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RESUMO

O complexo transcricional HIF-1 é responsavel por controlar a transcricdo de mais
de 100 genes envolvidos em resposta celular a hipéxia. A subunidade HIF-1a é
estabilizada em condi¢cdes de hipdxia e dimeriza-se com um a subunidade HIF-1,
formando o complexo HIF-1 transcricionalmente ativo. Em células inflamatérias, uma
elevada expressdo de HIF-1a pode induzir os linfécitos a imunossupressao,
reduzindo o reconhecimento dos antigenos tumorais, permitindo o crescimento
tumoral. O presente trabalho objetivou investigar a relacdo entre a expressao de
HIF-1a em linfocitos do infiltrado inflamatério intratumoral e peritumoral de 56
pacientes com carcinoma epidermoide de cavidade oral. Os resultados indicaram um
valor progndstico para esta expressdo. Uma elevada expressdo da HIF-1a em
células do infiltrado inflamatorio peritumoral foi significantemente relacionada com o
pior prognostico do paciente, enquanto esta elevada expressdo nos linfocitos na
regido intratumoral foi correlacionado com um melhor progndstico. Um perfil de risco
indicando a chance para a recidiva e 6bito foi desenhado baseado na expresséo de
HIF-1a nos linfécitos do infiltrado inflamatorio peritumoral e intratumoral, definindo os
riscos baixo, intermediario e alto. Este perfil de risco foi habil para determinar que a
expressao forte de HIF-1a nos linfcitos peritumorais séo relacionados com um pior
prognostico, independente da expressdo nas células intratumorais. A expressao
fraca de HIF-1a nos linfécitos peritumorais e forte nos linfocitos intratumorais foram
considerados um perfil de baixo risco, mostrando nenhum caso de recidiva da
doenca e 6bito decorrente da doenca. O risco intermediario foi associado com baixa
expressdo de HIF-1a tanto em infiltrado inflamatorio intratumoral como peritumoral.
Estes resultados sugerem que a expressao da HIF-1a em células linfoides do
infiltrado inflamatdrio intratumoral e peritumoral pode exercer um papel importante

como um marcador progndstico tumoral.



ABSTRACT

The HIF-1 transcriptional complex is responsible for controlling transcription of over
100 genes involved in cell hypoxia response. HIF-1a subunit is stabilized in hypoxia
conditions, dimerizes with HIF-18 forming the active HIF-1 transcriptional factor. In
inflammatory cells, high HIF-1la expression might induce lymphocytic
iImmunosuppression, decreasing tumoral antigen recognition, allowing tumor growth.
The present work aimed to investigate the relationship between HIF-1a expression in
lymphocytes inflammatory infiltrate from intratumoral and peritumoral region of 56
patients with oral cancer. Data indicates a prognostic value for this expression. High
HIF-1a expression in peritumoral inflammatory cells was significantly related to worse
patient outcome, whereas high expression in the intratumoral lymphoid cells
correlates with a better prognosis. A risk profile indicating the chance of disease
relapse and death was designed based on HIF-1la expression in inflammatory
infiltrate cells, defining low, intermediate and high risks. This risk profile was able to
determine that high HIF-1a expression in peritumoral lymphocytes correlates with
worse prognosis, independently of intratumoral inflammatory infiltrate expression.
Low HIF-1a in peritumoral lymphocytes and high expression in the intratumoral
lymphocytes was considered a low risk profile, showing no cases of disease relapse
and disease related death. Intermediate risk was associated with low HIF-1a
expression in inflammatory infiltrate intratumoral and peritumoral. in tumor and tumor
margins. These results suggest that HIF-1la expression in tumor and peritumoral

inflammatory cells may play an important role as prognostic tumor marker.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Aspectos gerais e epidemioldgicos do cancer de cabeca e pescoco

O cancer de cabeca e pescoco é uma causa significante de mortalidade e
morbidade em todo o mundo, apresentando aproximadamente 600 mil novos casos
por ano (BAUMAN, MICHEL E CHUNG, 2012), esta doenca representa 10% dos
tumores malignos a nivel mundial (ALVARENGA et al.,, 2008) e constitui a sexta
causa mundial de morte por cancer (LIM E CHOI, 2008). Dentre estes, 0s tumores
da cavidade oral contribuem com 389 mil novos casos por ano, com uma taxa de
mortalidade de 50% (FERLEY et al., 2010).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), os tumores malignos de
cavidade oral acometem mais frequentemente individuos do sexo masculino. No
Brasil, estima-se aproximadamente 14 mil novos casos de cancer de cavidade oral
por ano, com taxas de 9.990 para o sexo masculino e 4.180 para o sexo feminino
(INCA, 2012). Embora essa neoplasia atinja preferencialmente os pacientes do sexo
masculino, nos dultimos anos houve um aumento notavel na incidéncia entre
mulheres, o que deve refletir a mudanca nos habitos tabagistas e etilistas destas
(INCA 2010; INCA 2012).

Sabe-se que existe uma relacdo positiva entre o consumo de tabaco e alcool e o
aparecimento de tumores na cavidade oral (ALVARENGA et al., 2008), de modo que
individuos tabagistas apresentam um risco cinco vezes maior de desenvolver cancer
oral do que nao tabagistas, sendo que este risco € potencializado quando o uso do
tabaco é concomitante ao uso do alcool (FORASTIERE et al., 2001; GILLISON,
2007), e mesmo em individuos com um tumor ja diagnosticado, a persisténcia do
tabagismo e do etilismo diminui o indice de cura do paciente e aumenta a ocorréncia
de um segundo tumor (INCA, 2001).
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Além do habito tabagista e etilista, outros fatores de risco sdo apresentados pela
populacdo atingida por esta neoplasia como a condicdo socioecondmica do
paciente, limitacdo de recursos, baixa renda e escolaridade, alimentacéo deficiente e
dificuldade de acesso ao servico de saude, o que propicia uma auséncia de
informacdo e tratamento aos individuos que venham a ser acometidos por uma
lesdo pré-neoplasica de cavidade oral, permitindo, posteriormente o0
desenvolvimento de um tumor lesivo (FREEMAN, 2004; WARD, 2004).

Do ponto de vista epidemioldgico, estudos revelam que a maioria dos casos de
cancer de cavidade oral no Brasil ocorre em individuos brancos, seguidos por
pardos, e em menor porcentagem, os negros (MILLER E RAYENS, 2003).
Entretanto, este predominio de individuos brancos acometidos por esta doenca, em
muitos casos, ndo pode ser considerado categorico, em virtude da ampla

miscigenacédo da populacdo (CARVALHO et al., 2001).

Em relacdo a idade dos pacientes acometidos, em grande parte sao individuos com
idade acima de 50 anos independente do género (GILLISON, 2007), entretanto, a
ocorréncia vem aumentando em individuos mais jovens em virtude da infeccéo pelo
papilomavirus humano (HPV), um virus conhecido por induzir transformacao
neoplasica (MACHADO et al., 2003).

Estes fatores ambientais e habitos de vida do paciente, em grande parte, séo
responsaveis pelo surgimento de lesdes multifocais na cavidade oral, apresentando
alteracbes pré-neoplésicas culminando com o tumor oral (BRAAKHUIS et al., 2003;
SALNIKOW et al., 2000; SLAUGHTER, SOUTHWICK E SMEJKAL, 1953; SZABO,
1999). Esta tumorigénese, pode se originar pelo acumulo de alteracdes genéticas
gue ocorrem no tecido ao longo do tempo, levando o tecido normal a se desenvolver
e tornar-se um tumor lesivo (FEARON E VOGELSTEIN, 1990).

Dentre os tipos de tumores malignos de cavidade oral, o carcinoma epidermoide é a
variante histologica mais frequente, alcancando uma taxa de 90% dos casos
(CURADO E HASHIBE, 2009). O carcinoma epidermoide de cavidade oral € uma
neoplasia maligna que se origina do epitélio de revestimento, e também pode ser
denominado carcinoma de células escamosas, carcinoma escamocelular e

carcinoma espinocelular (BRENNER et al., 2007).
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A classificagdo clinica de tumores da cavidade oral tem sido padronizada pelo
sistema de estadiamento clinico de tumores TNM (LOURENCO et al., 2006). As
caracteristicas analisadas pelo TNM consistem em trés categorias: T — as
caracteristicas do tumor no sitio primario (com base no tamanho, localizacdo ou
ambos); N — o grau de comprometimento dos linfonodos regionais e M — a auséncia
ou presenca de metastase a distancia (DESCHLER E DAY, 2008). Para o
estadiamento clinico (cTNM) séo realizados exames clinicos e de imagem, e caso 0
paciente seja submetido a resseccao cirurgica, determina-se o estagio patologico
(pPTNM) por meio do exame histopatolégico do tumor (PATEL E SHAH, 2005).

O exame histopatologico baseia-se na observacédo de anaplasias celulares, interface
entre as células tumorais e o tecido normal, invasividade do tumor, margens
tumorais, além da deteccdo de infiltrado de células inflamatérias no tecido, entre
outros parametros (LOURENCO et al., 2006).

Em 1863, Rudolph Virchow relatou pela primeira vez a presenca de células
inflamatorias no tecido neoplasico (MACARTHUR, HOLD E EL-OMAR, 2004). Desde
entdo, a inflamacdo tem sido relacionada ao céancer em muitos aspectos do
comportamento tumoral, como inibidora e favorecedora do crescimento de células
transformadas (MANTOVANI et al., 2008). O infiltrado inflamatério tumoral, que é
observado em vaérios tipos de tumor, possui um significado clinico melhor
compreendido em tumores de mama e colorretais (MOHAMED et al.,, 2012,
TOUGERON et al., 2013), sendo interpretados no laudo patolégico como fatores

preditivos de progndstico.

1.2. Respostaimunoldgica e neoplasias

Desde a década de 1860 supunha-se que houvesse uma funcéo fisioldégica do
sistema imunolégico adaptativo, em evitar o crescimento de células transformadas
ou em seu envolvimento na destruicdo destas antes que se tornassem tumores

malignos. Atualmente a literatura de fato reconhece o papel do sistema imunoldgico
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na resposta contra o crescimento e desenvolvimento de tumores. Por outro lado, um
sistema imunologico ineficiente pode permitir o crescimento e desenvolvimento de
tumores (INCA, 2001).

Esta funcdo do sistema imunologico € denominada vigilancia imunolégica, na qual
tumores malignos podem ser reconhecidos por meio dos diversos antigenos
tumorais, como proteinas modificadas, produtos de oncogenes ou de genes
supressores de tumor, ou em grande parte, proteinas que s&o expressas em
excesso ou de forma aberrante (ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2007).

O reconhecimento do corpo estranho induz um complexo programa de células
imunoldgicas, as quais sao designadas para matar e remover os invasores (DEHNE
e BRUNE, 2009). Assim, as respostas tumorais em geral sdo induzidas pelo
reconhecimento desses antigenos tumorais por células denominadas Células
Apresentadoras de Antigeno (APCs), a qual inclui macréfagos e células dendriticas.
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2007).

Ao reconhecer uma célula neoplasica, estas sdo englobadas pelas APCs
profissionais do hospedeiro e os antigenos de células tumorais sédo processados e
exibidos na superficie das APCS, assim o0s antigenos tumorais podem ser
reconhecidos por diversas subpopulacdes de Células Linfoides, incluindo Linfécitos
T auxiliares e Linfécitos T citoliticos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2007).

O principal mecanismo imunolégico de erradicacdo tumoral é a eliminacdo das
células tumorais pelos linfocitos T citoliticos (CTLs) ativados para os antigenos
tumorais. Apds a ativacdo destas células, estas passardo a expressar citocinas
citoliticas que desencadeardo um processo de morte das células tumorais (ABBAS,
LICHTMAN E PILLAI, 2007). Entretanto por outro lado, este mecanismo pode ser
ineficiente em algumas situacfes de resposta imunoldgica deficitaria ou porque
alguns tumores esquivam-se do ataque imunolégico (ABBAS, LICHTMAN E PILLAI,
2007).

Estas respostas inflamatérias a corpos estranhos normalmente ocorrem em
microambientes hipdxicos, uma vez que em locais de inflamac&o o consumo de O, é

muito elevado, enquanto o suprimento sanguineo € interrompido em virtude dos

vasos obstruidos por fagécitos ou vasoconstritos por citocinas, gerando uma baixa
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taxa de oxigénio no tecido em questdo (SITKOVSKY E LUKASHEV, 2005). Desta
forma, o sucesso da eliminacdo das células neoplasicas demanda de um
metabolismo eficiente das células imunologicas em todos os microambientes do
tecido e requer uma adaptacdo dessas em reduzida disponibilidade de oxigénio ou
hipoxia (DEHNE E BRUNE, 2009; SEMENZA, 2003).

1.3. Hipoxia

A hipoxia € um componente importante de varias doencas, incluindo acidente
vascular cerebral, doencas inflamatérias e a progressdo de tumores solidos
(RANTANEN et al., 2008). Esta baixa tensédo de oxigénio tem sido demonstrada em
varios tecidos normais, inflamados e tumorais (DEHNE E BRUNE, 2009; SEMENZA
1999) e pode prejudicar o metabolismo, uma vez que células humanas necessitam
de suprimentos adequados de oxigénio para a obtencdo de energia (SEMENZA,
2012a). Desta forma ha uma necessidade de controle da homeostase do oxigénio
para manutencao da fisiologia e bioquimica celular, essenciais para a sobrevivéncia
da célula, assim, as concentracdes de oxigénio devem ser rigidamente controladas
(SEMENZA, 2012b).

Neste contexto, células de mamiferos desenvolveram uma maquinaria molecular
para determinar a sobrevivéncia celular sob condi¢cdes de hipéxia ou de entrada em
apoptose (BRUICK E MCKNIGHT, 2001; EPSTEIN et al., 2001). Assim, para a
manutencdo da homeostase do oxigénio, muitos organismos eucariotos adaptaram
um mecanismo especializado para regulagéo e distribuicdo do mesmo. Esta via
responsiva dependente de oxigénio foi conservada e esta presente em quase todas
as células de mamiferos (BRUICK, 2003; STIEHL et al., 2006).

O Complexo HIF-1 (Hypoxia Induccible factor) € o principal mecanismo regulador da

homeostase celular e sistémica e age como fator de transcricdo para expresséo de
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mais de 100 genes envolvidos na resposta celular a hipéxia, essenciais para a
sobrevivéncia de células em condi¢gBes de baixas taxas de oxigénio, assim como de
genes de metabolismo celular, angiogénese, eritropoiese, transporte de glicose,
glicdlise, entre outros (SEMENZA, 2012b).

Este complexo transcricional € um heterodimero proteico composto por duas
subunidades, HIF-1a e HIF-1p também conhecida como aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator (ARNT), ambas pertencentes a familia de proteinas basic helix-
loop-helix-Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS) (KAELIN E RATCLIFFE, 2008). A subunidade
HIF-1B é constitutivamente expressa, com niveis de mMRNA e de proteina constantes
na ceélula. Entretanto a expressdo da subunidade HIF-1a é constantemente
suprimida na presenca de O,. Sua transcricdo e sintese proteica sdo constitutivas e
particularmente ndo sao afetadas pelo teor de oxigénio (WANG E SEMENZA, 1993),
porém a presenca do oxigénio atua na regulagdo da HIF-1a por modificagées pos-
traducionais, como hidroxilagdo e ubiquitinagdo para que ela seja degradada pelo
sistema proteossomal (BRAHIMI-HORN, MAZURE E POUYSSEGUR, 2005).

1.4. HIF-la

A proteina HIF-1a possui dominios como o PAS (Per-ARNT-Sim), o qual interage
com o dominio PAS da HIF-1B para dimerizacgdgo (CHOWDHURY, HARDY e
SCHOFIELD, 2008). Existem também outros dois dominimos localizados na porcéo
N-terminal (N-TAD) e na C-terminal (C-TAD), os quais atuam na ativacdo da
transcricdo génica. Tanto na porcdo N-terminal como na C-terminal existe o
importante dominio, o0 ODD (Oxygen-dependent degradation) que atua na mediacao
da estabilidade da HIF-1a de acordo com a disponibilidade de oxigénio, uma vez que
neste dominio estéo localizados sitios para a hidroxilacdo dependente de oxigénio
(Figura 1) (PUGH et al., 1997; RUAS, POELLINGER E PEREIRA, 2002).
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Figura 1 — Os dominios bHLH e PAS da HIF-1a mediam a dimerizagdo com a proteina HIF-13 e a
ligagdo do complexo ao DNA. Os dominios N-TAD e C-TAD séo requeridos para hidroxilagdo da
proteina HIF-1a e também para a ativagao da transcricdo génica. As interacdes proteina-proteina sao
indicadas por setas para os dois sentidos. Modificado de Sitkovsky e Lukashev (2005).

Em geral, a abundancia de subunidade 1a é primariamente regulada pela familia de
prolil hidroxilases chamadas PHD1, PHD2 e PHD3 (KAELIN E RATCLIFFE, 2008),

porém existe uma gama de outras proteinas com func¢des reguladoras da HIF-1a

(DEHNE E BRUNE, 2009).

Citoplasm

Proteasomal
degradation

Nucleus

Figura 2 — Na presenca do oxigénio a proteina PHD hidroxila o0 dominio ODD da HIF-1a, em seguida
é reconhecida pela pVHL para posterior degradagéo proteossomal.
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Sob condicdes de normoxia, a proteina PHD utiliza o oxigénio como cofator
enzimatico e transfere um grupo hidroxila para o dominio ODD da HIF-1a (KAELIN E
RATCLIFFE, 2008). Apos a hidroxilacdo, esta €& reconhecida pela proteina
supressora de tumor pVHL (von Hippel-Lindau), que recruta um complexo ubiquitina
ligase para marcar a proteina HIF-1a e promover sua degradacao proteossomal
(Figura 2) (BAEK et al., 2005).

Algumas proteinas podem ainda estabilizar a supressao da expressao da HIF-1a por
meio de interacOes proteicas como a proteina OS-9 que se liga a PHD e a HIF-1a
facilitando a hidroxilacdo. J& a proteina SSAT2 estabiliza a interacdo entre a pVHL e
a HIF-1q, facilitando sua ubiquitinagdo (SITKOVSKY E LUKASHEV, 2005) e o FIH
(fator de inibicdo da HIF) que hidroxila a por¢do C-terminal da HIF-1a impedindo sua
interacdo com co-ativadores essenciais para a atividade transcricional do complexo
HIF-1 (KAELIN E RATCLIFFE, 2008; SITKOVSKY E LUKASHEV, 2005).

Citoplasm ’ Nucleus

Proteasome

Figura 3 — Esquema de formacédo do Complexo HIF-1 em condi¢ges de hipdxia, em que a proteina
PHD em conjunto com a proteina pVHL ndo séo responsaveis pela degradacéo da HIF-1a, a qual se
transloca para o nucleo e se dimeriza a HIF-13 para compor o complexo HIF-1.
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Em condic¢des de hipdxia, a atividade da proteina PHD decresce e a degradacéo da
HIF-1a é reduzida. Uma vez estabilizada, esta é translocada para o nucleo e se
dimeriza com a subunidade HIF-13, formando o complexo HIF-1 transcricionalmente
ativo, o qual ira reconhecer uma regido no genoma chamada HRE (hypoxia
response elements) ativando a transcricdo de seus diversos genes alvo (Figura 3)
(SCHARTE, 2003; SEMENZA, 1999).

Além disso, a atividade da PHD pode ser influenciada pela interferéncia do niquel
presente no tabaco, podendo substituir o nicleo metalico desta proteina, resultando
num menor nivel de degradacdo da HIF-1a (CHEN et al., 2009; SALNIKOW E
ZHITKOVICH, 2008).

Além do seu papel na homeostase do oxigénio ha evidéncias de um importante
papel da HIF-1a em reacdes imunolégicas. Varias citocinas e outros mediadores
inflamatoérios tém sido descritos como envolvidos na promocdo da expressdo da
proteina HIF-1a, bem como a ligagdo do complexo HIF-1 ao DNA sob condi¢des de
hipéxia, ou até mesmo normoéxia, para uma melhora da resposta inflamatoria
(SCHARTE et al., 2003).

Em microambientes inflamatorios, a ativacdo das células imunol6gicas promove a
producdo de uma variedade de citocinas como TNF-a e IL-1, alem de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (NO) que também
aumentam a expressdao da HIF-1a. De forma que na inflamacado inicial, os
macrofagos e neutrofilos produzem uma explosdo de ROS, esta exploséo € critica
para a acao antitumoral dos fagocitos, uma vez que a producdo de ROS resulta num
aumento de HIF-1a, a qual ira participar na ativagao de diversas vias responsaveis
por aprimorar o metabolismo dessas células na resposta antitumoral (Figura 4)
(DEHNE E BRUNE, 2009).
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Figura 4 — Regulacao (in)dependente de O, de HIF-1a no microambiente inflamatério. Multiplos sinais
afetam transcri¢do, traducdo ou modificacdes poés-traducionais de HIF-1a. Estes multiplos sinais,
exemplificado por macréfagos, afetam a quantidade de proteina HIF-1a, a atividade da HIF-1 e
concomitantemente genes alvo de expresséo. Vias que blogueiam a atividade da PHD sdo marcadas
em vermelho. Vias de sinalizacdo que conduzem & formacéo do heterodimero HIF-1a/ HIF-1B ativo
sdo mostrados em azul. Fonte: DEHNE e BRUNE, 20089.

Uma consequéncia do aumento de ROS é a oxidacéo do Fe(ll) no sitio catalitico das
PHDs, ocasionando bloqueio de sua atividade, sendo assim, a PHD ndo ira
hidroxilar a HIF-1a para que ela seja degradada (GERALD et al.,, 2004). Outra
possibilidade é que ROS iniba as prolil hidroxilases pela oxidacdo irreversivel do
sitio ativo de amino&cidos, com residuos de histidina, resultado na inativacdo da
enzima por oxidacdo induzida. Portanto essas considera¢cdes implicam que, um
aumento de ROS durante a inflamacgé&o pode contribuir para um acumulo de HIF-1a
e a ativacdo do complexo HIF-1 nas células mieloides (DEHNE E BRUNE, 2009;
KAELIN E RATCLIFFE, 2008).

Adicionalmente, o NO atenua a ubiquitinagdo da HIF-1a e atua na reduc&o da
atividade da PHD pela alteragdo do Fe(ll) do sitio catalitico destas. Como resultado,

ocorre a estabilizacdo da HIF-1a (BRUNE E ZHOU, 2007). Também foi proposto que
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0 aumento da expressao da PI3K aumenta os niveis de HIF-1a em resposta ao NO
(BRUNE E ZHOU, 2007). Além disso, espécies ROS e NO, ativam vias a partir de
TNF-a e IL-1B, que induzirdo a producéo de PI3K e/ou NF-kB que por sua vez, irdo
ativar o complexo HIF-1 (BRUNE E ZHOU, 2007; HELLWIG-BURGEL, et al., 1999).

Os efeitos da proteina HIF-1a em células tumorais ja foram descritos e relacionados
com o prognostico (KAYA et al., 2012; DONG et al., 2013; SANTOS et al., 2012),
entretanto ndo ha muitos dados na literatura acerca da expressao da HIF-1a em
linfocitos, tampouco sua expressdo em infiltrado inflamatério tumoral (MENDES et
al., 2014; THIEL et al., 2007). Essa questdo pode ser importante devido a relacao
entre a HIF-1a, microambiente tumoral e inflamatério (SITKOVSKY E LUKASHEV,
2005; THIEL et al., 2007) e também a sua relagdo com a sobrevida de pacientes
(MENDES et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdao da proteina HIF-1a em linfécitos na regido peritumoral e
intratumoral de carcinoma epidermoide de cavidade oral.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a relacdo da expressao da proteina HIF-1a em linfocitos do infiltrado
inflamatério peritumoral e intratumoral de carcinoma epidermoide de cavidade

oral com as caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos pacientes;

e Correlacionar a expressdo da proteina HIF-1a com as caracteristicas
histopatolégicas do tumor;

e Avaliar a relacdo da expressao da proteina HIF-1a em linfocitos do infiltrado

inflamatorio peritumoral e intratumoral com o prognéstico dos pacientes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Heliopolis
em 10 de junho de 2008 (CEP n ° 619) e os participantes do estudo assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido sobre o trabalho (ANEXO ).

3.2. Casuistica

A casuistica foi composta de 56 pacientes com carcinoma epidermoide de cavidade
oral. Em relacdo a caracterizacdo de sexo e idade, a casuistica apresentou idade
variando de 34 a 81 anos, com uma idade média de 56 anos (dp + 11 anos), sendo
48 (85,7%) do sexo masculino e 8 (14,3%) do sexo feminino. De acordo com a
localizacdo anatdmica do tumor, 22 (39,3%) eram de lingua, 10 (17,9%) de gengiva
inferior, 20 (35,7%) de soalho de boca e 4 (7,1%) na area retromolar.

Os casos de cancer de labio, tratamento cirdrgico anterior, tratamento por
guimioterapia, metastases a distancia, cirurgia sem a remocdo dos linfonodos
cervicais e margens cirdrgicas positivas foram considerados como critérios de

exclusao.
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3.3. Amostras

O material utilizado no presente trabalho foi constituido de 56 amostras de tecido
tumoral e 44 margens cirdrgicas provenientes de pacientes operados com carcinoma
epidermoide de cavidade oral. Todos os pacientes foram tratados cirurgicamente no
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pesco¢o do Hospital Heliépolis, Sdo Paulo,
no periodo entre janeiro de 2002 a dezembro de 2005 com seguimento clinico de

pelo menos 48 meses apods a cirurgia.

As laminas histolégicas foram revisadas por um patologista para confirmagéo
histopatologica do diagnoéstico. Os tumores foram classificados de acordo com o
sistema TNM (3 2 edicdo) (DESCHLER E DAY, 2008) e as regides intratumorais
mais significativas foram selecionadas para confeccdo de uma lamina de tissue
microarray, enquanto que as margens foram mantidas em laminas em cortes

convencionais.

3.4. Confeccdo dalamina de Tissue Microarray (TMA)

A montagem da lamina de tissue microarray foi realizada em colaboracdo com o
Servico de Anatomia Patologica do Hospital AC Camargo, e na lamina foram
depositados tecidos da regido intratumoral dos casos de carcinoma epidermdide de

cavidade oral.

As laminas dos casos selecionados foram revisadas por coloragdo de HE
(Hematoxilina Eosina) por um patologista, e foram escolhidas regibes
representativas do tumor para perfuracéo dos blocos de parafina, chamados blocos

doadores.

Esta etapa foi realizada em um aparelho preciso denominado Tissue Arrayer da

marca Beecher Instruments® (Silver Spring MD). Os casos foram previamente



30

dispostos em ordem numérica crescente de acordo com o registro de prontuario do
Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Helidpolis, amostrados em

duplicata e mapeados (ANEXO II).

A partir destes blocos doadores foram retirados fragmentos cilindricos de 1mm de
diametro, e estes fragmentos foram acondicionados em outro bloco de parafina,
denominado bloco receptor. Cada caso foi representado no bloco receptor em

duplicata.

ApdOs a montagem do bloco receptor, 0 mesmo foi levado ao microtomo para a
obtencdo de cortes histolégicos sequenciais de 3um o0s quais foram dispostos em
laminas adesivas da marca Microsystems Inc® para serem submetidas as reacfes

de imuno-histoquimica.

3.5. Imuno-histoquimica

As amostras selecionadas para o estudo, laminas de margens cirlrgicas e do tissue
microarray foram submetidas a rea¢Bes de imuno-histoquimica pela técnica de
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC, DAKO®). Foi utilizado o
anticorpo policlonal anti-HIF-1a (Millipore CorporationH®, USA), na diluicdo de
1:150.

Foram realizados controles positivo e negativos utilizando amostras com a
expressdo da HIF-1a previamente conhecida em tumor de mama conforme
convencionado: um controle positivo, e trés negativos, sendo 0 primeiro sem
anticorpo primario, o segundo sem anticorpo secundario e o terceiro sem a reagao
de revelacdo. Para a revelagao foi utilizada a 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma®),
as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e montadas com

laminula fixada com resina.
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3.6. Analise de Expresséo

As laminas foram observadas por meio de microscopia de luz com aumento de 400
vezes, toda a regido peritumoral foi selecionada para a analise de linfécitos
imunorreativos e no caso dos tecidos no tissue microarray, todo o spot foi avaliado

em duplicata e uma média obtida. Os casos discordantes foram reavaliados.

Figura 5 — Fotomicrografia com aumento de 400 vezes de margem cirlrgica de pacientes
com carcinoma epiderméide de cavidade oral. Tipos de intensidade de marcacdo de
Linfocitos para a proteina HIF-1a, com os linfécitos imunorreativos séo marcados por setas e
as células neoplasicas sdo marcadas por asteriscos. A) A figura apresenta alguns linfécitos
sem marcagdo B) Linfocitos fracamente marcados C) Linfocitos moderadamente marcados
D) Linfdcitos fortemente marcados.
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As células foram classificadas de forma semiquantitativa e escores foram atribuidos
a cada tipo de classificacéo. A intensidade de marcagao foi pontuada como negativa
(0), fraca (1), moderada (2) e forte (3) (Figura 5). Considerando a porcentagem de
células linfoides peritumorais e intratumorais imunorreativas para a HIF-1a, a
pontuacao O foi dada quando todas as células eram negativas; 1 quando 1-25% das
células eram positivas, 2 quando 25-50% das células eram positivas e 3 quando
>50% das células eram positivas. Ambas as pontuacdes foram multiplicadas
segundo (CAMPOS et al., 2009; SOINI et al., 2000) e o resultado das pontuacdes foi

utilizado para categorizar a expressao da HIF-1a em fraca (<3) e forte (>3).

3.7. Anédlise Estatistica

Foi utilizado o teste de qui quadrado e exato de Fisher para a realizacdo de
associacao entre os dados, os quais foram confirmados pele teste de Liliefors (os
resultados foram considerados significativos quando p<0.05). Uma regressao
logistica multivariada foi utilizada para obter o odds ratio (OR) e intervalos de
confianga (IC 95%).

A curva de sobrevida foi calculada pelo nimero de meses entre a cirurgia e a morte
pela doenca para cada paciente ou a Ultima consulta. Para calcular a sobrevida livre

de doenca, o ponto final considerado foi a data recidiva da doenca.

O modelo Kaplan-Meier foi utilizado para a analise de sobrevivéncia, o Wilcoxon foi
usado para se obter o valor p e os riscos proporcionais de Cox para ajustar 0s
valores de p e se obter o hazard ratio (HR). Para as analises multivariadas, foram
incluidas em seu modelo as variaveis de relacdo conhecida para a caracteristica
testada. Os célculos foram executados utilizando os programas Epi Info® v3.4.3,
2007 e Statsoft Statistica® v7.0.61.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Expresséo de HIF-1a no infiltrado inflamatoério linfocitario peritumoral

A expressdo da HIF-1a foi estudada em 44 amostras de infiltrado inflamatorio
linfocitario peritumoral, tendo a expressdo forte sido observada em 24 (54.5%)
amostras e a fraca em 20 (45.5%) amostras (Figura 6 a e b). O habito tabagista ndo
esteve relacionado com a expressao da HIF-1a (p=0.952) nestas células. A
expressao de HIF-1a nao foi estatisticamente relacionada com o tamanho do tumor
(0.529), linfonodos acometidos (0.226) e grau de diferenciacéo (0.942). (Tabela 1)

Figura 6 — Fotomicrografia de margem cirlrgica de carcinoma oral. A - expressao forte de
HIF-1a em células linfoides do infiltrado inflamatério peritumoral. B — expresséo fraca de
HIF-1a em células linfoides do infiltrado peritumoral.

Os resultados da andlise da expressdo da HIF-1a em linfocitos do infiltrado
inflamatorio peritumoral quando comparadas com recidiva e 6bito mostraram que
esta expresséao foi significantemente associada com a ocorréncia de recidiva e de

Obito (p=0.013 e p=0.016, respectivamente).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicopatoldgicas e sua relacdo com a expresséo da HIF-1a nas células linfoides do infiltrado inflamatério, intratumoral e
peritumoral.

Expresséo HIF-1la nas células linfoides do infiltrado inflamatorio

Caracteristicas Peritumoral Intratumoral
Clinicopatoldgicas Total Fraca Forte Total Fraca Forte
No. (%) No. (%) No. (%) P No. (%)  No. (%) No. (%) P
Tabagismo
Nao 13 29.5 7 29.2 6 30.0 0.952 14 25.0 14 32.6 0 0.0 0.013
Sim 31 70.5 17 70.8 14 70.0 42 75.0 29 67.4 13 100.0
Tamanho do tumor (T)?
T1+T2 21 47.7 12 50.0 9 45.0 0.529 24 42.9 16 37.2 8 61.5 0.290
T3 6 13.6 2 8.3 4 20.0 11 19.6 9 20.9 2 15.4
T4 17 38.6 10 41.7 7 35.0 21 37.5 18 41.9 3 23.1
Linfonodos (N)*®
Ausente 22 50.0 14 58.3 8 40.0 0.226 24 42.9 21 48.8 3 23.1 0.091
Presente 22 50.0 10 41.7 12 60.0 32 57.1 22 51.2 10 76.9
Grau de diferenciagéo
Bem 19 43.2 10 41.7 9 45.0 0.942 24 42.9 21 48.8 3 23.1 0.074
Moderado 21 47.7 12 50.0 9 45.0 28 50.0 18 41.9 10 76.9
Pouco 4 9.1 2 8.3 2 10.0 4 7.1 4 9.3 0 0.0
Recidiva
Néo 21 47.7 15 68.2 6 30.0 0.013 27 48.2 17 43.6 10 76.9 0.037
Sim 21 47.7 7 31.8 14 70.0 25 44.6 22 56.4 3 23.1
Not available ° 2 45 4 7.1
Obito
Nao 24 54.5 17 73.9 7 36.8 0.016 31 55.4 21 52.5 10 76.9 0.108
Sim 18 40.9 6 26.1 12 63.2 22 39.3 19 475 3 23.1
Not available ° 2 45 3 5.4
Total 44 100.0 24  (545) 20 (45.5) 56 100 43  (76.8) 13  (23.2)

% Not available — N&o foram considerados nos célculos estatisticos.
® TNM classification (3rd edition).
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A andlise multivariada revelou a expressao forte da HIF-1a como um marcador para
a ocorréncia de recidiva e o6bito pela doenca (OR=5.75, Cl=1.03-32.06 e OR=5.63,
Cl=1.09-28.98, respectivamente), podendo aumentar o risco dessas ocorréncias em

mais de cinco vezes, quando comparada a expressao fraca.

Disease-free survival
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Figura 7 — Curva de sobrevida livre de doenca segundo a expressao de HIF-1a em células
linfoides do infiltrado inflamat6rio peritumoral.

A expresséo forte da HIF-1a foi ainda relacionada com as piores sobrevidas livre de
doenca e doenca especifica (p=0.028 e p=0.008, respectivamente). No periodo de
24 meses apos a cirurgia, cerca 20% dos pacientes com expressao fraca de HIF-1a
tiveram recidiva da doenca e 10% morreram, enquanto que no mesmo periodo, 70%
dos pacientes com expressao forte recidivaram e 60% morreram da doenca em
guestao (Figura 7 e 8). A andlise multivariada mostrou que a expresséo forte da HIF-
1a é um fator independente para a pior sobrevida livre de doenca e doenca
especifica (HR=3.29; CI=1.10-9.86 e HR=3.88; CI=1.24-12.07, respectivamente),
podendo aumentar o risco de ambas em mais de trés vezes em comparacdo aos

casos com a expressao fraca.
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Figura 8 — Curva de sobrevida doencga-especifica de acordo com a expressao de HIF-1a em
células linfoides do infiltrado inflamatorio peritumoral.

4.2. Expressao da HIF-1a no infiltrado inflamatério linfocitario
intratumoral

A expressdo da HIF-1a foi estudada em 56 amostras de infiltrado inflamatorio
linfocitario intratumoral, onde a expressdo da HIF-1a foi forte em 13 (23.2%)
amostras e fraca em 43 (76.8%) amostras (Figura 9 a e b). A expressao da HIF-1a
foi significantemente relacionada com o habito tabagista, onde a expresséo forte foi
detectada em todas as amostras provenientes de individuos tabagistas (p=0.013).
Com relacdo as caracteristicas clinicopatolégicas, a expressdo da HIF-1a né&o
mostrou associacao significante com o tamanho do tumor (0.290), linfonodos

acometidos (0.091) e grau de diferenciacdo (p=0.074, Tabela 1).
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Figura 9 — Fotomicrografia de infiltrado inflamatdrio intratumoral. A - expresséo forte de HIF-
1a em células linfoides do infiltrado inflamatério intratumoral. B — expresséo fraca de HIF-1a
em células linfoides do infiltrado intratumoral.

A expressdo da HIF-1a nao foi associada com a ocorréncia de o6bitos, mas foi
significantemente relacionada a ocorréncia de recidiva (p=0.037, Tabela 1). No
entanto, a analise multivariada ndo confirmou a HIF-1a como fator independente

para a recorréncia da doenca (OR=9.73, Cl 0.82-115.25).

Com relacdo a sobrevida dos pacientes, a expressao da HIF-1a ndo mostrou relagéo
com as sobrevidas livre de doenca e doenca especifica (p=0.102 e p=0.125,

respectivamente, Figura 10 e 11).
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Figura 10 — Curva de sobrevida livre de doenca segundo a expressao de HIF-1a em células
linfoides do infiltrado inflamatério intratumoral.
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Figura 11 — Curva de sobrevida doenca especifica de acordo com a expressédo de HIF-1a
em células linfoides do infiltrado inflamatério intratumoral.
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4.3. Perfil HIF-1a linfocitario

Baseado nos resultados e com o objetivo de testar o impacto da cumplicidade da
expressdo da HIF-1a nos infiltrados inflamatérios intra e peritumoral no prognéstico
dos pacientes, foi desenhado um perfil HIF-1a linfocitario, segundo sua localizagao
do infiltrado inflamatério em relacéo ao tumor. Desse modo, a expressao linfocitaria
da HIF-1a foi categorizada em trés classes, nomeadas em, baixo, intermediario e

alto risco, conforme descrita na tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de risco HIF-1a e sua correlagdo com recidiva e morte.

Recidiva Obito
Perfil HIF-1a linfocitario
Nao Sim Nao Sim
p
Risco Peritumoral Intratumoral No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Baixo Fraca Forte 5 263 0 0.0 0.027 5 227 0 0.0 0.014

Intermediario Fraca Fraca 9 474 6 333 11 500 5 333
Alto Forte Forte ou Fraca 5 263 12 66.7 6 273 10 66.7

O perfil de risco demonstrou que os pacientes com expressado de HIF-1a fraca no
infiltrado inflamatério peritumoral e forte no infiltrado inflamatoério intratumoral
apresentava baixo risco de desenvolver recidiva tumoral ou O6bito com 0% de
ocorréncia, ja os pacientes de risco intermediario apresentaram expressao fraca no
infiltrado peritumoral e intratumoral com um aumento de aproximadamente 33% de
recidivas e o6bitos, e por fim os individuos de alto risco com expressao forte no
infiltrado inflamatério peritumoral, sendo que a expressao do infiltrado inflamatorio
intratumoral pode ser forte ou fraca, independentemente. Sendo que estes
individuos de alto risco apresentam um risco de aproximadamente 66% de risco de

apresentar recidiva e 6bito.

O perfil HIF-1a linfocitario foi significantemente associado com a ocorréncia de
recidiva e Obito pela doenca (p=0.027 e 0.014, respectivamente). Segundo 0s
resultados, nenhum paciente classificado como baixo risco para o perfil HIF-1a

linfocitario apresentou recidiva ou 6bito pelo cancer em questdo, enquanto que
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aproximadamente 70% dos casos classificados como alto risco tiveram recidiva da

doenca ou Obito (Tabela 2).
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Figura 12 - Sobrevida livre de doenga de acordo com o perfil de risco HIF-1a.
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Figura 13 - Sobrevida doenca especifica de acordo com o perfil de risco HIF-1a.
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Com relacado as sobrevidas livre de doenca e doenca especifica, o perfil HIF-1a
linfocitario também se mostrou significantemente relacionado (p=0.013 e p=0.032,
respectivamente). No periodo de 24 meses apds a cirurgia, nenhum caso de recidiva
ou Obito ocorreu entre os pacientes classificados como de baixo risco para o perfil
HIF-1a linfocitario, enquanto que cerca de 70% dos pacientes de alto risco para o

perfil tiveram recidiva e 60% tiveram o6bito pelo cancer (Figura 12 e 13).
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4. DISCUSSAO

Os resultados ndo mostraram correlagéo entre a expresséo da HIF-1a em linfocitos
do infiltrado inflamatorio peritumoral e o tamanho do tumor. Sabe-se que o0 aumento
do tamanho do tumor provoca naturalmente uma condicdo de hipdxia, 0 que
promove aumento da expressdo da HIF-1a (SEMENZA, 1999), no entanto os
linfécitos da margem tumoral podem néo ser influenciados apenas pela hipdxia
tumoral, mas também pela expressdo de citocinas presentes no microambiente
inflamatdrio que ativa vias de expressédo da HIF-1a (SCHARTE et al., 2003), além
disso, o alto consumo de oxigénio nas regides inflamatdrias poderia causar o
aumento da expressao desta proteina nos linfocitos analisados (DEHNE e BRUNNE,
20009).

Quando analisados os habitos dos pacientes, os resultados mostraram que o habito
tabagista foi significativamente relacionado a expresséo forte da proteina HIF-1a,
isto pode ser explicado com base nos dados de Chen e colaboradores (2001) em
que o niquel pode atuar indiretamente sobre o DNA, estando relacionado a alteracéo
na regulacdo da expressdo génica de varios genes. Este metal esta presente em
grandes concentracfes no cigarro e pode substituir o nacleo metélico de algumas
proteinas da familia das dioxigenases ferro e 2-oxoglutarato-dependentes, como as
PHDs (HIF prolil hidroxilase) (CHEN et al., 2009; SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008).

A proteina PHD possui um nucleo metalico preenchido pelo Fe (ll) para seu perfeito
funcionamento (CHEN et al., 2009), entretanto, quando em grandes quantidades, o
niquel apresenta maior afinidade pelo nucleo metélico da PHD podendo facilmente
substitui-lo, o que resulta numa perda de funcdo desta proteina, desta forma ela
perde a capacidade de hidroxilar o dominio ODD da HIF-1a, a qual mantém-se
integra (SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008).

A expressao da proteina HIF-1a em linfécitos do infiltrado inflamatério mostraram
uma significante relacdo com o progndstico dos pacientes. Sabe-se que sistema
imunoldgico apresenta um papel primordial na sobrevivéncia do organismo, inclusive
de manté-los em constante defesa contra células transformadas e destrui-las antes

gue se tornem tumores lesivos. O infiltrado inflamatério tumoral, observado em



43

varios tipos de tumor, possui um significado clinico melhor compreendido em
tumores de mama e colorretais (MOHAMED et al., 2012; TOUGERON et al., 2013)
sendo interpretados no laudo patolégico como fatores prognoéstico. Porém, em
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, apesar de avaliado pelo patologista, o

infiltrado inflamatdrio tumoral ainda néo traz correlacao clinica bem estabelecida.

A grande maioria dos estudos de pesquisa com cancer avalia e associa o0
prognostico a expressao de HIF-1a em células tumorais (KAYA et al., 2012; DONG
et al.,, 2013; SANTOS et al., 2012), ndo havendo na literatura avaliacdo da
expressdo da HIF-1a em linfocitos do infiltrado inflamatério tumoral ou peritumoral
em humanos. Essa questdo mostra ser importante uma vez que células linfoides
apresentam uma funcao de principal mecanismo no combate a células tumorais,
além da importancia da relacdo entre a expressao de HIF-1a no microambiente
tumoral e a supresséo linfocitaria (SITKOVSKY E LUKASHEV, 2005; THIEL et al.,
2007).

Os resultados obtidos mostram que a avaliacdo da HIF-1a no infiltrado inflamatorio
pode ser utilizada como fator prognostico em tumores de cavidade oral devido a
relacdo entre a forte expressdo desta proteina nas células linfoides da margem
peritumoral e o pior prognostico dos pacientes. Este pior progndéstico esteve
relacionado a recidiva loco regional, morte pela doenca (p=0.013 e p=0.016) e
aumento de risco de recidiva e 6bito em mais de cinco vezes quando comparado
com a expressao baixa da HIF-1a. Além disso, a expressao forte da HIF-1a mostrou
ser um fator de risco independente para pior sobrevida livre de doenca e sobrevida
doenca-especifica (HR=3.29; CI=1.10-9.86 e HR=3.88; Cl=1.24-12.07,

respectivamente), com aumento de risco em mais de trés vezes.

Estes dados podem ser apoiados pelos achados de Thiel et al., 2007, o qual mostra
que as células linfoides podem nao exercer seu papel de defesa em caso de
expressao forte da HIF-1a. Nesse caso, apesar de presente, o infiltrado inflamatério
pode estar suprimido e/ou apresentando atividade anti-inflamatéria em virtude da
expressdo forte da HIF-1a na margem peritumoral, podendo néo ser efetivo no

combate as células tumorais no tangente ao escape para recidiva loco regional.
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Além disso, nossos dados sugerem que o papel do infiltrado inflamatoério peritumoral
parece ter um “efeito dominante” em relagdo ao infiltrado inflamatério intratumoral.
Estudos com céancer de mama (MOHAMED et al., 2012) também sugerem que o
infiltrado inflamatério da margem tumoral possui um papel chave no combate ao

tumor no hospedeiro.

Essa hipotese pode ser reforcada pelo resultado do perfil de risco, na qual a
expressao fraca da HIF-1a em linfocitos do infiltrado inflamatoério peritumoral e forte
em linfécitos do infiltrado inflamatdrio intratumoral representa o perfil de baixo risco e
esta associado ao melhor progndéstico sem nenhum caso de recidiva ou morte. A
expressao fraca na margem e fraca no tumor aumenta o risco de recidiva e 6bito em
33.3% com perfil intermediario de risco, ja perfil de alto risco leva em consideragéo
apenas a expressao forte da HIF-1a na margem e independe da intensidade da
expressdo da mesma no infiltrado inflamatério intratumoral e eleva o risco em 66.7%
tanto de recidiva tumoral, quanto de ébito do paciente. Esses dados mostram que o
infiltrado inflamatdrio peritumoral deve apresentar uma maior efetividade no controle

da disseminacéo loco regional da doenca.

Outra questdo importante € como explicar que a expressdo da mesma proteina tem
papel diferente nas células do infiltrado inflamatério do tumor e da margem. Nossa
hip6tese esté relacionada as diferencas do microambiente tumoral e peritumoral.

No caso do tumor, sabemos que o microambiente hipdxico induz a estabilizacdo da
HIF-1a que rapidamente ativa a expressdo de VEGF e promoc¢do da angiogénese
(SEMENZA, 2012b), com aumento da vascularizacdo e oxigenacao do
microambiente tumoral. Essa resposta poderd levar a uma melhor resposta ao
tratamento, especialmente o radioterapico, como ja descrito na literatura em cancer
de cabeca e pescoco (SANTOS et al., 2012). Além disso, estudos apontam que o
aumento da expresséo da HIF-1a intratumoral pode ativar a cascata pro-inflamatoria
responsavel pelo combate as células tumorais por meio da ativacdo de receptores
para TNF (PALAZON et al., 2012), desta forma, a expressao forte da HIF-1a no
infiltrado inflamatoério intratumoral poderia contribuir para uma maior resposta

antitumoral culminando num melhor progndstico para o paciente.
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Nossos achados abrem perspectiva da utilizagdo da avaliacdo biolégica da proteina
HIF-1a para aplicagdo prognostica em pacientes com cancer e sugere novos alvos

terapéuticos de desenvolvimento de drogas anti-cancer.
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5. CONCLUSOES

Nao houve relagdo significativa entre as caracteristicas clinico-epidemiologicas dos
pacientes e histopatoldgicas do tumor com a expressao da HIF-1a em linfécitos do
infiltrado inflamatorio peritumoral e intratumoral. No entanto esta expressdo mostrou
ser um importante marcador progndéstico tanto em linfécitos peritumorais como em
linfécitos intratumorais, possibilitando também a criagcdo de um perfil de risco para o

prognostico dos pacientes.

Os presentes resultados abrem perspectiva da utilizacdo da avaliacdo biologica da
proteina HIF-1a para aplicagdo prognostica em pacientes com cancer e sugere

novas abordagens acerca do estudo do infiltrado inflamatorio em tumores.
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ANEXO | — Aprovacéo do Presente Trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Heliépolis, sob n° 619.

UGA I - UNIDADE DE GESTAO ASSISTENCIAL — HOSPITAL HELIOPOLIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S&o Paulo, 10 de Junho de 2008.

Ao Prezado
Dr. Marcelo dos Santos

Vimos por meio desta informar que o projeto de pesquisa: "Avallagiie das proteinas
HIFia, PHD3 ¢ INOS como candidatas a marcadores de comportamento tumoral em
pacientes com carcinoma eplderméide de cavidade oral ¢ orofaringe”, ¢ seus demals
documentos, registrado neste CEP sob n® 619, weado como refator o Dr, Carlos N, Lehn ,  foi
aprovado poe este Comité de Etica em pesquisa em: 10/06/2008.

Lembramos gue € obrigatorio o envio de relatirio anual ¢ final para cste Comité de Etica em
Pesquisa.
Atenclosamente,

CONITE DE ETICA EM PESQUISA

HOSPITAL HELIOPOLIS
De. Jazias de Aadrade Sobrinho
Crarmonador

~// /'///'

/br Jozias de AMSobtmln
/7

'/ COORDENADOR

(%5

Rua Crwgoe Xavier, 276 - Sacoms ~ 530 Paulo - PS-Externa - CEP 04231-030.
Fone; 6215-1001 / 2274-7600 ramal 105 / Fax: 6162-6764
E-mall: o=p_hellopols@yahoo.com.br @  Site www.hospitalheliopolls, org e



ANEXO Il — Mapa Tissue Microarray indicando os tecidos has posi¢cées do mapa com a identificacdo de cada caso.
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