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RESUMO

WEISSHEIMER, CamilaCorrelagéo da imunomarcacéo de TGF-31 com prolifergdo
celular em carcinomas espinocelulares de boca confetentes progndsticos2015. 39 f.
Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao) — Fadeilde Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerc@sée dos casos de cancer de boca e,
mesmo com 0S avanc¢os nos ultimos anos, ainda apaeséas taxas de mortalidade. Muitos
fatores de crescimento ja foram relacionados coaumento da capacidade de invaséo e
progressao em diversos sitios tumorais, dentre el&ator Transformador de Crescimento
Beta-1 (TGF-R1). TGB1 é uma citocina que desempenha um duplo papelroacgénese.
Parece atuar como inibidor da proliferacdo celoks fases iniciais, mas, em estagios mais
avancados, pode contribuir para o crescimento talneomvasao dos tecidos. O objetivo do
presente estudo foi analisar a imunomarcacao do-pllGEomo marcador prognostico de
CEC de boca, além de correlaciona-la com aspetittisas, demograficos e com o perfil
proliferativo do tumor, determinado pela expressio KI-67. Foram selecionados os
prontuarios médicos de 74 pacientes com diagnokistopatologico de CEC diagnosticados
no Servico de Patologia do Hospital de ClinicasPdeto Alegre (HCPA), atendidos no
periodo de janeiro 2001 a dezembro de 2009. Odyawos foram avaliados manualmente e
foram coletadas informacdes quanto aos dados déficumy, fatores de risco, caracteristicas
clinicas do tumor, tratamento e sobrevida. Os cém@sn separados em 34 pacientes com
prognoéstico favoravel (sobrevida maior que 5 anes}0 pacientes com progndstico
desfavoravel (sobrevida menor que 5 anos). Alémodiram incluidos 9 casos de mucosa
bucal com aspecto de normalidade, provenientes ad@escde mucocele, para fins de
comparacdo. Foram realizadas a graduacdo histalodms tumores e as reacdes
imunoistoquimicas para TGF-B1 e Ki-67. A existénd&a associacdo entre as variaveis
independentes e os desfechos foi avaliada por dosidestes qui-quadrado, Kruskal-Wallis e
Anova. Foram construidas as curvas de sobrevidanpélodo de Kaplan-Meyer. Em todos os
testes foi utilizado o software SPSS 19 e o nieesignificancia estabelecido foi de 5%. De
todos os CEC analisados, 43,2% dos casos apresantadrcacao positiva em mais de 50%
das células para o TGH-. Nao houve diferenca estatistica na marcacdo @E-L
relacionada com prognostico e com graduacdo histidggca, porém foi observado um
aumento do TGBL em CEC quando comparado a mucosa bucal normahdi©e de
marcacao do Ki-67 em CEC com prognéstico favorénietie 49,85 (+ 16,34) e de 51,16 (+
19,91) com prognostico desfavoravel. Foi encontdiftaenca entre os escores mais altos (1
e 2) de TGF$1 e menor média de Ki-67 (p= 0,01), assim comoeenttipo de tratamento e
maior tempo de sobrevida (p=0,01). Conclui-se qUEGH-f1 e o Ki-67 estdo altamente
expressos nos CEC de boca em comparacdo com aammoesal, contudo ndo podem ser
relacionados com o prognostico dessas lesdes. tdoten TGFB1 esta associado com uma
diminuicdo da taxa de proliferagao celular em CE®akca.

Palavras-chave: Cancer bucal. Carcinoma espinaceRiognostico. TGF-R1.



ABSTRACT

WEISSHEIMER, CamilaCorrelation of immune TGF-31 marking with cell proliferation

in oral squamous cell carcinomas with different prgnostic.2015. 39 f. Final Paper
(Graduation) — Faculdade de Odontologia, Univededaederal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2015.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) representst &58a of cases of oral cancer and even
with advances in recent years still has high mitytahtes. Many growth factors have been
associated with increased of invasion ability amtidr progression in various places, among
them, the Transforming Growth Factor beta-1 (TGE-BGF1 is a cytokine that plays a
dual role in carcinogenesis. It seems to act agmlaibitor of cell proliferation in the early
stages, but, at later stages, can contribute tortgmowth and invasion of tissue. The aim of
this study was to evaluate the immunohistochemistrf GF{31 as a prognostic marker of
OSCC, and to correlate with clinical, demograpmmd proliferative tumor profile, determined
by the expression of KI-67. The medical records 7df patients were selected with
histopathological diagnosis of OSCC diagnosed imglagy service of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), treated between Januaryl 20ecember 2009. The records were
manually evaluated and information was collecteghrding demographic data, risk factors,
clinical features of the tumor, treatment and staiiThe cases were separated in 34 patients
with good prognosis (survival higher than 5 yeaasfl 40 patients with poor prognosis
(survival less than 5 years). In addition, it wasluded 9 cases of oral mucosa with normal
aspect, from Mucoceles cases, for comparison pagpdsistologic grading of tumors and
immunohistochemical reactions for TGF-B1 and Kiswwds performed. The presence of
association between independent variables and thebme was evaluated using the chi-
square test, Kruskal-Wallis and ANOVA. The survicakves were made using the Kaplan-
Meyer method. In all tests we used the SPSS 19%vamdtand the level of significance was
5%. In all OSCC analyzed, 43.2% of the cases shqwesdive labeling of TGHPBL in more
than 50% of the cells. There was no statisticaletbhce in TGH1 marking related to
prognosis and histological grade, however there avagncrease in the TGFRE labeling in
OSCC compared to normal oral mucosa. The labefidgx of Ki-67 in CEC with a favorable
prognosis was 49.85 (+ 16.34) and 51.16 (+ 19.91) poor prognosis. Difference was found
between the highest scores (1 and 2) of P&Fand lower average Ki-67 (p = 0.01), as well
as between the type of treatment and longer suritime (p = 0.01). We conclude that TGF-
Bl and Ki-67 are highly expressed in the OSCC coegpam normal oral mucosa, but they
may not be related to the prognosis of these lasibiowever, TGH1 is associated with a
decrease in cell proliferation rate in OSCC.

Keywords: Oral cancer. Squamous cell carcinomagiysis. TGF-31.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerc@sée das neoplasias malignas
que acometem a boca (ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHE2010; JEMAL et al., 2007;
PARKIN et al., 2005; JEMAL et al., 2002). Estima-gue, anualmente, ocorram cerca de
550.00 novos casos de CEC de boca no mundo (FER&AM., 2010; CONWAY et al.,
2009, sendo essa a sexta localizagdo mais comum ddasmspem homens. Apesar das
inovacdes em ciéncia basica e em pesquisa clibsangadas nos ultimos anos, apenas 30 a
50% dos doentes estardo vivos apos trés anosaimtticuma taxa de sobrevida global baixa
(HASSONA et al., 2013; OHTA et al., 2013; HALL ek,a2013; ANDISHEH-TADBIR;
MEHRABANI; HEYDARI, 2008; HADDAD; SHIN, 2008; VALLECILLO et al., 2007;).

A carcinogénese do CEC de cabeca e pescoco é wmspoocomplexo de multiplas
etapas determinadas por diversos fatores genééicepigenéticos GHEN et al., 2013;
MARTINS; CASTILHO, 2013; MASCOLO et al.,, 2012) quesultam na formacao e
crescimento tumoral (CHEN et al., 2011; CALIFANOadt, 1996). Diferentes fatores tém
sido avaliados como marcadores prognoésticos no @&Goca, incluindo a localizacdo do
tumor, a classificacdo TNM (estadiamento clinieoyjraduacédo histopatoldgica, o tratamento
realizado e biomarcadores de proteinas envolvidasmecanismos de carcinogénese.

Na prética clinica, o sistema TNM tem sido muitiiagtdo para auxiliar na decisédo
terapéutica e como guia prognostico (BELLO; SOBALO, 2010; VAN DER SCHROEFF,;
BAATENBURG DE JONG, 2009). Pacientes com tumoreseTB84 mostram um risco de
morte 1,89 vezes maior do que aqueles com um temaogstagios mais iniciais (OLIVEIRA
et al.,, 2015; VALLECILLO et al.,, 2007), assim compacientes com metastase em
linfonodos regionais parecem apresentar um riscoaide 1,6 vezes maior do que aqueles
que nao apresentam linfonodos comprometidos (ND)MBIRA et al., 2015; GHOSHAL et
al., 2006; MORELATTO et al., 2006; JONES et al.94p O prognéstico varia de acordo
com o estadiamento inicial dos tumores. No esthdavca de 80% dos pacientes apresentam
sobrevida de 5 anos, enquanto que no estadio Iiagp&5% (WARNAKULASURIYA,
2009). Apesar de o TNM ser muito utilizado, resddta conflitantes sobre sua validade séo
apresentados na literatura, pois, em diversos @studdo € evidenciada correlacédo
significativa entre a classificacdo TNM e a solalavdos pacientes. Mesmo pacientes que
exibem tumores pequenos (T1-T2NOMO) podem apresestarréncias, metastase e morte
(SOLAND; BRUSEVOLD, 2013). A principal explicacdana a ineficiéncia deste sistema é

porque ele apenas considera as caracteristica8n@ioas dos tumores, sem considerar as



caracteristicas bioldégicas e moleculares e, posaguinte, é incapaz de individualizar o
prognéstico.

Histologicamente, o CEC se caracteriza pela invagsacélulas epiteliais neoplasicas
no tecido conjuntivo. Diversas classificacdes s@lzadas para caracterizar o CEC, a mais
utilizada é a classificagcdo de Bryne. Essa clasgifio é realizada segundo critérios como
grau de ceratinizagdo, pleomorfismo nuclear, padrde invasdao e infiltrado
linfoplasmocitario, e avaliam as células da zonangaséo tumoral, determinando o grau de
malignidade do tumor.

Nos ultimos anos, avangos importantes tém sido detremlos na identificacdo de
biomarcadores que avaliem a agressividade e o @stign dos CEC de cabeca e pescoco.
Assim, com estes biomarcadores, no momento do @s#go, pretende-se identificar um
subconjunto de  pacientes que requerem  abordagensapétdicas  mais
agressivas/complementares, tais como radiotergpigjioterapia e terapias alvo. Na busca
desses biomarcadores, uma das principais ferrametgen sido a utilizagcdo da
imunoistoquimica, que permite a identificacdo ddrfa de expresséo de diferentes proteinas
teciduais aliada a analise da morfologia tumoraligos aspectos microscopios importantes,
como invasdo neural, area de invasao do tumor,anargtc. Além disso, pode-se utilizar
espécimes fixados em formalina e embebidos emipargfie estdo armazenados durante um
longo periodo de tempo, permitindo assim estudt®sgectivos de grandes populagdes
(OLIVEIRA; RIBEIRO-SILVA, 2011). Dentre os marcadss imunoistoquimicos mais
pesquisados estao os relacionados aos genes supseds tumor, oncogenes, marcadores de
proliferac@o celular, apoptose, angiogénese e mialeade adesdo (OLIVEIRA; RIBEIRO-
SILVA, 2011; MASSANO et al., 2006), sendo os maktados na literatura o p53, Ki67 e
EGFR. Porém, resultados divergentes em pequenaiesadndicam que nenhum marcador
pode ser recomendado até o momento (SOLAND; BRUSHB/013). Os resultados
discrepantes na literatura apontam para a necdssida se estudar novos marcadores
progndésticos em CEC de boca. Nesse sendidgmalise de fatores de crescimento, tais como
o fator de crescimento e transformacdo beta-1 (FQF-seus receptores e 0s eventos
bioquimicos por eles ativados podem fornecer ingmbes informacdes no progndéstico do
CEC e constituir novo alvo terapéutico para esss@els.

Originalmente, os membros da familia de TGF-3 @%Lle 33) foram descritos como
fatores que induzem a transformacdo celular, poesses fatores também regulam a
proliferacdo, migracao, diferenciacdo celular ecpssos de reparo (BIERIE; MOSES, 2006).
Quando o TGF- estimula o crescimento de célulaengriimais, 0 mesmo age de forma a



inibir o crescimento e a diferenciacdo de célulpgtekais, podendo ainda induzir a
desdiferenciacdo, assim como a transicdo epitéisenmquimal (HE; BAZAN, 2008;
WILKINS-PORT; HIGGINS, 2007). Apesar do TGF-B1 agmibindo a proliferacdo de
células epiteliais, paradoxalmente é encontradakss concentracbes em ceélulas tumorais
nos estagios mais tardios, parecendo promover doveslular e metastases, angiogénese e
sintese de proteinas da matriz extracelular, facdo a migracdo ou participando da
regulacdo da resposta imune por meio de sinalizatocrina, e contribuindo para a
progressao do cancer (GIEHL; IMAMICHI; MENKE, 200DJUMONT; ARTEAGA, 2003;
WAKEFIELD; ROBERTS, 2002; AKHURST; DERYNCK, 2001 TGF-R1 também tem
mostrado papel na reducdo da resposta imunolo@ef; SCHREIBER; ROWLEY,
2001), estimulacdo da angiogénese (BERTOLINO ¢t28l05; DERYNCK; AKHURST;
BALMAIN, 2001; CHOI; CHOI; PARK, 1997), aumento &éntese de enzimas proteoliticas
(KIM et al., 2004; SEOMUN et al., 2001) e estimdlaga deposicédo de matriz extracelular
(MEC) no microambiente tumoral (CHENG; LOVETT, 2008Iém disso, dados de estudos
clinicos estdo associados positivamente a exprafsaliGF-R1in vivo com o aumento da
capacidade de invasao de tumores de mama (GORS&H ¥292) e prostata (THOMPSON
et al., 1992), e com reducéo da sobrevida em @amas pancreaticos (FRIESS et al., 1993).
Estudos prévios demonstram que o TEFtem um papel pré-carcinogénico em
tumores sélidos como os de cabecga e pescoco (HAWLSKet al., 2009; MINCIONE et al.,
2008; KOMINSKY et al., 2007; PARDALI; MOUSTAKAS, ZI7; LOGULLO et al., 2003;
GORCH et al., 1992) Em estagios iniciais da carcinogénese, quando &iadana resposta
normal das células epiteliais ao TBE- ele parece atuar como supressor da progressao
tumoral (SALVADORI et al., 2014; CHEN et al., 201Bntretanto, nos estagios tardios,
parece promover invasao celular e metastases, gamngee e sintese de proteinas da matriz
extracelular ou participar da regulacdo da respost@e por meio de sinalizacado autocrina
(OHYAMA et al., 2013; CAMPISI, 2001). Nosso grupemdonstrou o papel do TGR- na
carcinogénese labial (SALVADORI et al., 2014) e dupVAGNER et al., 2015), porém
estudos sobre a importancia desse marcador ncekstaento do prognéstico dos CEC de

boca sdo escassos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

O objetivo do presente estudo foi verificar o page imunomarcacdao do TGH-
como marcador progndéstico de carcinomas espin@rehilde boca e correlaciona-lo com o

perfil proliferativo do tumor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Correlacionar os dados de sobrevida dos pacieatesadmunomarcacao do TGH:

b) correlacionar o estadiamento clinico dos CEC (TNb a imunomarcacéo do TGF-
B1 e com o prognostico;

c) correlacionar a graduacédo histopatologica com aaémarcacdo do TGB1 e com o
prognostico;

d) correlacionar o perfil de recidiva com a imunomeéma do TGH1 e com o
prognéstico;

e) correlacionar os dados de fatores de risco (furdtt@ol) com a imunomarcacao do
TGF{1 e com o prognostico.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi verificar o pageelimunomarcacéo do
TGF{$1 como marcador prognostico de CEC de boca e oglado com as caracteristicas
clinicas e demograficas da amostra e com o pediif@rativo do tumor, através da expressao
de Ki-67.

Materiais e Métodos: Foram selecionados os prontuarios médicos de Gibrgas
com diagnostico histopatologico de CEC diagnostisano Servico de Patologia do HCPA
atendidos no periodo de janeiro 2001 a dezembr20@6. Os prontuarios foram avaliados
manualmente e foram coletadas informac¢des quastdaaons demogréficos, fatores de risco,
caracteristicas clinicas do tumor, tratamento eestdn. Os casos foram separados em 34
pacientes com prognostico favoravel (sobrevida mgiee 5 anos) e 40 pacientes com
prognostico desfavoravel (sobrevida menor que S)amts lesdes foram classificadas pelo
padrdo histolégico e foram realizadas as reacfesdistoquimicas para TGF-B1 e Ki-67.
Foram incluidos 9 casos de mucosa bucal com aspechormalidade, provenientes de
mucocele, para fins de comparacdo. A existénciaadgociacdo entre as variaveis
independentes e os desfechos foi avaliada por dosidestes qui-quadrado, Kruskal-Wallis e
Anova. Foram construidas as curvas de sobrevidanpélodo de Kaplan-Meyer. Em todos os
testes foi utilizado o software SPSS 19 e o niedignificancia estabelecido foi de 5%.

Resultados: De todos os CEC analisados, 43,2% dos casos afaesenmarcacao
positiva de TGH31 em mais de 50% das células. Nao houve diferestetistica na marcacao
de TGF1 relacionada com prognéstico e graduacéo histigata. O indice de marcacéo
do Ki-67 em CEC com prognéstico favoravel foi ded%9(+ 16,34) e de 51,16 (+ 19,91) nos
casos de prognéstico desfavoravel. Foi encontrddeedca estatisticamente significativa na
expressdo de ambos os marcadores em CEC de bamamgraracdo a mucosa bucal normal.
Além disso, houve diferenca entre os escores ntiais @ e 2) de TGFB1 e menor média
Ki-67 (p = 0,01), assim como os pacientes que fosailmmetidos ao tratamento cirdrgico
apresentaram maior tempo de sobrevida (p = 0,01).

Concluséo: Conclui-se que o TGPB1 e o Ki-67 estdo altamente expressos nos CEC
de boca em relacdo aos casos de mucosa normaldoamio podem ser relacionados com o
prognostico dessas lesbes. No entanto, BGEsta associado com uma diminuicdo da média
de Ki-67, indicando que o TGt esté tentando conter a proliferacao celular.

Palavras-chave:cancer bucal, carcinoma espinocelular, progngstiGd--131.
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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) representa cerc@58e das neoplasias malignas
que acometem a bot4.Além dos altos indices de prevaléncia, o CEC da ibem mostrado
um prognaostico desfavoravel, com valores de cimas ae sobrevivéncia de menos de 50%,
produzindo altas taxas de mortalidade e morbidadgrasil e no mundd®

Diferentes fatores tém sido avaliados como mareasdprogndsticos no CEC de boca,
incluindo a localizagdo do tumor, a classificac®MI (estadiamento clinico), a graduacao
histopatoldgica, o tratamento realizado e biomazsl de proteinas envolvidas nos
mecanismos de carcinogénese. Dentre todos citadios,aa classificacdo TNM € a mais
utilizada na pratica clinica, porém, em diversotudss, ndo € evidenciada correlacdo
significativa entre a classificacdo TNM e a solstavidos pacientes. Isso porque mesmo
pacientes que exibem tumores pequenos (T1-T2NOM@emn apresentar recorréncias,
metastase e morfeA principal explicacdo para a ineficiéncia desstesna é porque ele
apenas considera as caracteristicas anatdmicasrdoges, sem considerar as caracteristicas
bioldgicas e moleculares e, por conseguinte, axde individualizar o prognostico.

A classificacdo de Bryne é utilizada para caraxagéo histolégica do CEC. Essa
classificacdo é realizada segundo critérios coraa dge ceratinizacdo, pleomorfismo nuclear,
padrdo de invaséo e infiltrado linfoplasmocitagoavaliam as células da zona de invaséo
tumoral, determinando o grau de malignidade do tumo

Dessa forma, a busca pela identificacdo de biordarea que avaliem a agressividade
e 0 prognostico dos CEC de cabeca e pescoco saeeassaria. Assim, com esses
biomarcadores, no momento do diagnéstico, pretead@entificar um subconjunto de
pacientes que requerem abordagens terapéuticasagrassivas/complementares, tais como
radioterapia, quimioterapia e terapias alvo. Nachusdesses biomarcadores, uma das
principais ferramentas tem sido a utilizacdo daniamstoquimica, que permite a identificacao
do padrdo de expressao de diferentes proteinadudétialiada a analise da morfologia
tumoral e outros aspectos microscopios important@ap invasao neural, area de invasdo do
tumor, margens etc. Além disso, pode-se utilizgpéeisnes fixados em formalina e
embebidos em parafina que estdo armazenados ptyngm periodo de tempo, permitindo
assim estudos retrospectivos de grandes populdcdBentre os marcadores
imunoistoquimicos mais pesquisados estdo os reladis aos genes supressores de tumor,
oncogenes, marcadores de proliferacdo celular, tapep angiogénese e moléculas de
adesad;” sendo os mais relatados na literatura o p53, KiGEGFR. Porém, resultados

divergentes em pequenas coortes indicam que nenfarsador pode ser recomendado até o
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momento’ Os resultados discrepantes na literatura apontamanecessidade de se estudar
novos marcadores prognosticos em CEC de boca. NesdiElo,a analise de fatores de
crescimento, tais como fator de crescimento e transformacédo beta-1 (fGQF-seus
receptores e 0s eventos bioquimicos por eles atvgobdem fornecer importantes
informacgdes no prognadstico do CEC e constituir nalvo terapéutico para essas lesdes.

A superfamilia dos TGF-B inclui mais de 100 diféesnproteinas e um numero
superior a 40 tem sido descrito em mamiferos. Asofdrmas de TGF-R em mamiferos (131,
32 e R3) induzem uma série de efeitos celularés tenformacédo dos organismos quanto em
organismos adultd$:*! regulando a proliferacéo, migracéo, diferenciagglalar e processos
reparadore’ Apesar do TGF-R1 agir inibindo a proliferacdo délulkas epiteliais,
paradoxalmente € encontrado em altas concentragbeglulas tumorais, contribuindo para a
progressdo do cancer, facilitando a migracdo e stas em estagios mais tardibs ™
Foram evidenciadas altas concentracdes deste daterescimento em cancer colorréfal,
carcinomas gastricdd,carcinomas rendi$e CEC de cabeca e pescotdlém disso, dados
de estudos clinicos estdo associados positivanzemberessdo de TGF-34 vivo com o
aumento da capacidade de invasdo de tumores de’hamadstatd’ e com reducdo da
sobrevida em carcinomas pancreatfcos.

Estudos prévios demonstram que o TEFtem um papel pré-carcinogénico em
tumores sélidos como os de cabeca e pes€dts’?*? Em estagios iniciais da
carcinogénese, quando ainda ha uma resposta ndasatélulas epiteliais ao TGH; ele
parece atuar como supressor da progressdo tuffiéf&lorém, nos estagios tardios, parece
promover invasdo celular e metastases, angiogéaesitese de proteinas da matriz
extracelular ou participar da regulacdo da respastane por meio de sinalizagéo
autdcring®?® Nosso grupo demonstrou o papel do TgFna carcinogénese labiale
bucal®® porém, estudos sobre a importancia desse marcadoestabelecimento do
progndéstico dos CEC de boca séo escassos. Dia#e, di objetivo do presente estudo foi
verificar o papel da imunomarcacdo do TEFeomo marcador prognostico de carcinomas
espinocelulares de boca e correlaciona-lo com eecteaisticas clinicas e demograficas, e

com o perfil proliferativo do tumor.
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MATERIAIS E METODOS
Amostra

A partir dos critérios de incluséo (75% das infogdes disponiveis nos prontuarios e
blocos de parafina disponiveis para o estudo)fasalecionados 74 prontuarios medicos e
blocos de parafina de pacientes diagnosticados camtinoma espinocelular (CID.C02)
primério na regido bucal, no periodo de janeir@@@1 a dezembro de 2009, no Servico de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Ale¢i€RA).

Foram coletadas informacdes quanto aos dados défivog; fatores de risco,
caracteristicas clinicas do tumor, tratamentodregie sobrevida. Foram incluidos 9 casos
gue continham epitélio de revestimento da mucoszlboom aspecto de normalidade,
provenientes de casos de mucocele, para fins dparagéio com CEC.

O presente estudo foi conduzido segundo os crtéticos da Declaracao de Helsinki

e foi aprovado no comité de ética do Hospital dei€ds de Porto Alegre (GPPG 12-0163).

Andlise Histopatologica

As laminas de CEC foram coradas em hematoxilineogina (h&e). Apds, foi
realizada a graduacdo histopatoldgica segundo isi@rdescritos por Bryne et #.Foi
realizado consenso entre dois patologistas expesiecegados para dados clinicos e o

prognéstico.

Andlise Imunoistoquimica

Cortes histologicos de 3um, em laminas silanizadaam desparafinizados em xilol,
reidratados em &lcool e imersos em solucdo de jglerde hidrogénio a 0,3% em metanol
para bloqueio da peroxidase enddgena. A seguaoiss foram lavados em solugéo tampéao
fosfato e posteriormente submetidos a recuperagégéaica. Para o TGP1, foi realizada
recuperacdo enzimatica com pepsina pH1,8 a 1% trfaes 37C por 60 minutos. Para o
Ki-67, foi feita a recuperagcdo com solugéo de bakb(10 ml de solugédo pH=6,0 + 90ml
H20) em 80° C por 18 horas (overnight). Apés, maiuibbado o anticorpo primario anti-TGF-
B1 (sc-146, SantaCruz Biotecnology; 1:100) por 1&&d“overnight”) e Ki-67 (clone MIB1,
DAKO, Carpinteria, USA, 1:50) por 1h. O sistema dieteccdo empregado foi do tipo
polimérico (Envision + Dako, Carpinteria, CA, USA)s revelacdes das reacBes foram
realizadas através de solugcdo cromogena, contef8660de 3-31-diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation, USA) e contra-coradas com solugdtematoxilina de Mayer. Todas as

reacOes foram acompanhadas de controles positigosacdrdo com as instrugbes do
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fabricante. Para o controle negativo, os anticogorarios foram substituidos por albumina
sérica bovina (BSA) a 1% diluida em tampao TRIS-HEH 7,4. Apenas coloracdo marrom
citoplasmatica de células foi observada para o BGF- coloracdo nuclear para o Ki-67,
independentemente da intensidade da coloracédoam fmonsideradas como positivas.

Todas as analises foram feitas por pesquisadogasics quanto aos aspectos clinicos
e 0 progndéstico. Foi realizada uma analise semitifativa nas laminas imunomarcadas com
TGF{1, por dois patologistas em consenso, em um aunmdmtd00x, usando escores
baseados na porcentagem de células neoplasicasadasrcCada caso foi classificado
segundo o seguinte escore: escore 0 (0 a 10% dexxélositivas), escore 1 (10 a 50%) e
escore 2 (acima de 50% de células positi¥as).

O indice proliferativo do tumor foi determinaddgexpresséo de Ki-67 na amostra.
Foi realizada uma analise quantitativa dos coristlbgicos imunomarcados pelo Ki-67
seguindo a metodologia descrita por Martinez ét Bbi realizada a captura de imagens das
laminas por intermédio de microscopio de luz conimral CX41RF model (Olympus Latin
America, Inc., Miami, Florida, USA) contendo umanwia QColor 5, Coolet, RTV
(Olympus Latin America, Inc., Miami, Florida, USAfoplada e conectada a um computador
Dimension 5150 (Dell, Porto Alegre, RS, Brazil). kisagens foram analisadas pelo software
QCapture version 2.81 (Quantitative Imaging Corpora Inc.; Surrey, DC, Canada) e
contadas com o auxilio do programa ImageJ (InetiNdcional de Saude Mental, Bethesda,
Maryland, EUA). O numero e percentual de célulasitpas foram avaliados em cada caso.
Foram contadas 1000 células em um aumento de 4@0xesultado foi apresentado como

percentual de células positivas/1000células (me&diesvio padrao).

Andlise Estatistica

Foi realizada inicialmente uma analise descritiaaapas variaveis consideradas,
calculando média, desvio padrdo, maximo, minimcediama para as variaveis quantitativas,
e frequiéncia e porcentagem para as variaveis giindis. A existéncia de associacao entre as
variaveis independentes e os desfechos foi avapadaneio do teste qui-quadrado com o
software SPSS 19. Foram realizados os testes Amd<auskal-Wallis para comparacao de
médias. A sobrevida foi calculada pelo método del#aMeier e as curvas de sobrevida
foram comparadas usando o teste estatistico deatdg-Em todos os testes, foi utilizado o

nivel de significancia de 5% ou o p-valor corresjmorie.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas e demograficas de CECdifisentes progndsticos

Dentre todos os casos de CEC avaliados (n=74)a8éntes foram considerados com
progndéstico favoravel, pois apresentaram sobremidéor que 5 anos e nao apresentaram
recidiva e; 40 pacientes foram considerados congnastico desfavoravel, pois tiveram
sobrevida menor que 5 anos e/ou apresentaramv&cidi

Na Tabela 1 estdo demonstradas as caracteriskicEsi€ e demogréaficas da amostra
com relacéo ao prognoéstico. A média de idade doeipis foi de 56,2 anos (+8,689). Houve
uma maior prevaléncia de pacientes diagnosticadms €EC do sexo masculino,
independente do progndéstico. Todos os pacientesndatra eram fumantes, com excecao de
um paciente do grupo prognostico desfavoravel. Celamcdo ao consumo de &lcool, 26
(83,9%) e 23 (85,2%) pacientes eram etilistas eagmistico favoravel e desfavoravel,
respectivamente.

Quanto ao sitio, houve maior prevaléncia de CEC matato em ambos os
prognosticos, assim como a presenca de sintom&alogprosa. Com relacao a classificacédo
TNM, independentemente do progndstico, a maiorepdws pacientes foi diagnosticada com
CEC nos estagios lll e IV. Ao analisarmos os daétecionados ao tratamento, observamos
que a maioria dos pacientes foi submetida a agsuriae cirurgia e radioterapia. Os
pacientes que foram submetidos a tratamento ciwiggtavam mais concentrados no grupo
com prognostico favoravel (44,1%), com uma difeeerstatisticamente significativa €

0.01) em relacédo ao grupo com prognéstico desfaebra



Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinioagpdcientes com CEC com prognéstico favoravel e

desfavoravel.
Caracteristicas Progndstico Prognéstico Valor p
Demograficas e Clinicas Favoravel Desfavoravel
Sexo
Masculino 27 (79,4%) 36 (90,0%) 0.32
Feminino 7 (20,6%) 4 (10,0%)
Fumo
Sim 31 (100%) 31 (96,9%) >0.99
Nao 0 (0%) 1(3,1%)
Alcool
Sim 26 (83,9%) 23 (85,2%) >0.99
Nao 5 (16,1%) 4 (14,8%)
Dor
Sim 22 (88%) 30 (85,7%) >0.99
Nao 3 (12%) 5 (14,3%)
Sitio
Assoalho 8 (23,5%) 12 (31,6%)
Lingua 7 (20,6%) 7 (18,4%)
Palato 13 (38,2%) 14 (36,8%) 0.74
Retromolar 5 (14,7%) 4 (10,5%)
Mucosa jugal 1(2,9%) 0 (0%)
Rebordo alveolar 0 (0%) 1(2,6%)
TNM
o/l 9 (27,3%) 4 (10,3%) 0.07
/v 24(72,7%) 35 (89,7%)
Tratamento
Cirurgia 15 (44,1%) 6 (15%)
RXT 0 (0%) 3 (7,5%)
Cirurgia e RXT 18 (52,9%) 22 (55%) 0.01
Cirurgia e QT 0 (0%) 3 (7,5%)
RXT e QT 1(2,9%) 2 (5,0%)
Cirurgia, QT e RxT 0 (0%) 4 (10%)

Teste de qui-quadrado

QT=quimioterapia RxT=radioterapia

17
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Andlise histopatoldgica

A andlise histopatoldgica foi realizada em todosamsos de CEC segundo os critérios
de Bryne et af’ e estdo demonstradas na Tabela 2 de acordo qoogndstico. Entre os
casos com prognostidavorave| 9 pacientes (26,5%) foram classificados em bgre de
malignidade, 20 (58,8%) em moderado grau de malagle e 5 (14,7%) em alto grau de
malignidade. Entre os casos com prognostiesfavoravel 12 pacientes (29,3%) foram
classificados em baixo grau de malignidade, 2790%.em moderado grau de malignidade e
1 (4,9%) em alto grau de malignidade. Nao houvecasgao entre o grau de malignidade do

tumor e o prognostico.

Tabela 2. Classificagdo histopatoldgica dos casdSEIC de acordo com Bryne e progndstico.

Progndéstico Prognéstico Valor p
Favoravel Desfavoravel
Baixo 9 (26,5%) 12 (30%)
Moderado 20 (58,8%) 27 (67,5%) 0.35
Alto 5 (14,7%) 1 (2,5%)

Teste qui-quadrado

Andlise Imunoistoquimica
As tabelas 3 e 4 mostram os resultados da anéliseoistoquimica de TGB1 e K-

67 nos casos de mucosa normal e nos casos de GHliferentes prognosticos.

TGF- p1

Todos os casos de CEC, independente do prognédiicam positivos para
imunomarcacao de TG[Ft (Figura 1). Dentre os casos de mucosa norma&é8®%) foram
classificados em escore 0 de T@Fe apenas 1 (11,1%) foi classificado em escoserigo
gue nao houve casos de mucosa normal classifieadosscore 2. Dentre todos os casos de
CEC, 12 (16,4%) foram classificados em escore {435%) foram classificados em escore
1 e 30 (41,1%) foram classificados em escore 2e@bs-se uma maior expressao de TGF-
Bl em CEC quando comparado com a mucosa normal, diterenca estatisticamente
significativa = 0.00) (Figura 1 A, B e C).
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N&o foram encontradas associacbes estatisticamergaificativas entre a
imunomarcacéo de TGFt e as caracteristicas demogréficas e clinicasndatea.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente fsigmte na expressao de TGE-
entre os casos de CEC com diferentes progndésiiarém, entre 0s casos de prognostico
desfavoravel, observamos uma maior concentracdoades no grupo classificado como
escore 2 de TGB1 (50%) e uma menor concentracdo de casos no gtagsificado como
escore 0 (18,4%).

N&o houve associacéo entre os escores deflGiem a classificacdo histopatologica

do tumor.

Ki-67

Todos os casos de CEC com prognoéstico favorawdséavoravel, assim como o0s
casos de mucosa normal foram positivos para imureagao de Ki-67 (Figura 1). Os casos
de mucosa normal apresentaram uma média de Ki-@&/6de2,76). Os casos de CEC com
prognostico favoravel mostraram média de 49,85 ,@4)6e os com prognostico desfavoravel
de 51,16 (£19,73). Houve uma maior expressao dé’kem CEC quando comparado com a
mucosa normal, com diferenca estatisticamentefgigtiva (o = 0.00) Figura 1 D, E e F).
Porém,ndo foi evidenciada diferencga estatisticamenteifsigtiva entre as médias de Ki-67
nos diferentes prognésticos. Da mesma forma, n@ivehassociacdo significativa entre a
expressdo de Ki-67 e a classificacdo histopatadodi@ tumor, porém foi detectada maior
média de Ki-67 nos casos classificados em alto deamalignidade (52,23.9,3. Os casos
de CEC diagnosticados em estagios avancados (TN IW) tiveram uma média maior de
expressdo de Ki-67 (50,888,27), porém, sem diferenca estatisticamente signifi@atom

relacédo aos casos de CEC em estagio inicias (TRIM)I
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Tabela 3. Analise da imunomarcacéo de T&Fe Ki-67 de acordo com o prognaostico.

Mucosa Prognostico Progndstico Valor p
Normal Favoravel Desfavoravel
TGF-p1
< 10% 8 (88,9%] 9 (27,3%) 7 (18,4%)
10-50% 1 (11,1%) 11 (33,3%) 12 (31,6%) 0.00
> 50% 0 (0,0%) 13 (39,4%) 19 (50%§
Ki67

Média 8,6 (+2,76] 49,85 (+16,34) 51,16 (+19,73)  0.00*

Teste de qui-quadrado ** Teste AnoVanalise de residuos > 1,96, (a) diferenca entggupos

Associagéo entre Ki-67 e TGH1

Foi avaliada a associagdo entre a marcacdo defI&®Bm o indice proliferativo do
tumor (Ki-67) . Foi observado que entre o escofE0150%) e o escore 2 (>50%) de TGE-
houve uma reducdo da média de Ki-67 estatisticamsighificativa =0.01). Os dados da
correlagcéo de Ki-76 com TGFL estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Relacao entre as médias de Ki-67 e asessde TGHB1 em CEC de boca.

Média Ki-67 Valor p
TGF- 1
< 10% 53,28 (+20,27)
10-50% 59,08 (+17,89) 0.01
> 50% 44,48 (+15,31)

Teste de Kruskal-Wallis



CEC CEC

Mucosa Normal Progndstice Faveravel Progndstico Desfavorivel

A e

Figura 1. Imunomarcacédo de T@E-e Ki-67 em mucosa normal e em CEC com difergmegndsticos. (A) Auséncia de T@H-na mucosa bucal normal
(100x), (B) e (C) Imunomarcagédo de T@E-(escore 2) nos CEC com diferentes prognostic08x(2 (D) Ki-67 em mucosa normal (100x). (E) e (F)
Aumento no ndmero de células marcadas por Ki-6 CE@ com diferentes prognosticos quando comparadoc@sa bucal normal (200x).

T¢
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Evolucao

Durante o periodo de acompanhamento, 34 pacieptesesmtaram recidiva com uma
média de tempo de 22,71 meses apds o diagnostitardw. Dezenove pacientes morreram
por causa do tumor com uma média de idade de Bhd2 e com uma média de tempo de
21,32 meses apds o diagnostico do tumor. As cuteasobrevida de Kaplan-Meyer estéo
representadas na Figura 2. Foi realizado o testéogleank e observamos que houve
associacao estatisticamente significatpa0.01) entre a sobrevida e o tipo de tratamento ao
qual o paciente foi submetido, com uma sobrevid@mralacionada ao tratamento cirdrgico.
Com relacdo ao estadiamento clinico, a sobrevida#&ior nos casos iniciais (estagio | e Il),
porém sem um resultado estatisticamente signiicgp=0.06). Ao compararmos as curvas
de sobrevida com os escores de TgaFebservamos uma diminuicdo da sobervida a medida
que aumenta a expressao de TEEFna amostra, porém sem uma diferenca estatistiteme

significativa £=0.41).
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Figura 2. Andlise de Kaplakteyer da sobrevida de CEC (4; de acordo com o Tratamento (B); expressa
TGF-B1 (C); Estadiamento @lico (D); Morte (E); Recidiva (F
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DISCUSSAO

A carcinogénese do CEC de cabeca e pescoco € wespoocomplexo de multiplas
etapas determinadas por diversos fatores genéécepigenéticos > que resultam na
formacao e crescimento tumofaf® O estudo do CEC de boca é extremamente importante,
devido & sua alta morbidade e mortalidhtfevarios biomarcadores vém sendo avaliados nos
CEC de boca na busca da melhor compreenséo do cameato tumoral® No presente
estudo foi avaliado o papel d&sF{31, que é um potente inibidor do crescimento epited
sua relacédo com a proliferacao celular e o progrwde CEC de boca.

O TGF$1 € um membro de uma grande familia de citocinas rpgulam uma
variedade de processos celulares, incluindo a fpragdo, diferenciagdo, motilidade,
producdio da matriz extracelular, angiogénese esespmuné***°Existem evidéncias de
que alteracbes na via de sinalizacdo do PGFeontribuem para o desenvolvimento de
diversos tipos de canc&> No entanto, efeitos contrastantes tém sido desciindicando
uma dupla funcdo do TGFt na carcinogénese. Nos estagios mais precoceGFBT
parece atuar como um inibidor de crescimento d@tuporém, em estagios mais avancados
da carcinogénese, contribui para a progressaontior tel invasividadé® Em alguns estudos, o
aumento dos niveis de TGH- tem sido associado a um pior prognéstico do cdfdem
outras investigacdes, no entanto, uma diminuicéoivel de TGH1 tem sido associada com
a progressao do tumor, a perda de diferenciacd@élakms tumorais e um comportamento
mais agressive>*° No presente estudo, todos os casos de CEC foraitivps para o TGF-
B1, sendo que 43,2% dos casos apresentaram mapesifiva em mais de 50% das células
neoplasicas. Além disso, essa marcacdo nos CEGadefti significativamente maior que a
observada nas células epiteliais da mucosa buaahaho demonstrando um papel pro-
tumorigénico desta proteina na carcinogénese b®mdimorfismo deTGF{§1 tem sido
associado ao aumento da suscetibilidade ao CEGa#e bendo que individuos que carregam
esses alelos tém um risco aumentado em 2,73 vezsseénvolver cAnc&rMaior expressao
de TGF-B1 foi demonstrada em carcinomaloretal;® gastricd” e renal’® além de ter sido
relacionada com maior invasividade em tumores dmaifd” e préstata’** e com reducéo
de sobrevida em carcinoma de pancfé&stes dados corroboram a hipétese de duignte
a transformacdo neoplésica, ocorre uma perda dgadumibitoria do TGH1 devido a
diminuicdo na regulacdo dos seus receptores owagdie nas SMADS nas células. As
principais mutacdes da via de sinalizacaoT@&Ff1 sdo em genes que reguldiGFBR2,
TGFBR1 SMAD4e SMAD2!**°
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O antigeno Ki-67 vem sendo utilizado na rotina dilegia como marcador nuclear
de células em proliferacéo, refletindo a fracdaltde proliferacéo celular no tecifblsso
porque esta proteina é observada em células einfepagéo celular nas fases G1, S, G2 e
mitoses do ciclo celuldf O papel desta proteina como marcador prognésticoagcinoma
de boca ainda ndo est4d completamente definido ¢@as metodologicas podem ser
responsaveis pelos diferentes resultados obseryedios autores. Todavia, tem sido relatado
um aumento da marcacao de Ki-67 em lesfes poterania malignas e malignas da mucosa

bucal®-%!

ao mesmo tempo que esse marcador esta asseciadoma reducéo do indice de
sobrevivéncia dos pacientes com carcinoma espulacalle cabeca e pescogco e com um
maior risco de metastase regiorfal° No presente estudo houve um aumento da marcacéo de
TGFf1 e de Ki-67 nos CEC de boca quando comparadoscasauucal normal, indicando
que o TGHB1 perdeu a sua capacidade original de inibir aifprat&o celular. Porém,
analisando a relacdo entre KI-67 e os diferentesres de TGHB1 apenas na amostra de
CEC, observamos uma relacdo inversa. Os casos (& dOEh maior média de células
positivas para o Ki-67 apresentavam menor escord GEf$1 e vice-versa. Resultados
semelhantes foram observados pelo nosso grupo eestwto anterior em CEC de 1480
em que os tumores bem diferenciados (grau I: mgrem de malignidade) apresentavam
menor Ki-67 e mais TGB4, enquanto que CEC com alto grau de malignidadesaptavam
maior Ki-67 e menor TGB1. Outros estudos também demonstraram diminuigdaniveis

de TGF1 com a progress&o do tumor e perda de diferercfatAEsses resultados indicam
que, apesar de alterado, o T@F-tenta conter a proliferacdo celular. Novos esudo
associando o TGB1 com outras proteinas envolvidas nessa via ddizsigdo se fazem
necessarios para compreender melhor seu papetaiacggEnese e na progressao tumoral.

A andlise dos dados clinico-demograficos dos CE®ata utilizados neste estudo
mostrou resultados semelhantes aos descritos prentia na literatura. Usualmente essas
lesbes acometem mais homens, acima dos 50 anadiag@iosticadas em estadios avancados
e estdo associadas ao consumo de tabaco e Hie6SiPode-se observar, também, que os
pacientes em estagios inicigestagios | e 1) mostraram tendéncia a ter mantrressida,
assim como os pacientsabmetidos ao tratamento cirdrgico apresentararmrnsabrevida.
Esses resultados corroboram a ideia de que tumimiais ainda podem ser removidos
cirurgicamente e apresentam melhor progndsticoirdtgia combinada a radioterapia neo-
adjuvantepermanecem como as melhores escolhas terapéuticasopCEC de boc4:™°
Novos conceitos envolvendo o uso de quimioteraptasada radioterapia ou em conjunto

ainda estdo sendo investigados. Nesse sentidesediascado a associacao de dados clinicos
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e de sobrevida dos CEC de boca com marcadoresyiziotd No presente estudo nao foi
encontrada associacdo entre a marcagadbGfeffl com os dados clinico-patolégicos e de
prognoéstico. Porém, por estar altamente expressGEGde boca, a via doGF-$1 pode ser
vista como um potencial alvo terapéutico. Ensaidsicos defase | demonstraram bons
resultados de inibidores d&sF81 em glioma malign8® Os resultados preliminares de um
ensaio clinico de fase Il em pacientes com carcanbapatocelular também tém demonstrado
melhor evolucéo clinica dos pacientes.

Em concluséo, os resultados do presente estudoesugpie o TGHBL e o Ki-67
estdo altamente expressos nos CEC de boca comparadasos de mucosa normal, contudo
ndo podem ser relacionados com o progndstico ddeséss. No entanto, TGH- esta
associado com uma diminuicdo da média de Ki-67camilo que o TGB1 esta tentando

conter a proliferacdo celular.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A analise de biomarcadores tem se mostrado umenatitea promissora para a
definicdo do progndstico e para a melhor escolh&ratamento nos casos de CEC de boca.
No presente estudo, ndo foi encontrada relacéde entnarcacdo de TGR- e KI-67 com o
prognostico do CEC de boca, porém foi observadadimauicdo da proliferacdo celular a
medida que ha um aumento na expressao deflGtas lesdes. Novos estudos envolvendo
outros possiveis biomarcadores em CEC de boca deesmealizados para auxiliar na

selecéo de novos alvos terapéuticos para essaslesd
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Ohbjetivos Especificos

= Verificar se ha correlagdo entre a imunomarcagio do TGF-B1 nos cec com diferentes prognbsticos e o pedil
proliferative destas lesdes.

- Correlacionar os dados de sobrevida dos pacientes com a imunomarcagio do TGF-G1.

- Correlacionar o estadiamento clinico dos CEC de lingua (TNM) com a imunomarcagic do TGF-81 e com o
progrostico.

-~ Correlacionar a graduagas histopatoldgica com a imunomarcacio do TGF-B1 e com o progndstico.

- Cormrelacionar o perfil de recidiva com a imunomarcagio do TGF-B1 e com o prognéstico.

- Correlacionar os dados de fatores de risco (fumo) com a imunomarcagfo do TGF-B1 e com o progndstico.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Projeto utilizard dados e material bioldgico armazenado. Os pasguisadores descrevem as formas de
preservagao da confidencialidade dos participantes. Como beneficios, os pesquisadores mencionam que o
trabalho poderd contribuir para o malor conheciments dos mecanismas de progressas tumoral @ sua corelagao
com a sobrevida dos pacientes.

Comentirios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Projeto apresenta-se bastante detalhado, do ponto de vista metodoldgico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Pesquisadores apresentam Termo de Compromisso para Uso de Material Biclogico.

Recomendagdes:
Sem cutras recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

37



- Apresentar o TCUD
Pesquisadores apresentam ¢ documento. Pendéncia atendida.

- Nio foi mencienado o local de realizag8o da andlise histopatoldgica.
Pesquizadores esclarecem o local de realizagio das andlises. Pendéncia atendida.

Os pesquisadores também detalham os critérios de inclusio e exclusdo, conforme recomendagdo do parecer
antarior.

Sltuacio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
Mg

Consgideragdes Finais a critério do CEP:
Projeto cadastrade no sistema WebGPPG: 12-0163.

PORTO ALEGHE, 13 de Junho de 2012

Agsnads for
José Roberto Goldim
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ANEXO B — FICHA DE LEVANTAMENTO DE DADOS

Ficha de Levantamento de dados:

Prontuario: N° AP
Nome do paciente:
Idade:

Sexo: 1 ( ) masculino2 ( ) feminino
Ocupacéo:
Cor: 1( ) branca 2( )preta 3( )amardlé ) outra
Residéncia: 1 ( )urbana 2 ( ) rural

Fumo: 1 ( ) sim 2 ( ) néo
6.1- Tipo: ( ) cigarro ( )charuto ( ) cachimlpo) palheiro ( ) outros.
6.2- Quantidade:
6.3- Periodo de uso:

6.4- Ex-fumante ha quanto tempo:

Alcool: 1( ) sim 2 ( )néo

7.1- Tipo: ( )cerveja ( )cachaca ( )whisKy)vinho ( )outros
7.2- Quantidade ..........ccoeeeeiiiiiiiie e

7.3- Periodo de USO: .....covvvvvuiiiie e

7.4- Ha quanto tempo parou 0 uso:

Dor: 1( )sim 2 ( ) néo

Leséo:

Sitio: 1 () Assoalho 2 ( ) Lingua ( 3)Palato 4 ( ) Regido Retromolar 5 (
Mucosa Jugal 6 ( ) Rebordo Alveolar 7 Qutros:

Aspecto clinico: ( )mancha branca ( )manchanetia ( )placa ( )n6dulo () ulcera
( )ulcero-vegetante ( )ulcero-infiltrativo

Tamanho: mm

Tamanho: ( )Tx ( )TO ( )carcinoma“insitu( )T1 ( )T2 ()T3 ( )T4

Metastase regional: ( )NX ( )NO ( )N1 N2 ( )N2a ( )N2b ( )N2c ( )N3
Metéastase a distancia: ( )MX ( )MO ( )M1

TNM: ( )Estadio O ( )Estéadio | ( )Estadio(l)Estadio Ill ( )Estadio IVa ( )Estédio IVb
( )Estadio IVc

Tratamento: 1 ( ) cirugia 2 () radioterapia Bduimioterapia 2 ( ) cirugia e
radioterapia 4 ( ) cirugia e quimioterapia 5radio e quimioterapia 6 ( ) cirugia, radio e
quimioterapia

Evolucéo:

1()vivo 2()falecido pelo tumor 3 ( ) faldo por outra causa
Ha quantos anos:
Recidiva: 1()sim 2 ( ) néo




