acastaha, apresentando-se em todas as camadas da
massa fumoral com distribuicao difusa (400 X).
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TABELA 4 - Distribuicdo dos casos segundo o tipo de
lesao e expressao de EGFR.

Expressio EGFR

Tipo delesio  Negativo + ++ =+ Total p*

Carcinoma 14(259%) 6(29,6%) 18(333%) 6(11,1%) 54(100,0%) 0,0C
Leucoplasia 8(32,0%) 0(0,0)  12(48,0%) 5(20,0%) 25(100,0%)
Hiperplasia 3(11,5%) 2(77%) 12(4L1%) 9(347)  26(100,0%)

* Nivel de significancia estatistica segundo o teste de associacao do
qui-quadrado. Para realizacao do teste qui-quadrado foram consi-
deradas as seguintes categorias: “negativoe +” e “++/+++".

Figura 3 — Expressao imuno-histoquimica da onco-pro-
teina EGFR em carcinoma epidermoéide (escore ++)
evidenciada pela coloracdo membrana celular acas-
tanha, apresentando-se em todas as camadas da mas-
sa tumoral com distribuicao difusa (400X ).

DISCUSSAO

O produto do c-erbB-2 é uma proteina com ati-
vidade de tirosina quinase, que sao enzimas capa-
zes de fosforilar residuos de tirosina em proteina
€ parece ser um processo de grande importancia
na ativacao das varias proteinas que participam
no controle da divisao celular!®.

Varios trabalhos existentes na literatura para
avaliar a expressao do c-erbB-2 mostram diferen-
cas estatisticamente significativas em comparacao
com comportamento biolégico do carcinoma de
boca e parametros clinicos em que a positividade
alta desta proteina esta relacionada com pior prog-
noéstico e sobrevida!l!2. Entretanto, Nagler et al.®
(2002), Ulanovski et al.* (2004) acompanharam
pos-cirurgicamente pacientes que apresentaram
carcinoma epidermoéide de boca e verificaram que
os marcadores c-erbB-2 e Bcl-2 e c-erbB-2 e EGFR
nao serviram para predizer a sobrevida de pacien-
tes Vora et al.!® (2003) procurando correlacionar
um painel de imuno-marcadores entre eles o
c-erbB-2 e 0 Bcl-2 em pacientes com cancer de lin-
gua e informacoes clinicas dos pacientes, nao ob-
servaram diferencas estatisticamente significativas
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entre a expressao destes marcadores € os para-
metros clinicos. Este trabalho nao encontrou
associacao estatisticamente significativa para o
c-erbB-2 e as lesoes estudadas (p = 0,934), por-
tanto, nao servindo no momento para predizer a
carcinogénese € nem progressao da neoplasia.

A familia do gene Bcl-2 exerce papel importan-
te na regulacao da apoptose. Esse gene (B-cell
lymphoma/leukemia-2 gene) foi primeiramente
observado translocado entre os cromossomas 14
e 18 em grandes proporcoes de linfomas folicu-
lares de células B humanas!4. O gene translocado
causa uma superexpressao de suas proteinas po-
dendo resultar na alteracao da morte programada
de células e conseqiientenmente permanéncias
dessas células que nao morreram?s.

A expressao da proteina Bcl-2 é observada no
citoplasma das células!®.

No grupo dos carcinomas epidermoéides de
boca, a expressao aumentada do Bcl-2 tem sido
correlacionada com grau de diferenciacao da
neoplasia, mas nao apresentou significativa rela-
cao com a taxa de sobrevida e nem com para-
metros clinicos®.

Piattelli et al.!5 (2002), Okazaki et al.!” (2002)
mostraram, em suas investiga¢oes, que a relacao
aumentada da expressao do Bcl-2 em lesées con-
sideradas cancerizaveis pode contribuir para a
determinacido progndstica da agressividade da
doenca.

Relatos na literatura mostram controvérsias na
expressao da proteina Bcl-2 durante a progressao
do carcinoma epidemoéide de boca. Enquanto
alguns demonstram seu aumento em lesées dis-
plasicas e em carcinomas, outros detectam pouca
ou auséncia da expressao nessas lesoes!”. Nesse
estudo, a expressao da proteina Bcl-2 apesar de
apresentarem marcacoes nao mostraram relacao
estatisticamente significante com os tipos de les6es
assim como, com o grau de diferenciacao e esta-
diamento dos carcinomas. No grupo das leuco-
plasias e hiperplasias, as marcacoes para o Bcl-2
foram de fraca intensidade marcando 15 casos
para ambas as lesoes.

O receptor para o Fator de Crescimento Epidér-
mico (Epidermal Growth Factor Receptor —- EGFR)
€ uma glicoproteina transmembrana, com ativida-
de intrinseca da proteina tirosina quinase, que es-
timula o crescimento de varios tipos de epitélio e
possui forte atividade mitética. Os receptores de
tirosina quinase (RTK) fazem parte de uma classe
importante de receptores de superficie celular
cujos ligantes sao hormonios protéicos, peptidios
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que se ligam a membrana. Esses receptores, quan-
do mutados, contribuem para a proliferacao des-
controlada de certos canceres em humanos!s.

A sobreexpressao da proteina EGFR esta en-
volvida no desenvolvimento de inimeras neopla-
sias como mama, ovario, pancreas, carcinoma de
cabeca e pescoco, incluindo o de boca!®2°. Desta
forma, as pesquisas dirigidas a identificacao des-
tas proteinas poderiam permitir aos clinicos sele-
cionar pacientes que se beneficiariam de uma es-
tratégia de tratamento menos agressiva. Os estu-
dos de Smith et al.2! (2001) fornecem informacoes
de relevancia clinica para o EGFR, devido ao seu
alto nivel em 56 carcinomas orofaringeos. Esse
marcador avaliado nos pacientes tratados com ci-
rurgia e posterior radioterapia mostraram ser um
favoravel preditor de controle de recidiva regional.
Observou-se também que quanto mais agressiva a
lesdo, mais alta a imunorreacao para EGFR.

Os resultados dessa pesquisa revelaram que o
EGFR apresentou uma porcentagem de imunorrea-
tividade variando de fraca a moderada intensida-
de ocorrendo uma associacao estatisticamente
significante entre as lesées (p = 0,0001). Diante
disso, pode-se assegurar que esse marcador pode
ajudar no prognéstico dos carcinomas. Nas leu-
coplasias e hiperplasias houve uma similaridade
em 12 casos com imunomarcacoées de moderada
intensidade.

E importante ressaltar que uma mudanca sig-
nificativa no tempo e qualidade da sobrevida dos
pacientes portadores de cancer de boca sé6 ocorre-
ra com o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e que estao relacionadas com a pa-
dronizacao de procedimentos técnicos através da
utilizacdo dos marcadores tumorais.

CONCLUSOES

1. O oncogene c-erbB-2 e o Bcl-2 nao mostra-
ram ser um fator de prognéstico para a carcino-
génese e o carcinoma de boca nessas amostras.

2. O marcador de proliferacao celular EGFR
mostrou significancia estatistica quando relacio-
nado com o comportamento biolégico dos carci-
nomas epidermodides. Revelou ser um marcador
de progressao para o carcinoma epidermoide de
boca.

Conclui-se que a despeito dos progressos al-
cancados no diagnéstico e na terapéutica do can-
cer, a elaboracao adequada do prognostico para
os carcinomas epidermoéides de boca e lesoes cance-
rizaveis ainda apresentam grandes dificuldades.
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