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carcinoma: correlation with TMN classification and location
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Resumo

Obijetivo: Avaliar a expressdo imunoistoquimica da ciclina D1 e do p16 (proteinas envolvidas nas vias de proliferacdo
celular e utilizadas para determinar o prognostico de neoplasias malignas) em carcinoma epidermdide de boca.
Correlacionar a imunomarcagdo com o sistema TNM (Tamanho do tumor, presenca de linfonodo metastéatico e
metastase a distancia) e com sua localizagdo anatdmica. Métodos: Trinta e quatro (34) blocos de parafina contendo
fragmentos de bidpsia incisional de carcinomas epidermdides bucais primarios foram obtidos no Hospital Araljo
Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias. Os dados dos pacientes quanto a localizacdo anatébmica e
o0 Sistema TNM foram coletados dos prontuérios. A expressao das proteinas ciclina D1 e p16 foi verificada através
da técnica imunoistoquimica utilizando a Streptoavidina-Biotina no Laboratdrio de Patologia Bucal da Faculdade
de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (FOUSP). Resultados e Conclusfes: Os resultados ndo revelaram
diferenca estatisticamente significativa entre 0 nimero médio de nUcleos positivos para a ciclina D1 e os dados
clinicos dos pacientes. Porém, uma menor porcentagem de marcagdo nos carcinomas de labio inferior e menor
expressdo nos tumores classificados clinicamente como T1 foi encontrada. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre 0 numero médio de ndcleos pl6 positivos e os dados clinicos dos pacientes com carcinoma
epidermoide de boca. Pode-se sugerir que houve um acumulo nuclear de p16, mas este resultado ndo tem significancia
no progndstico. Entretanto, os resultados da ciclina D1 ndo mostraram que ela é um marcador absoluto de
progndstico, mas sugerem que o aumento do nivel de ciclina D1 contribui junto com outros oncogenes no
processo de progressdo tumoral.
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Abstract

Obijective: To correlate the expression of cyclin D1, an oncogene, and pl6, a tumor suppressor gene to the
clinicopathological features of oral squamous cell carcinoma (OSCC). Methods: Formalin-fixed and paraffin-
embedded samples from 34 patients with primary oral squamous cell carcinoma (OSCC) were retrieved from the
files of the AraGjo Jorge Hospital from Goiénia, Brazil. Features such as TMN classification and anatomical site,
were obtained from the patients’ records. The immunohistochemistry technique was realized in the Oral Pathology
Department, School of Dentistry, University of Sdo Paulo, Brazil. Results and Conclusions: There was no correlation
in the mean number of cyclin D1 positive nuclei and p16 with the clinicopathological features. Therefore, cyclin
D1 was less expressed in OSCC of lower lips, and in T1 tumors. The results indicated that nuclear accumulation
of p16 was not found to be of prognostic significance. The findings of cyclin D1 expression doesn't show an
absolute prognostic marker that is also evidence from the p values. However, they suggest that higher level of cyclin

D1 expression contributes, together with other activated oncongene, in the process of tumor progression.
Key words: Squamous cell carcinoma; Mouth; Immunohistochemical; Cyclin D1; p16.

INTRODUCAO

O estudo do ciclo celular relacionado ao cancer tem
despertado o interesse de numerosos pesquisadores®”
em todo o0 mundo, culminando na conquista do prémio
Nobel de Medicina em 2001. O fato chama a atengéo,
pois no processo de proliferacdo celular estdo envolvidas
proteinas e produtos dos oncogenes e genes supressores
de tumor que podem explicar a origem do cancers®.
Diversos reguladores do ciclo celular sdo relatados
(Figura 1), entretanto as pesquisas tém se concentrado
no estudo das proteinas quinases, conhecidas como
quinases dependentes de ciclina (CDKS), em seus
ligantes como exemplo 0 p16 e nos complexos por elas
formados, como o complexo ciclina D1-CDK?®.

Ciclo celular e seus mecanismos de controle
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Figura 1 - Representagdo esquemdtica do ciclo celular. Em cada
ciclo os cromossomos séo replicados (fase S ou sintese do DNA) e
segregados para criarem duas células filhas idénticas (fase M ou
mitose). Estes eventos sé&o espagados por intervalos de crescimento e
reorganizacdo (fases G1 e G2). A células podem sair do ciclo ap6s a
divisdo e entrar em estado de quiescéncia (GO). O ciclo celular é
regulado por numerosos complexos CDK-ciclina, como indicado
acima e descrito no texto (Adaptado de COLLINS et al.t, 1997)

Revista Brasileira de Cancerologia 2005; 51(1): 31-37

A progressdo do ciclo celular é dependente da agéo
dos complexos Ciclinas-CDKs. A inibi¢o deste processo
é realizada por um grupo de proteinas que agem
modulando a acdo desse complexo chamado Proteinas
Inibitérias dos Complexos Ciclinas-CDKs (CKIls)Y.
Dentre elas destaca-se a proteina pl6 (Figura 2)°. A
perda funcional do gene da p16 pode estar associada ao
desenvolvimento e progressdo de uma variedade de
neoplasias malignas't.
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Figura 2 - Papel do p16 e da CDK4 na regulagéo do ciclo celular.
A proteina p16 se liga a CDK4 e forma o complexo p16-CDKA4,
impedindo a fosforilagéo do pRB. O pRB, hipofosforilado, mantém-
se supressor de tumor. Por outro lado, no caso de disfungdo do p16,
a CDK4 pode ligar-se a ciclina D e formar o complexo CDK4-
ciclina D. Este complexo promove a fosforilacdo do pRB e libera o
fator de transcri¢do (TF), o qual acelera o ciclo celular (Adaptado
de CHEN et al.*°, 1999).

O objetivo central deste trabalho concentrou-se na
verificagdo da presenca da ciclina D1 e do p16 através
da técnica da imunoistogquimica e correlaciona-las com
o sistema TNM e a localizagdo anatdmica dos carcinomas
epidermoides de boca. O objetivo se completa com o
desejo futuro de utilizar estes resultados na clinica
oncoldgica, determinando o prognostico dos carcinomas



de boca. Assim, quem sabe, poderemos oferecer aos
pacientes maior acuracia propedéutica, melhor eficécia
terapéutica e, acima de tudo, expectativas prognosticas
mais realistas.

A importancia do estudo de fatores de prognostico
reside no fato de se estabelecer o comportamento
biolégico de uma leséo, cancerizavel ou neoplésica, e
aplicar este conhecimento para tentar impedir a franca
malignidade ou a progressdo neoplasica. O critério
microscopico tem sido usado, h muito, como indicador
de prognostico. Porém, cabem algumas ressalvas: o grau
de diferenciacdo pode variar em diferentes sitios da
neoplasia, o fragmento de biopsia pode ndo ser
representativo, além da subjetividade inerente ao
observador. Outro fator de progndstico utilizado é a
classificacdo clinica TNM. Contudo neoplasias com
mesmo estadiamento podem revelar diferentes padrdes
de crescimento e prognostico®,

METODOS

Trinta e quatro (34) blocos de parafina contendo
fragmentos de bidpsia incisional de carcinomas
epidermoides bucais primarios foram obtidos no
Hospital Aradjo Jorge da Associacdo de Combate ao
Cancer em Goias, com aprovacdo do comité de Etica
em Pesquisa dessa Associagdo. Os dados dos pacientes
quanto a localizagdo anatdmica e o Sistema TNM foram
coletados dos prontudrios. A localizacdo anatémica foi
dividida em 3 grupos: lingua (17 casos), labio (7 casos)
e outras (10 casos), sendo consideradas outras a regido
retromolar, a mucosa jugal, o assoalho bucal e a gengiva.
Com relacdo ao Sistema TNM, 5 carcinomas foram
classificados como T1, 9 como T2, 9 como T3 e 11
como T4. Onze pacientes apresentavam linfonodo
regional metastatico e nenhum paciente possuia
metéstase a distancia.

A expressdo das proteinas ciclina D1 e pl16 foi
verificada através da técnica imunoistoquimica,
utilizando a Streptoavidina-Biotina no Laboratorio de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo (FOUSP). De cada bloco de
parafina contendo o material de biopsia, foram obtidos
cortes de 3mm. Os espécimes foram desparafinizados
com xilol e re-hidratados em concentrag@es graduais de
alcool. Os fragmentos foram tratados em écido citrico
pH 6,0, aquecidos a 95° C por 30 min. O bloqueio da
peroxidase endogena foi realizado com agua oxigenada
e metanol por 15 minutos.

Os anticorpos utilizados neste estudo foram a ciclina

CiclinaD1 e p16 em cancer bucal

D1 (clone DCS-6, Dako Corporation, Glostrup,
Denmark) diluida 1:150ug/mL e p16 (clone 16P04,
Neomarkers, Inc. Lab Vision Corporation, Fremont,
CA, USA) diluido em 1:75ug/mL. Como soro
secundario e complexo terciario utilizou-se o Kit LSAB
Peroxidase (Dako corporation). Na reacdo de revelacéo
os cortes foram incubados com diaminobenzidina (DAB,
3,3-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) e contracoloradas com hematoxilina de
Mayer. Estes procedimentos foram realizados na
maquina de imunoistoquimica (Austainer, Dako).
Posteriormente realizou-se a desidratacdo (cadeias
ascendentes de etandis), diafanizacdo (3 banhos de xilol)
e a montagem das laminas (com resina Permout - Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Os controles positivos para a ciclina D1 e para o
pl6 foram carcinomas epidermdides que apresentavam
uma marcacdo forte e abundante para essas proteinas.
Os controles negativos foram os mesmos casos usados
como controle positivo, que foram submetidos a reagéo
imunoistoquimica descrita acima com exce¢do da
incubagdo com o anticorpo primario.

A analise quantitativa das células positivas para a
ciclina D1 e para a p16 foi realizada a partir da contagem
dos nuacleos positivos das células, de coloragédo
acastanhada.

As imagens de cada campo foram obtidas em
microscopio de luz com aumento de 400x, sob um foco
fixo com clareza de campo. Em seguida, foram
transferidas para um monitor de TV acoplado a um
sistema computadorizado, no qual realizou-se a
contagem manual dos nucleos que expressaram a ciclina
D1 e a pl6 separadamente, apés sua individualizacdo
pelo software Imagelab-Softium (desenvolvido no
Laboratério de Informatica Dedicado a Odontologia -
LIDO - do Departamento de Estomatologia da FOUSP).

A contagem manual da ciclina D1 e do p16 foi
realizada a partir da contagem de ndmeros de nucleos
positivos em aproximadamente mil células contadas e
0s campos selecionados para a contagem foram
escolhidos aleatoriamente.

Os dados obtidos a partir da expressdo
imunoistoquimica da ciclina D1 e do p16 foram
submetidos a analises estatisticas, para tal foi usado o
programa de estatistica SPSS for Windows versdo 10.0.
Foi utilizado o Teste t de Student para comparagdo das
médias da ciclina D1 e do pl6 tendo como variaveis
independentes a localizagdo e o Sistema TNM. Para todos
os testes 0 erro o foi estabelecido como 5%, isto €, 0s
testes foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados ndo demonstraram diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de
marcacdo da ciclina D1 quando comparadas com o
Sistema TNM e com a localizacdo (Tabela 1).

A expressdo da ciclina D1 nos carcinomas
classificados como T1 apresentou marcacéo de 23,8%,
sendo menor que nos carcinomas classificados como
T2, T3 e T4 que mostraram, respectivamente 41,2%,
40,7% e 42,7% de marcacdo. Observou-se uma
porcentagem de marcacdo aproximadamente igual para
0 T2, T3 e T4, sendo menor para 0 T1, no entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre estas
variaveis (p=0,11) (Tabela 1).

Com relagdo ao acometimento dos linfonodos
regionais (N), a média de marcagdo da ciclina D1 foi
de 45,6% nos carcinomas de pacientes com linfonodos
regionais positivos (com metastase) e de 35,9% para 0s
pacientes com linfonodos negativos (sem metastase)
(p=0,22) (Tabela 1).

Analisando a localiza¢do, verifica-se que a
porcentagem de marcacéo da ciclina D1 no labio inferior
com 25,8% foi relativamente mais baixa que na lingua
com 41,2% de células marcadas e nas outras regides
com 45,4%. Observa-se, entdo, uma tendéncia em ser
estatisticamente significativo (p=0,09) (Tabela 1).

Tabela 1 - Expressdo imunoistoquimica da ciclina D1 em
carcinomas epidermoides bucais: correlagdo com sistema TNM e
localizacéo.

% de nucleos

., Total
Variavel ciclina D1 Valor de P
=<y positivos
Sistema TNM
T 0,11
T1 5 23,8%
T2 9 41,2%
T3 9 40,7%
T4 11 42,7%
N 0,22
N(+) 11 45,6%
N(-) 23 35,9%
Localizacdo 0,09
Labio inferior 7 25,8%
Lingua 17 41,2%
Outras 10 45,4%

A andlise estatistica dos resultados ndo demonstrou
diferenca estatisticamente significativa entre as médias
de marcagéo do p16 quando comparadas com o sistema
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TNM e com a localizagdo anatdmica (Tabela 2). Os
carcinomas classificados como T1, T2, T3 e T4
apresentam porcentagens de marcacdo para o pl6
aproximadamente iguais, sendo respectivamente 32,4%,
28,1%, 29,9% e 28,5%. A média de marcacdo do pl6
em relacdo a presenca de metéastase em linfonodos
regionais foi de 27,5% nos positivos (com metastase) e
de 30,2% nos negativos (sem metéstase) (Tabela 2).
Quanto a localizagdo do carcinoma observou-se 22,3%
de marcacdo em labio inferior, 30,4% na lingua e 33,0%
nas outras regides intrabucais (p=0,34) (Tabela 2).

Tabela 2 - Expressdo imunoistoquimica do p16 em carcinomas
epidermdides bucais: correlagcdo com sistema TNM e localizagéo.

Total % de nicleos

Variavel . Valor de P
(N=34) p16 positivos
Sistema TNM
T 0,73
T1 5 32,4%
T2 9 28,1%
T3 9 29,9%
T4 11 28,5%
N 0,92
N(+) 11 27,5%
N(-) 23 30,2%
Localizagéo 0,34
Labio inferior 7 22,3%
Lingua 17 30,4%
Outras 10 33,0%
DISCUSSAO

A ciclina D1 exerce importante papel na proliferagéo
celular, regulando a passagem da fase G1 para a fase S
sendo sua superexpressdo encontrada nas situacdes de
amplificacdo génica. Os dados sugerem também que o
aumento dessa proteina guarda relacdo inversa com o
progndstico dos carcinomas epidermoides da regido de
cabeca e pescogo®.

Uma possivel relagdo entre a expressédo da ciclina
D1 e o aspecto clinico dos pacientes com carcinomas
epidermoides da regido de cabega e pescogco tem sido
amplamente abordada na literatura, visando sua
utilizacdo como um possivel marcador bioldgico de
prognostico#20,

Analisando os resultados da Tabela 1 verifica-se que
a porcentagem de células marcadas nos carcinomas de
labio inferior (25,8%) foi menor que a dos carcinomas
localizados na lingua (41,2%) e nas outras regifes
intrabucais (45,4%). Os trabalhos da literatura ndo



revelaram diferenca significativa entre a expressdo da
ciclina D1 e a localizagdo dos carcinomas epidermdides
bucais. Porém, LAM et al.” encontraram diferentes
porcentagens de marcagdo nas diversas regides bucais e
relatam que este fato pode indicar uma diferenca
bioldgica da neoplasia. Este fato pode ser explicado
considerando-se 0 melhor comportamento bioldgico de
um carcinoma epidermoide que ocorre no labio inferior
ou em qualquer outra localizacdo intrabucal, explicando
mais uma vez a relagdo da maior expressdo da ciclina
D1 e prognostico desfavoravel. Os autores talvez ndo
tenham observado esta diferenga devido ao fato de, na
maioria dos casos, ndo terem trabalhado com carcinoma
epidermdide de labio inferior.

Na Tabela 1 podemos observar as porcentagens de
células marcadas em cada estadiamento clinico. O
interessante é que esperadvamos uma porcentagem de
células marcadas semelhante entre T1 e T2 e em menor
proporcdo que as de T3 e T4, também aproximadamente
iguais. Ndo foi o0 que aconteceu: o resultado de T1 foi
de 23,8% de células positivas para a ciclina D1 e uma
aproximacédo entre os valores de T2, T3 e T4, com
41,2%, 40,7% e 42,7%, respectivamente. O trabalho
de FRACCHIOLLA et al.*®* mostrou maior expressao
da ciclina D1 nos estadiamentos clinicos mais avangados
(T3 eT4) em carcinoma epidermdide de laringe. Outros
trabalhos pesquisaram esta relagdo, mas ndo encontraram
significancia® 1" 2,

A ciclina D1 é um regulador positivo da progressao
da fase G1 para S e varios experimentos mostram que a
superexpressdo da ciclina D1 leva ao encurtamento da
fase G1, causando um aumento da proliferagéo celular.
A ciclina D1 estd presente no inicio da formacdo do
carcinoma, envolvida no desenvolvimento e crescimento
tumoral®. A superexpressdo da ciclina D1 pode estar
relacionada com o crescimento local do carcinoma. A
partir dos dados da literatura e frente aos resultados
encontrados pode-se constatar que a partir de T2, o
carcinoma apresenta maior expressdo da ciclina D1,
havendo uma maior proliferacdo celular com risco
aumentado de invasividade local, representando uma
maior instabilidade génica nos carcinomas T2, T3 e T4.
Entretanto, seria importante avaliar o papel da ciclina
D1 nos diferentes estadios da carcinogénese.

Esses dados sugerem que a ciclina D1 pode estar
envolvida na patogenia de carcinomas mais agressivos.
Entretanto, ha necessidade de mais estudos, com maiores
casuisticas, para indicar a ciclina D1 como marcador
de prognostico em carcinoma epidermdide de boca.

Um fator que pode ter contribuido para a ndo
significancia dos nossos resultados foi o relativo pequeno

CiclinaD1 e p16 em cancer bucal

numero de casos analisados. Observamos em alguns
trabalhos da literatura resultados semelhantes aos nossos,
como o de MINETA et al.%, entretanto, os autores
trabalharam com 94 pacientes. Porém, de uma forma
geral, 0 nimero médio de casos relatados na literatura
varia de 20 a 50 pacientes.

Em situacdo normal de divisdo celular controlada, a
proteina p16 funciona como um regulador negativo do
ciclo celular, pois bloqueia sua progressao na fase G1.
Acredita-se que a perda desse mecanismo de controle
negativo da divisdo celular favorece a ocorréncia dos
primeiros passos necessarios para a cancerizagdo.®

Sendo o0 p16 um gene supressor de tumor poderiamos
presumir que ele estaria inibido nos carcinomas. Porém,
uma provavel explicacdo para o nimero aumentado de
células que expressam o0 p16 durante a carcinogénese seria
a proliferacdo epitelial e conseqliente transformagao,
resultar do acumulo de p16 aberrante.

A relacdo entre a expressdo imunoistoquimica do
pl6 e o sistema TNM e localizagdo do carcinoma
epidermoide da regido de cabeca e pescogo é raramente
citada na literatura. Um dos poucos trabalhos
encontrados foi o de PANDE et al.2t que correlacionou
a expressdo imunoistoquimica do p16 com os dados
clinicos (idade, sexo, TNM, uso do tabaco/betel) dos
pacientes com carcinoma epidermoide de boca. Os
autores observaram relacdo com o estadiamento do
tumor, progressdo e consumo de tabaco/betel.

TSAI et al.?? estudaram, usando a biologia molecular,
as alteragBes do gene p16 e relacionaram com os dados
clinicos de pacientes com carcinoma epidermdide bucal.
Encontrou-se correlacdo apenas com a presenca de
metastase em linfonodos regionais. J& LIN et al.?®
observaram metilagdo mais freqiiente em carcinomas de
lingua quando comparados com o de outra localizagdo
em pacientes que consumiam tabaco/betel.

Os resultados ndo revelaram qualquer relagdo entre
a expressao imunoistoquimica do p16, a localizacdo e o
Sistema TNM. Analisando a Tabela 2 observamos que
as porcentagens de células positivas foram
aproximadamente iguais nas duas variaveis.

Deve-se ressaltar que a maioria dos trabalhos da
literatura ndo se preocupa em relacionar a expressdo do
pl6 com dados clinicos e sim avaliar a presenca e tipo de
alteracdo que ocorre neste gene supressor de tumor,
aplicando-se para tal, estudos moleculares. Ainda, ndo tem
sido amplamente defendida a hipétese de se utilizar o p16
como marcador de progndstico nas neoplasias malignas.

E importante relatar que os resultados do p16
mostraram muita aproximacdo das porcentagens de
células positivas em relagdo as varidveis analisadas,
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diferindo dos resultados encontrados para a ciclina D1,
que mostraram tendéncia em ser estatisticamente
significativo. Entdo, baseando-se nos resultados
encontrados, pode-se sugerir que, ao fazer escolha entre
um dos dois marcadores de ciclo celular, ciclina D1 e
p16, para se predizer o prognostico de um carcinoma de
boca, a escolha sempre deve recair sobre a ciclina D1.

A partir da anélise da expressdo imunoistoquimica
da ciclina D1 e do p16 em carcinomas epidermoides
de boca e sua relagdo com o Sistema TNM e localizagéo
podemos concluir que ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre 0 nimero médio de
nucleos positivos para a ciclina D1 e 0 p16 em relagdo
ao sistema TNM e a localizacdo do carcinoma
epidermoide de boca. Porém, observamos que houve
menor porcentagem de marcagdo para a ciclina D1 nos
carcinomas de labio inferior e nos tumores classificados
clinicamente como T1.

Com base nesses resultados podemos sugerir que
houve um aciimulo nuclear de p16, mas este resultado
ndo tem significancia no prognostico. Entretanto, os
resultados da ciclina D1 ndo mostraram que ela é um
marcador absoluto de prognostico, mas sugere que o
aumento do nivel de ciclina D1 contribui, junto com
outros oncogenes, No processo de progressdo tumoral.
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