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RESUMO

O carcinoma de células escamosas em orofaringe (CCEO) estd em amplo crescimento no
mundo, mesmo havendo diminui¢do da exposi¢ao aos fatores de risco classicos, assumindo
um carater epidémico e sendo classificado como o cancer mais comum entre todos
relacionados ao papilomavirus humano. Enquanto os fatores de risco sdo extensamente
explorados na literatura, existem multiplas questdes quanto a progressdo dessas lesdes que
permanecem sem respostas ou pobremente exploradas. Nesse contexto, as vias de reparo do
DNA tém surgido como uma alternativa para responder a esses questionamentos, com a
associacdo da disfuncdo da via de reparo de DNA do tipo mismatch repair (MMR) ao
desenvolvimento de canceres sendo amplamente relatada em diversos estudos abordando
diferentes malignidades. Logo, o presente estudo teve como objetivo investigar a influéncia
das proteinas do sistema MMR na progressao e no progndstico de pacientes com carcinomas
de células escamosas em orofaringe tratados em uma instituicdo tercidria de referéncia
nacional. Para isto, foram levantados dados sociodemograficos e clinico-patologicos de 50
pacientes tratados no Hospital Haroldo Juacaba/Instituto do Cancer do Ceara. Os blocos
parafinados oriundos de biopsias excisionais foram submetidos a selecdo de dareas
representativas provenientes da fronte de invasdo tumoral, de metéstases linfonodais e de
margens cirurgicas que ndo apresentassem alteragdes histologicas, sendo selecionados trés
nucleos de 2,5 mm por amostra para a confec¢do de um bloco Unico através da técnica Tissue
Micro Array (TMA). Os blocos de TMA foram, entdo, submetidos a reagdes de
imunohistoquimica para MSH2, MSH6, PMS2, MLHI1, Ki67, caspase-3 e pl6. As
imunomarcagdes das proteinas foram avaliadas por percentual de células marcadas e
associadas aos dados clinicos-patoldgicos por meio dos testes de Mann-Whitney e de
Kruskall-Wallis/Dunn. Esses dados, por sua vez, foram correlacionados entre si por meio da
Correlagdo de Spearman. Para andlise de sobrevida, foi utilizado o teste de Long-Rank
Mantel-Cox e modelo de regressdao de Cox. Todas as andlises foram realizadas utilizando o
software estatistico SPSS versdo 20.0 (p<0,05). MSH6 e caspase-3 mostraram alta expressao
em tumores primarios (pl6+ e pl16-) e em metastases linfonodais (p16 + e p16-), e altos niveis
de MSH2 foram encontrados nas metastases linfonodais (p16 + e p16-). Um desequilibrio na
relacdo MSH2/MSH6 também foi observado. A expressao de PMS2 e caspase-3 foi associada
a baixa sobrevida nos CCEO p16- e. Na andlise multivariada, MSH2, MSH6 ¢ MLH1 tiveram
o pior impacto prognostico nos tumores pl6+. Este estudo retrospectivo langou luz sobre o

papel das proteinas MMR na progressdo e no prognodstico do cancer CCEQO, sendo o primeiro



a apresentar a caracterizacdo da imunomarcacao dessas proteinas nesses tumores. Concluindo-
se que a superexpressao de MSH2, MSH6 e de MLHI estd associada ao aumento da
instabilidade de DNA, causada pela proliferacdo celular. Nesse sentido, as proteinas MSH2,

MSH6 e MLH1 podem constituir um marcador progndstico em pacientes com CCEO p16+.

Palavras-chave: Neoplasias Orofaringeas, Proteina MutS de Ligacdo de DNA com Erro de

Pareamento, Proteinas MutL, Analise de Sobrevida.



ABSTRACT

Cases of oropharyngeal squamous cell carcinoma are on the rise and the disease now ranks as
the most common human papillomavirus-related cancer. Although risk factors have been
extensively discussed in the literature, the role of the DNA mismatch repair system remains
unanswered. In this context, DNA repair pathways have emerged as an alternative to answer
these questions, with the association between dysfunction of the mismatch repair (MMR)
DNA repair pathway and the development of cancers being widely reported in several studies
addressing different tumors. This study aimed to evaluate the impact of the DNA mismatch
repair (MMR) protein immunostaining on the tumor progression and prognosis of
oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC). This retrospective observational study
comprised 50 cases of OPSCC. Immunohistochemistry for MSH2, MSH6, PMS2, MLHI,
Ki67, pl6 and caspase-3 was performed. The expression of these proteins was assessed in
surgical resection margins, primary tumor (PT), and lymph node metastasis (LNM) of pl6+
and p16- OPSCC. Clinical-pathological involvement in immunostaining was evaluated with
Kruskal-Wallis/Dunn or Mann-Whitney test, Wilcoxon test and Spearman’s correlation.
Overall survival (OS) was analyzed with Log-Rank Mantel-Cox and Cox regression. MSH6
and caspase-3 showed high expression in PT (p16+ and p16-) and in LNM (p16+ and p16-),
and high levels of MSH2 were found in LNM (p16+ and p16-). An imbalance in MutSa also
was observed. PMS2 and caspase-3 expression was associated with poor survival in pl16-
OPSCC and, in multivariate analysis, MSH2, MSH6 and MLHI had the poorest prognostic
impact in pl6+ OPSCC. This retrospective study shed light on the role of MMR proteins in
OPSCC cancer progression and prognosis. We evidenced that the overexpression of these
proteins is associated with increased DNA mismatch caused by cell proliferation. Thus,
MSH2, MSH6 and MLH1 proteins may constitute a protein marker for poor prognosis in
patients with p16+ OPSCC.

Keywords: Oropharyngeal Neoplasms, DNA Mismatch Repair, MutS Proteins, MutL

Proteins, Survival Analysis.



LISTA DE ABREVIATURAS

AJCC American Joint Committee on Cancer

CAPES Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel
CCE Carcinomas de células escamosas

CCEO Carcinoma de células escamosas em orofaringe

EXOl1 Exonuclease 1

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma

HPV Papilomavirus Humano / Human papillomavirus

IHC Immunohistochemistry

LNM Lymph node metastasis

MMR Mismatch repair

MSI Instabilidade de microssatélites / Microsatellite instability
OSCC Oral squamous cell carcinoma

OPSCC Oropharyngeal squamous cell carcinoma

OS Overall survival

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PCR Polymerase chain reaction

PT Primary tumor

SPSS Statistical Package for the Social Sciences

SRM Surgical resection margin

TMA Tissue Micro Array



SUMARIO

INTRODUGAO ...
1.1 Carcinoma de células escamosas de orofaringe ............cceceeveeevveecieennnnnne
1.2 Sistema de reparo do DNA: via DNA mismatch repair ..................cc........
PROPOSICAO GERAL ..o
2.1. Objetivos ESPECITICOS ..eeviiruiieiieriiieiieeiieite et eite ettt et e e e ebee e enee s
CAPITULOS ..ot
3.1. Mismatch repair proteins in oropharyngeal squamous cell carcinoma: a
retrospective observational study ...............ooiiiiiiii
CONCLUSAD ...ttt
REFERENCIAS ......ovtriimriieriineieseesessiesessss s st sssessssss s ssessssessens
ANEXOS .ttt

12
13
17
17
18



