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RESUMO

Diversos estudos sdo desenvolvidos com o intuito de se estabelecer parimetros para
determinar o comportamento biolégico do carcinoma epiderméide oral, tendo em vista que
esta neoplasia apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade. O objetivo do presente
trabalho foi realizar uma andlise clinica, morfoldégica e imuno-histoquimica através da
expressdo das galectinas 1, 3, 4 e 7 em 65 casos de carcinoma epidermdide de lingua,
correlacionando essa expressdo a parametros clinicos (desfecho da doenca, metdstase,
estadiamento clinico) e morfoldgicos (sistema de gradacdo histolégica de malignidade). Os
parametros clinicos e morfoldgicos analisados e a expressdo das galectinas 1, 3, 4 e 7 foram
submetidos a andlise estatistica (teste do Qui’), observando-se que os mesmos podem ser
utilizados como indicadores do comportamento biolégico do carcinoma epiderméide de
lingua. A galectina 1 foi expressa em 87,7% dos casos, apresentando correlacdo
estatisticamente significativa com a metastase (p=0,033) e o estadiamento clinico (p=0,016),
localizando-se principalmente no citoplasma das células estromais. A imunomarcacido da
galectina 3, em 87,7% dos casos, correlacionou-se com a presenca de metastases (p=0,033) e
a gradacg@o histoldgica de malignidade (p=0,031), sendo encontrada, na maioria dos casos, em
carcinoma epidermoéide de lingua de alto grau de malignidade. A galectina 4 ndo exibiu
significincia estatistica com nenhum dos parametros avaliados. A marcacdo da galectina 7,
em 73,8% dos casos, exibiu correlagdo estatisticamente significativa com a gradagio
histolégica de malignidade (p=0,005), sendo esta marca¢do exclusivamente encontrada nas
células neopldsicas, e na maioria dos casos, encontrada no citoplasma e membrana (50%). A
expressiva imunomarcacio das galectinas 1, 3 e 7, verificada em nossa pesquisa, nos leva a
sugerir uma ampla participacdo dessas proteinas na carcinogénese oral, bem como a sua
possivel utilizacdo como marcadores do comportamento bioldgico e da progressdo tumoral

em carcinoma epidermdide de lingua.

Palavras-chave: Neoplasias bucais, carcinoma epidermdide, galectinas, imuno-histoquimica.



ABSTRACT




ABSTRACT

Several studies are carried out with aim to establish parameters to determine biologic
behavior of oral squamous cell carcinoma, in order this neoplasm presents high rates of
morbidity and mortality. The purpose of present research was to performe a clinic,
morphologic and immunohistochemical analysis by the expression of galectins 1, 3, 4 and 7 in
65 cases of tongue squamous cell carcinoma, correlating this expression with clinics (outcome
of the disease, metastasis and clinical staging) and morphologic parameters (malignancy
histologic gradation system). The clinical and morphologic parameters analysed and
expression of galectins 1, 3, 4 and 7 were submitted to statistical analysis (Qui2 test),
observing that can be utilized as indicators of the biological behavior of the tongue squamous
cell carcinoma. The galectin 1 was expressed in 87,7% of cases studied and it exhibit
statistically significant correlation with metastasis (p=0,033) and clinical staging (p=0,016), it
is located mostly in the citoplasm of the stomal cells. The immunoexpression of galectin 3 in
87,7% of cases was correlated with the presence of metastasis (p=0,033) and malignancy
histological gradation system (p=0,031), observed, mostly of cases, in tongue squamous cell
carcinoma of malignancy high grading. The galectin 4 showed no statistical significance to
any of the parameters evaluated. The expression of galectin 7 in 73,8% of cases showed
statistically significant correlation with the malignancy histologic grading (p=0,005), which is
marking exclusively found in neoplastic epithelial cells, in the mostly of cases, it is found in
cytoplasm and membrane (50%). The expressive immunopositivy of the galectins 1, 3 and 7,
observed in this research, leads us to suggest a broad participation of these proteins in oral
carcinogenesis, and its possible use as markers of biological behavior and tumor progression

in cases of squamous cell carcinoma of the tongue.

Key-words: mouth neoplasms, squamous cell carcinoma, galectins, immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O cancer oral corresponde a aproximadamente 7% de todos os tipos de cancer no
mundo, somando um total de 270 mil novos casos anualmente. Em paises desenvolvidos,
corresponde ao quinto tipo de cancer mais comum nos homens e ao sétimo tipo de cincer nas
mulheres. Dos diversos tipos de cincer oral, o carcinoma epiderméide representa cerca de 90
a95% (CHOI et al, 2006, SAHEB-JAMEE et al., 2008).

O carcinoma epidermoéide oral ocorre mais freqiientemente em individuos do sexo
masculino, entre a sexta e sétima década de vida e a localizagcdo mais acometida, relatada pela
maioria dos estudos, é a lingua (ARIYOSHI et al., 2008, RIBEIRO et al., 2008), na qual
apresenta um alto potencial de invasdo e grande probabilidade de desenvolver metdstase para
os linfonodos regionais (O-CHAROENRAT et al., 2003; OKADA et al., 2003).

Os métodos terapéuticos aplicdveis ao carcinoma epidermdide oral sdo a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, isolados ou em associa¢do, dependendo do estadiamento clinico
da lesio (AMAR et al.,, 2003). O grau histolégico de malignidade, tamanho da lesdo,
comprometimento dos tecidos vizinhos, presenca de metdstase no momento do diagndstico e
localizacdo anatomica da lesdo, podem ser considerados como indicadores de agressividade
desta neoplasia (BRYNE, 1998; KADEMANI et al., 2005; MASSANO et al, 2006).

O entendimento da progressdo dos tumores tem recebido contribuicdes a partir de
estudos utilizando a imuno-histoquimica que objetiva analisar alteracdes especificas de
proteinas relacionadas as lesdes tumorais. Nesse sentido, mudancas qualitativas e
quantitativas nos componentes glicoprotéicos das células exibem amplo significado no
desenvolvimento e progressdo de muitos processos neoplésicos.

Dentro desse contexto, as galectinas t€m recebido especial atencdo devido seus
diversos papéis bioldgicos ndo s6 na glicobioquimica, mas também na medicina com possivel

acdo farmacolégica (ARAUJO FILHO et al, 2006). As galectinas, membros da familia das



lectinas, sdo proteinas ligantes de carboidratos que possuem uma afinidade por [3-
galactosideos (FUKUMURI, KANAYAMA, AVRAHAM, 2007). At¢ o momento sdo
reconhecidos 15 membros das galectinas, os quais estdo subdivididos em 3 subgrupos, de
acordo com sua estrutura em: prototipo (galectina 1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 e -14), tipo
quimera (galectina 3) e tipo famdem repetido (galectina 4, 6, -8,-9 e -12) (HIRABAYASHI et
al., 2002, LIU et al., 2002, NAKAHARA et al., 2005).

As galectinas estdo sendo largamente utilizadas como ferramentas sensiveis, estaveis
e de fécil utilizagdo, para descrever alteracdes na superficie das células tumorais. Essas
alteracdes estdo associadas ao crescimento celular, & indug@o de apoptose e metéstase devido
seu envolvimento na angiogénese, na intera¢cdo com a matriz extracelular e na disseminagdo

hematogénica (DUMIC et al., 2006, ELOLA et al., 2005).

Considerando o papel multifuncional das galectinas nos processos bioldgicos e a
escassez de estudos das mesmas no carcinoma epiderméide oral, o objetivo dessa pesquisa é
avaliar a expressdo qualitativa das galectinas 1, 3, 4 e 7 em uma série de casos de carcinoma
epiderméide de lingua, estabelecendo uma andlise comparativa desta expressdo, com o
estadiamento clinico, gradagcdo histologica, desfecho da doenga e presenca ou nio de
metastase, visando trazer informagdes que possam contribuir para o entendimento do
comportamento bioldgico desta neoplasia, bem como da possivel utilizagdo das galectinas

como indicadores de progressdo tumoral no carcinoma epidermdide oral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma epiderméide

2.1.1 Consideracoes iniciais

A mortalidade por doengas cronico-degenerativas vem mostrando uma ascensio
progressiva, destacando-se, entre elas, as neoplasias malignas, que correspondem a segunda
causa de morte no Brasil, excluindo-se as causas externas (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
Entende-se por neoplasia “uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede aquele dos
tecidos normais e ndo estd sincronizado com ele, persistindo de forma excessiva apds o
termino do estimulo que induziu a alteracio” (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

A palavra cancer € o termo comum utilizado para referir-se a todos os tumores
malignos. O Ministério da Satdde (2008) define o cidncer como um grupo de doencgas
caracterizado pela perda do controle da divisdo celular e pela capacidade de invadir estruturas
organicas.

O cancer oral € considerado como um dos maiores problemas de saide publica, em
muitas partes do mundo, inclusive no Brasil. Na maioria dos casos, a detec¢do do céncer oral
acontece tardiamente, verificando-se que no momento do diagndstico, a doenca ja se encontra
em estidgio considerado avancado. Feito um diagndstico precoce, as complica¢cdes no
tratamento ou pdés-tratamento, como as recidivas, poderiam ser minimizadas, assim como os
resultados estéticos e funcionais levariam a resultados menos mutiladores, € o indice de
sobrevida do paciente seria maior (AMAR et al., 2003, LIMA et al., 2005).

Esses dados, portanto, reforcam a efetiva participagdo dos profissionais da
odontologia de forma mais direta no diagndstico precoce do carcinoma epidermdide,
proporcionando um aumento significativo da sobrevida dos pacientes (ALVES, GOMES,

PEREIRA, 2004).



2.1.2 Epidemiologia

As taxas de incidéncia e mortalidade para o cancer oral variam de um pais para
outro, € mesmo dentro da uma mesma regido. Essas variacdes ocorrem, principalmente, pelas
diferencas de hdbitos, caracteristicas socio-econdmicas, expectativa de vida, fatores
ambientais, raca, educacdo preventiva e qualidade de assisténcia médica nas diversas regides
(BRENER et al., 2007). Choi et al. (2006) acrescentaram que essas altas taxas de mortalidade
podem ser atribuidas a uma diminui¢do da resposta as modalidades terapéuticas, como
radioterapia e quimioterapia, diagnéstico tardio das lesdes, e a auséncia de marcadores
disponiveis para detec¢@o precoce.

O céancer oral acomete cerca de 7% da popula¢do mundial, estando o Brasil no 4°
lugar em incidéncia no mundo. Neste grupo estdo incluidas as neoplasias malignas dos ldbios,
sitios intra-orais e da orofaringe (LLEWELLYN, JOHNSON, WARNAKULASURIYA,
2001). Nos tltimos anos, esses dados aumentaram em funcdo da mudanca dos hdbitos,
observando-se também aumento da incidéncia em pessoas jovens, abaixo de 45 anos de idade.
Cerca de 4 a 6% de todos os casos relatados t€m sido encontrados em pacientes jovens
(RIBEIRO et al., 2008).

O carcinoma epiderméide, considerado o tipo de cancer oral mais frequente,
encontra-se como a & causa de morte nos Estados Unidos, com aproximadamente 8000
mortes anuais (GARAVELLO et al., 2008). Ariyoshi et al. (2008) observaram em estudo
multicéntrico, em 148 instituicdes, realizado no Japao, registros, em apenas um ano, de 1816
casos de cancer oral. Na América do Sul, o Brasil exibe os maiores indices de cancer oral em
homens (MARQUES et al., 2008). No Nordeste, estima-se que no ano de 2008, surjam 14.160
novos casos de cancer oral, ocupando assim o 7 * lugar na regido. Nos homens, o cancer oral
ocupard a quarta posi¢do, com 10.380 novos casos, e nas mulheres, ocupard a sétima posicao,

com 3.780 novos casos. No Rio Grande do Norte estima-se 160 novos casos, sendo 70 deles



em Natal. Na Paraiba, estima-se 190 novos casos, com uma média de 10,36 casos por 100.000

habitantes (INCA, 2008).

2.1.3 Caracteristicas clinicas e histopatologicas

Segundo Brener et al. (2007), Simonato e Miyahara (2007) o carcinoma epiderméide
oral representa 90% a 95% das neoplasias malignas da cavidade oral, localizando-se
principalmente na lingua, sobretudo na borda lateral posterior, acometendo, em geral,
homens, com idade acima dos 50 anos de idade.

Embora esta neoplasia ocorra principalmente na lingua, pode afetar outros sitios
como assoalho, mucosa jugal, ldbios, gengiva e palato (KERDPON, SRIPLUNG, 2001;
MAGRINI et al, 2000). Ariyoshi et al. (2008) observaram que em 1816 casos de cancer oral,
o carcinoma epidermédide correspondia a 88,7% de todos os casos, e destes, 59,2%
acometeram homens, com idade média de 65,2 anos, e a localizacdo mais freqiiente foi a
lingua (40,2%), seguida pela gengiva (32,7%), mucosa jugal (10,1%) e assoalho bucal (9,0%).
Amorim, Amorim e Freitas (2002), avaliando 85 casos de carcinoma epiderméide, obervaram
que o palato foi a localizagdo mais acometida (22,3%), seguido pelo rebordo alveolar (21,1%)
e pelo assoalho bucal (14,1%). Na India, a mucosa jugal é a localizagio mais afetada em
decorréncia do habito de mascar produtos derivados do tabaco (GHOSHAL et al., 2006).

De acordo com Garavello et al (2008) € evidente o aumento da propor¢do de
mulheres, especialmente mulheres mais jovens, acometidas pelo carcinoma epiderméide, na
grande maioria localizados na lingua, o que pode ser explicado pelas mudancas de habitos, em
diversas regides.

Ribeiro et al. (2008) analisaram 46 casos de carcinomas epiderméides em pacientes
jovens, com idade inferior a 45 anos, e observaram que 83% eram individuos do género

masculino, o assoalho bucal foi o local mais acometido (14,3%), seguido da lingua (13,2%), e



65% dos casos foram diagnosticados nos estdgios III e IV da doenca, sugerindo que essas
caracteristicas ndo diferem dos casos que acometem os individuos de faixa etdria mais
avancada, e observaram ainda que a maioria dos jovens era tabagista (76%) e etilista (70%).
Mackenzie et al. (2000) sugeriram que estes tradicionais fatores de risco ndo sdo encontrados
com grande frequéncia em pacientes jovens.

Clinicamente o carcinoma epiderméide oral apresenta-se na forma de ulceracdes, em
estagios iniciais, as quais ocorrem devido a dificuldade de irrigagdo sanguinea das camadas
mais superficiais da mucosa e conseqiiente necrose tecidual, provocada pela diminui¢do dos
espacos intercelulares, que sdo decorrentes do crescimento tumoral. Estas dlceras geralmente
exibem bordas endurecidas, podendo estar associada a manchas avermelhadas ou
esbranquicadas. Esta neoplasia também pode se apresentar com crescimento exofitico ou
verrucoso (PONTES et al., 2001).

Histologicamente caracteriza-se por uma desordem proliferativa de células da
camada espinhosa do epitélio, que expressa graus variados de similaridade com suas células
de origem (DANTAS et al, 2003; NEVILLE et al, 2004). As células podem exibir citoplasma
bastante eosinofilico, nicleo vesicular de tamanho aumentado com hipercromatismo, pontes
intercelulares proeminentes, pérolas de ceratina, pleomorfismo celular e figuras de mitose
atipicas. Dependendo do grau de diferenciacdo, o carcinoma epidermdide pode ser
classificado em bem diferenciado, moderadamente e pobremente diferenciado (BARNES et

al., 2005).

2.1.4 Etiopatogenia

Diversos fatores intrinsecos tais como alteragdes genéticas, defici€ncias nutricionais
e imunossupressdo, e fatores extrinsecos como tabaco, élcool e alguns virus t€m sido

apontados dentre os agentes relacionados a sua etiopatogenia, e ainda a radiacdo solar, em



relacdo ao carcinoma epiderméide do 1dbio (CAMPISI et al, 2006; NAGPAL, BIBHU, 2003).
Nao hd um fator causador isolado claramente definido ou aceito, mas tanto os fatores
extrinsecos quanto os intrinsecos podem estar em atividade, sendo provavelmente necessario
que mais de um fator seja responsavel pelo desenvolvimento da referida neoplasia (NEVILLE
et al., 2004).

A carcinogénese oral esta associada a alteracdes genéticas acumulativas (NAGPAL,;
BIBHU, 2003), a qual reflete a susceptibilidade e tendéncia do genoma de adquirir mdltiplas
alteracdes, as quais levam ao desequilibrio no ciclo celular que controla suas fungdes tais
como divisdo, diferenciacao e morte celular (VICENTE et al., 2002). O desenvolvimento do
carcinoma epidermdide oral relaciona-se diretamente a alteracdes na estrutura e regulagdo
genética, principalmente nos genes reguladores do processo de divisdo celular (RAMALHO
et al., 2002). As mutagdes no gene pS53 sdo as alteracdes genéticas mais comuns, podendo ser
utilizada como indicador de progndstico nos carcinomas epiderméides orais (YAMAZAKI et
al., 2003).

Balassiano (2004) avaliou a expressdo da p53 (DO-7) e p53 mutada (Pab-240) em
casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria, queilite actinica e carcinoma epidermdide de labio, e
observou que a expressdo da proteina DO-7 foi mais significativa que a Pab-240, e que esta
expressdo revelou-se crescente com a progressdo das lesdes na regido suprabasal com
distribuicdo difusa, sugerindo portanto, que o desequilibrio na apoptose ocorre ainda em um
estagio inicial do desenvolvimento do carcinoma epiderméide oral, inclusive em lesdes onde
morfologicamente ndo € possivel detectar nenhuma alteracio ainda.

Os agentes fisicos, quimicos e bioldgicos podem lesar o dcido desoxirribonucléico
(DNA) nuclear, produzindo mutagdes, quebras cromossdmicas e outras alteracdes do material
genético, culminando na transformacdo maligna da célula (WUNSCH-FILHO, GATTAS,

2001).



De acordo com Todd, Donoff e Wong (1997), as aberragGes cromossomicas mais
freqiientemente relacionadas ao carcinoma epidermdide oral s3o encontradas nos
cromossomos 1, 3, 9, 11, 13, 14, 15 e 18. Califano, Van der Riet e Westra (1996)
relacionaram a perda do braco curto do cromossomo 9 no epitélio caracterizado
morfologicamente como hiperplasico, como um evento inicial da carcinogénese, e a perda do
braco curto do cromossomo 3 e do 17 com a transic¢ao do epitélio hiperplasico para displasico.
Perdas adicionais dos bragos longos dos cromossomos 11, 13 e 14 foram detectadas no
carcinoma in situ, enquanto a perda do brago curto do cromossomo 6, de todo o cromossomo
8 e do braco longo do cromossomo 4 promoveria a invasdo do tecido.

Dentre os fatores extrinsecos relacionados com o surgimento do carcinoma
epidermdide oral pode-se citar o fumo e o dlcool, os quais representam os fatores mais
significativos na etiologia do cancer oral (ALLISON, LOCKER, FEINE, 1998; BRAD;
COLE, 2002; GHOSHAL et al., 2006; GREENWOOD et al., 2003; HINDLE et al., 2000;
ZAVRAS et al., 2001).

Conforme Dias et al. (2003) e Souza et al. (2005) o tabaco € responsavel por 90% dos
casos de carcinoma epiderméide oral e € prejudicial nas suas diversas formas, como mascado,
fumado ou aspirado. Dependendo do tipo e da quantidade do tabaco utilizado, os tabagistas
apresentam probabilidade 4 a 15 vezes maior de desenvolver o cancer oral, que os ndo
tabagistas. Segundo O’Regan et al. (2006), 41% dos carcinomas epiderméides que acometem
a cavidade oral podem estar relacionados ao héabito de fumar. Brouha et al (2003) observaram
que tumores em estigios avancados (T4) estavam significativamente relacionados a fumantes
e etilistas cronicos. Ribeiro et al. (2008) mostraram que de 46 casos de carcinoma
epidermdide em jovens brasileiros, com média de idade abaixo de 45 anos, 70% destes jovens
eram tabagistas e etilistas, e 65% foram diagnosticados em estadiamento clinico III e IV.

Enquanto O’Regan et al (2006) relacionam o desenvolvimento do carcinoma epidermdide em



jovens ao uso de drogas, infecgdes virais, priticas sexuais e dieta, j& que muitos destes
pacientes ndo relataram hébito de fumar.

Rodu, Cole e Ala (2002) em revisdo epidemioldgica de estudos anteriores sobre o
risco de desenvolvimento do carcinoma epidermdide em relagdo ao uso de tabaco,
demonstraram que das 21 pesquisas publicadas, os maiores riscos estavam para o tipo rapé
seco, com risco relativo de 4 a 13, e o tabaco fumado com risco relativo de 1.5 a 2.8.

Outro fator extrinseco importante € o dlcool, responsavel principalmente pelos casos
de carcinoma epiderméide localizados na lingua e assoalho bucal. O consumo de bebida
alcodlica aumenta cerca de nove vezes o risco, e quando em associagdo com o tabagismo esse
risco torna-se 35 vezes maior (DIAS et al., 2003; SOUZA et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais o dlcool pode agir no desenvolvimento do carcinoma
epidermdide ndo estdo ainda definitivamente esclarecidos, podendo ser sugeridos o aumento
da permeabilidade das células da mucosa aos agentes carcindgenos devido ao efeito
solubilizante do dlcool, a presenca de substincias carcinogé€nicas nas bebidas alcdolicas, o
dano celular produzido pelos metabdlitos do etanol (aldeidos), bem como deficiéncias
nutricionais secunddrias ao consumo crénico do préprio dlcool (ALQUATI, 2008).

Para Viswanathan e Wilson (2004) a ingestdo de dlcool permanece como um fator de
risco secundario ao fumo para o desenvolvimento de canceres em cabeca e pescogo, apesar do
aumento na incidéncia desta neoplasia em véarios paises, possuir relacio com o aumento no
consumo de dlcool. Sugerindo também que o aumento da incidéncia em mulheres também
estd relacionado com este fato.

Abdo, Garrocho e Aguiar (2006) avaliaram 154 pacientes com carcinoma
epidermdide oral quanto ao nivel de conhecimento sobre a etiologia da doencga, e observaram
que 91.6% dos pacientes ndo associaram o dlcool e o fumo a sua doenca, ndo abandonando

assim nem o etilismo (43,1%) nem o tabagismo (42,4%), e a maioria era de baixa



escolaridade, sendo 44,8% considerados analfabetos e 62,3% viviam com a renda mensal de
até um saldrio minimo.

O papel de alguns tipos de virus na etiologia do carcinoma epiderméide oral t€m sido
defendida por vérios autores. A relacdo do HPV com o desenvolvimento do carcinoma
epiderméide oral foi sugerida primeiramente por Syrjénen et al. em 1983, mas ainda néo esta
completamente esclarecida, devido a divergéncia nos diversos estudos presentes na literatura.

Termine et al. (2008) realizaram um estudo de meta-andlise, com 62 estudos
anteriormente publicados, com relag¢do a participagdo do HPV em carcinomas epidermdides
orais e de cabeca e pescoco. Do total da amostra, 4852 casos de carcinoma epidermdide, o
HPYV foi detectado em 34,5% deles, especificamente, 38,1% foram detectados em carcinomas
epidermdides oral e 24,1% em carcinoma epidermdide da regido de cabeca e pescog¢o. Quanto
ao método de deteccdo, os estudos em PCR exibiram uma maior prevaléncia (34,8%) em
relacdo a hibridizacdo in situ. Sugerindo, portanto, que métodos mais sensiveis para o HPV
podem ser utilizados como prerrogativas em futuras pesquisas no intuito de analisar a
prevaléncia do HPV em carcinoma epiderméide oral.

Soares et al. (2008) investigaram a presenca do HPV-DNA e seus tipos virais em 33
casos de carcinoma epidermoéide e observaram em 11 casos (33,33%), através da técnica do
PCR e hibridizacdo dot blot, a presenga do HPV-DNA, e sendo o tipo HPV-18 o mais
prevalente (81,81%). Os autores sugerem uma possivel participacgio do HPV no
desenvolvimento e progressdo de apenas um subgrupo deste tipo de neoplasia.

Os fatores intrinsecos relacionados com a etiologia do carcinoma epidermdide oral
sdo principalmente os hormdnios, a imunossupressdo, as deficiéncias nutricionais e as
mutacdes genéticas (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Conforme dados do INCA (2008),
deficiéncias nutricionais que sdo causadas por defeitos na metabolizacdo ou por caréncia

nutricional, podem ocasionar alteracdes epiteliais, tornando a mucosa bucal mais susceptivel



aos agentes cancerigenos. As dietas inadequadas, carentes de antioxidantes, funcionam como
fontes de radicais livres que seriam responsaveis por altera¢cdes no DNA celular, tornando-o

mais vulnerdvel ao desenvolvimento de neoplasias.

2.1.5 Tratamento e prognostico

A cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo, isoladas ou em associagdo, os métodos
teraputicos aplicaveis ao cancer oral. Em se tratando, de lesdes iniciais, restritas ao local de
origem, sem extensao aos tecidos e a linfonodos regionais, e dependendo da localizagdo pode
se optar pela cirurgia ou radioterapia. A quimioterapia pode ser associada como tratamento
coadjuvante em casos mais avangados (INCA, 2008). Essas duas modalidades terapéuticas,
radioterapia e quimioterapia, provocam danos principalmente nas células com alta taxa de
divisao celular. Desta forma, a mucosa oral normal torna-se alvo primério para a toxicidade
em virtude da sua alta taxa de renovacdo celular (SOUZA et al., 2005).

Paiva et al. (2007) analisaram 69 pacientes com carcinoma epiderméide oral e
verificaram que 84,1% foram submetidos a cirurgia e radioterapia, 2,9% a quimioterapia
exclusiva e 13% a associagdo entre cirurgia, radioterapia e quimioterapia, observando também
que 56,5% desenvolveram uma ou mais complicacdes orais agudas decorrentes do tratamento
antineoplasico.

Amar et al. (2003), em estudo retrospectivo, avaliaram o tratamento cirtirgico em 79
pacientes com carcinoma epidermdide de lingua e assoalho bucal, e verificaram que 38%
exibiram recidivas locais, apds tratamento cirdrgico e radioterdpico, mesmo sem apresentar
metastases regionais ou a distincia. Kowalski e Medina (1998) afirmam que o tratamento
cirtirgico de carcinoma epidermdide localizado na lingua e assoalho localmente avangados
(T3 e T4) deve incluir o esvaziamento cervical, pois, mesmo na auséncia de metdstases

clinicamente identificdveis, a taxa de metéstases ocultas € superior a 30%.



Amaral et al. (2004), em estudo retrospectivo, avaliaram os fatores preditivos de
metastase oculta e do progndstico de carcinoma epiderméide de lingua e assoalho bucal em
estagios I e II, e verificaram que 60,6% dos pacientes foram submetidos a esvaziamento
cervical, e destes 23,1% exibiam metdstases cervicais. Histologicamente, os autores afirmam
que houve uma associagfo estatisticamente significativa nos casos com infiltracdo muscular,
mostrando uma maior probabilidade de metéstase oculta nos linfonodos cervicais e menor
sobrevida livre de doenga.

Segundo Nithya et al. (2003), a lingua é a localizacdo mais acometida pelo
carcinoma epidermdide oral, bem como a mais relacionada a baixa taxa de sobrevida e a altas
incidéncias de desenvolvimento de metdstases para linfonodos cervicais, pois de 34 a 50%
dos pacientes com tumores de pequenas dimensdes e cerca de 62,3% dos pacientes,
acometidos por tumores de dimensdes maiores, desenvolviam metdstases, sendo verificado
que este parametro foi um forte indicador de sobrevida e progndstico em pacientes
acometidos por carcinoma de lingua.

Alguns outros fatores podem influenciar no progndstico e sobrevida dos pacientes
com carcinoma epiderméide oral, destacando-se: gradacdo histoldégica de malignidade,
tamanho, espessura, profundidade, localizacdo do tumor primério e presenca de metdstases a
distancia (BRYNE, 1998; RAJHI et al., 2000; TODD; DONOFF; WONG, 1997;). Ho et al.
(1992) reportaram que fatores como o tamanho do tumor e a profundidade de invasdo
muscular estdo fortemente associados com o risco de metastase oculta, embora Amaral et al.
(2004) nao encontraram associagd@o significativa entre profundidade e espessura tumoral, e
risco aumentado para metéstase oculta cervical.

Existe muita controvérsia na literatura em relacdo a profundidade e espessura
tumoral, devido a auséncia de critérios para defini-los, onde muitas vezes esses termos sao

usados como sinénimos ou utilizados erroneamente (ASAKAGE, YOKOSE, 1998).
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Outro fator que tem sido avaliado € a participagdo do género como fator de
progndstico, no entanto, nos estudos realizados por Garavello et al. (2008) e Amaral et al.
(2004) nao foram observados nenhuma associagdo estatisticamente significativa entre a
influéncia do género no progndstico de pacientes com carcinoma epiderméide oral.

Com o intuito de uniformizar as informagdes clinicas e constituir uma forma de
comunicagdo para planejamento e tratamento nos centros oncolédgicos, a Unido Internacional
Contra o Cancer criou um sistema de estadiamento clinico para tumores malignos, o TNM
(CARINCIT et al., 1998). Suas varidveis significam: T — tamanho do tumor primério, N -
presenga de metéstase em linfonodos regionais e M - metdstases a distincia; e a quantificagio
destes pardmetros constitui o “estadiamento” o qual varia dos estdgios I ao IV (ALLISON,
LOCKER, FEINE, 1998; NEVILLE et al., 2004).

Os principais objetivos deste sistema s@o: auxiliar no planejamento, dar alguma
indicacdo do prognéstico e ajudar na avaliacdo dos resultados do tratamento. Este sistema é
baseado na suposicdo de que pequenos tumores sem metéstases t€ém melhor progndstico que
tumores maiores com metdstases, apesar de conhecer-se que alguns tumores com o0 mesmo
estadiamento clinico mostram diferentes padrdes de crescimento e progndstico, reforcando,
portanto, a necessidade de outros métodos para avaliagdo prognéstica (PUGLIANO et al.,
1999). Segundo Aratijo Junior, Costa, Ramos (2006) o sistem TNM ¢é considerado como um
dos melhores indicadores de progndstico do carcinoma epiderméide oral.

Um outro fator relacionado também ao comportamento biolégico do carcinoma
epidermdide oral € a localiza¢do anatdmica. Costa et al (2002) verificaram que carcinomas
localizados em lingua e assoalho bucal eram relacionados com estadiamento clinico mais
avancado. Miranda (2002) também verificou que a maioria dos carcinomas epidermdides
situados em lingua eram graduados morfologicamente em alto grau de malignidade, enquanto

que os de ldbio inferior eram de baixo grau de malignidade. Aradjo Janior et al. (2008)



investigaram a existéncia de correlacdo entre localizagdo anatomica, sistema TNM e
progndstico de carcinoma epidermdide oral, e verificaram a presenga de associacdo
significativa entre os fatores avaliados, onde os carcinomas epidermdéides de lingua com
estagio III e IV apresentaram pior progndstico.

Apesar de existirem varios pardmetros clinicos relacionados a agressividade do
carcinoma epiderméide oral, como citado anteriormente, muitos aspectos ainda sdo
desconhecidos no tocante a progressio e comportamento clinico desta neoplasia,
principalmente com relacdo as caracteristicas morfolédgicas, visto que esse aspecto configura
um ponto controverso na literatura. Segundo Kurokawa et al. (2005) as caracteristicas
histol6gicas da neoplasia sdo importantes porque refletem a relacdo imunoldgica entre o
tumor e o hospedeiro. Atualmente encontram-se na literatura diversos sistemas de gradacdo
histolégica de malignidade (SGHM) para os carcinomas epidermdides, objetivando fornecer
subsidios morfoldgicos para uma interpretacio quanto a agressividade tumoral.

A classificacdo histoldgica dos carcinomas epidermdides orais recebeu reforco com
os trabalhos de Broders (1941), onde foram avaliados os fatores influenciadores na
malignidade dos tumores, relacionando a propor¢dao de células anapldsicas ao grau de
malignidade, ressaltando a associa¢do entre a diferenciacdo dos tumores com o tratamento e
prognostico. Posteriormente, muitas classificagdes histolégicas foram propostas procurando
aperfeicoar as anteriores, acrescentando novos parametros, como populacdo celular tumoral,
ceratinizagdo, atipias nucleares além da reacdo do hospedeiro frente ao tumor, avaliando o
padrio de invasdo, comprometimento vascular e presenca de infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario JAKOBSSON et al., 1973).

Em 1987, Anneroth, Batsakis e Luna realizaram uma revisdo da literatura sobre os
sistemas de gradacdo histoldgica de malignidade existentes, e criaram um sistema de gradacdo

histolgica de malignidade para carcinomas epidermdides orais, considerando a populacdo



tumoral em relacdo ao grau de ceratinizacio, pleomorfismo celular e nlimero de mitoses, bem
como em relacdo a resposta do hospedeiro através dos parametros padrio de invasdo, estdgio
de invasio e infiltrado inflamatério. Este sistema estabelecia uma escala gradativa que variava
dos niveis I ao IV.

Bryne et al., em 1989, propuseram um novo sistema de gradacio histoldgica de
malignidade para o carcinoma epidermdide, sendo considerado morfologicamente o grau de
ceratinizagdo celular, pleomorfismo celular, nimero de mitoses, padrao de invasdo tumoral e
reacdo inflamatdria, emitindo-se valores numéricos de 1 a 4 para os cinco critérios. O escore
total foi dado pela soma dos escores. Foram classificados como grau I ou de baixo escore de
malignidade, os tumores que mostraram pontuagdo de 5 a 10 e grau II ou alto escore os que
demonstraram pontuag¢do superior a 10.

Bryne (1998) revisou seus trabalhos sobre os sistemas de gradacdo histoldgica de
malignidade e desenvolveu um SGHM especifico para as massas invasivas de carcinomas
epiderméides orais baseado no grau de ceratinizacdo, pleomorfismo celular, padrio de
invasdo tumoral e infiltrado inflamatério, aplicando escores numéricos de 1 a 4 a cada
parametro, método este priorizando a frente de invasdo tumoral. A autora concluiu que esse
sistema tem um importante valor para o progndstico e terapéutica, sugerindo que a gradacdo
do front invasivo é um dado valioso para andlise histolgica, uma vez que varios eventos
moleculares de importancia ocorrem na interface tumor-hospedeiro, citando-se perdas e
ganhos de moléculas de adesdo, secrecdo de enzimas proteoliticas, aumento da proliferacio

celular e inicio da angiogénese.



2.2 Galectinas

As galectinas, da familia de lectinas animais, apresentam uma seqiiéncia permanente
de dominio de reconhecimento de carboidratos de aproximadamente 130 aminoacidos e
possuem afinidade por -galactosideos presentes nas células normais e tumorais. Por possuir
esta interacdo lectina-células estdo envolvidas em variados processos bioldgicos nos
organismos tais como controle do ciclo celular, resposta imune, adesdo celular, apoptose e
metastase (BARONDES et al.,1994; FUKUMORI, KANAYAMA, AVRAHAM, 2007). Estas
galectinas se ligam especificamente a proteinas da matriz como a laminina, fibronectina e
vitronectina bem como a integrinas através de ligacdes carboidratos dependentes (ELOLA et
al., 2005). Algumas exibem grande distribui¢c@o tecidual, outras uma maior especificidade,
com distintos padrdes de distribui¢do dentro do préprio tecido (YANG, RABINOVICH, LIU,
2008).

Cerca de 15 tipos de galectinas foram isolados e classificados em trés subgrupos de
acordo com a sua estrutura. Dessa forma as galectinas podem ser classificadas como
monovalentes que sdo aquelas que possuem um tnico CRD (dominio de reconhecimento de
carboidratos) podendo formar homodimeros tornando-se dessa forma bivalente (galectinas
1,2,5,7,10,11,13,14,15), galectinas bivalentes com seqiiéncia de repeti¢do tandem possuindo
dois CRDs (galectinas 4,6,8,9,12) e galectinas quiméricas que possuem um tnico CRD e uma
Unica termina¢do amino (galectina 3), como mostra a figura 1 (ELOLA et al, 2005;
FUKUMORI, KANAYAMA, AVRAHAM, 2007; HIRABAYASHI et al., 2002; LIU et al.,

2002, NAKAHARA et al.,2005).



a) Galectinas monovalentes (1,2,5,7,10,11,13,14,15)

Figura 1: Membros da familia das galectinas. Fonte:Yang, Rabinovich, Liu, 2008

Segundo Bernardes et al. (2006) algumas células imunes diferentemente expressam
galectinas e seu nivel de expressdo parece ser dependente da diferenciacdo celular e ativagdo.
Acredita-se que alguns membros da familia das galectinas, como é o caso da galectina-3,
desempenham um papel essencial na iniciacdo e amplificagdo da resposta inflamatoria,
enquanto outros membros, como a galectina-1, exercem um papel supressor. De acordo com
Dhirapong et al. (2008) as galectinas-1 e -3 sdo expressas em mondcitos, macréfagos, células
dendriticas, mastécitos e células T e B, participando, assim, em grande escala na resposta
imune.

Segundo Araujo-Filho et al. (2006) as galectinas t€m recebido cada vez mais atengdo

cientifica devido as suas diversas fung¢des, ndo s6 na glicobioquimica, mas também na



medicina, com possivel acdo farmacoldgica. Sdo consideradas como uma nova classe de
proteinas moduladoras chamadas de matricelulares que incluem trombospondina, tenascina,
hevina e disentegrinas. Atuam em diversos mecanismos fisioldgicos e patolégicos, e
especificamente nos processos neopldsicos estdo associadas ao crescimento tumoral na
inducdo de apoptose, angiogénese e metdstase, como ilustra a figura 2 (DUMIC et al., 2006,

ELOLA et al., 2005).
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Figura 2: Funcoes intracelulares e extracelulares das galectinas relacionadas ao
desenvolvimento e progressao tumoral. Fonte:Yang, Rabinovich, Liu, 2008.

Camby et al. (2006) relatam que a apoptose € inibida pelo Bcl-2 e pelo Bcl-X e
promovida pelo Bax. De forma paralela, a galectina-1 induz apoptose, enquanto a galectina-3
inibe, devido a presenca de uma sequéncia homdéloga com o Bcl-2 na sua constituicao.

De acordo com Thijssen et al. (2008) tem se analisado também a expressdo das
galectinas nas células endoteliais, visto que o endotélio € um alvo de novas terapias

antineoplasicas. Primeiramente pelo fato de que as células endoteliais estdo em contato direto



com o sangue, tornando-as de ficil acesso as drogas antineopldsicas, as quais neste local
podem auxiliar na destruicdo da vascularizagcdo tumoral causando a morte das células
endoteliais, resultando em perda macica do tumor. Por dltimo, acredita-se que as células
endoteliais sdo menos resistentes a drogas antineoplasicas.

As galectinas, nas células tumorais, tem se tornado alvo para novas terapias
antineoplasicas, devido as suas numerosas func¢des, notadamente controle da adesio e
interacdo celular, efeitos na proliferacdo e apoptose celular e propriedades imunosupressivas.

Observando, assim, seu papel crucial na progressdo tumoral (THIJSSEN et al., 2008).

2.2.1 Galectina-1

A galectina-1 € uma proteina homodimérica ndo covalente de 14kDa, com sitio
ligante a galactosina que preferencialmente reconhece complexo tipo glicanos. Suas fungdes
dependem da sua ligacdo a receptores especificos, tais como a laminina, proteinas de
membrana associadas a lisossomos, e fibronectina, que estdo localizadas na superficie celular
ou na matriz extracelular (CHIANG et al., 2008).

A galectina-1 apresenta fungdes pro-adesivas e anti-adesivas, funcionando como uma
potencializadora ou como inibidora das interacdes célula-matriz extracelular bem como de
interagdes célula-célula. Segundo Elola et al. (2005) esta lectina tem a capacidade de induzir
agregacdo homotipica e heterotipica de vdrios tipos celulares, e o seu papel na agregacdo
heterotipica das células tumorais tém sido proposto por vdrios autores como um passo crucial
na invasdo celular e metéstase.

A galectina-1 tem sido expressa em vdrios tipos de tumores, incluindo melanoma,
tumores ovarianos, tireoidianos e de préstata (DANGUY; CAMBY:; KISS, 2002). Embora a

expressdo da galectina-1 esteja correlacionada com a agressividade tumoral e metdstases,



existem achados conflitantes nos estudos realizados em relagdo aos tumores de cabega e
pescoco (CHOUFANI et al., 1999; LE et al., 2005).

A galectina-1 atua, em geral, como um regulador negativo de respostas auto-imunes
e inflamatdrias. Estudos in vitro t€m demonstrado que diferentes glicoproteinas da superficie
celular agem como receptores primarios da galectina-1, como por exemplo CD45, CD43,
CD2, CD3 e CD7. A glicosilagio destas glicoproteinas € um fator critico e determinante que
afeta a resposta da célula T a galectina-1 (RABINOVICH et al., 2007).

Dhirapong et al. (2008) acrescentam que a galectina-1 tanto pode estar expressa em
células estromais do timo como em células T ativadas. Quando presente nas células estromais
do timo, promove a apoptose de células T reativas durante o desenvolvimento. Quando na
periferia, promove a morte de células T ativadas, eliminando a possibilidade de uma resposta
imune exagerada que poderia assim, resultar em um dano tecidual desnecessdrio.

Kohrenhagen et al. (2006) avaliaram a expressdo da galectina-1 em neoplasias
cervicais e observaram que houve um aumento da sua expressdo nas neoplasias de grau
histolégico mais agressivo, principalmente nos fibroblastos ao redor das células tumorais,
concluindo, assim, que a galectina-1 estd envolvida com a progressdao das neoplasias
cervicais.

Rubinstein et al. (2004) demonstraram, utilizando uma combinac@o de estratégias in
vitro e in vivo, o papel da galectina-1 como imunossupressor tumoral. O bloqueio da
atividade antiapoptotica e imunossupressora da galectina-1 dentro do tecido tumoral resultou
em aumento da rejeicdo tumoral mediada por células T, com aumento da sobrevida de células
Th1 produzindo IFN-y. Thijssen et al. (2008) relatam que em estudos in vitro de cultura de
células endoteliais de carcinoma de colén, de cabegca e pescoco e de prdstata havia um
aumento da expressdo da galectina-1 induzida pela adi¢do do IFN-y, sugerindo, portanto, que

a galectina-1 € um marcador inicial de células endoteliais ativadas in vitro.



Le et al. (2005) recentemente identificaram a galectina-1 como uma molécula
associada entre hipdxia e imunidade tumoral. Estes autores encontraram uma forte correlacio
inversa entre a expressdo da galectina-1 e a presenga de células T em carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco. Estes resultados suportam o conceito de que a galectina-1 nas
células tumorais e no estroma associado aos tumores contribui para o privilégio imune
tumoral através de uma regulacio negativa da sobrevida ou migracdo de células T efetoras.
Dado seus efeitos imunosupressores a galectina-1 pode ser um alvo para intervencdes
terapéuticas em casos de carcinoma de cabega e pescoco.

Chiang et al. (2008) avaliaram os niveis de expressdo da galectina-1 em espécimes
bem diferenciados de carcinoma epidermdide oral e pacientes sauddveis, observando se
existia uma relagdo com as caracteristicas clinicopatoldgicas e o progndstico. Verificaram que
a galectina-1 estava significativamente superexpressa no estroma, bem como no front invasivo
dos estagios iniciais da carcinogénese. Nos estidgios de metdstase, a expressdo foi observada
apenas no front invasivo. Esses achados, portanto, sugerem que a galectina-1 pode ser um

preditor de metdstase na carcinogénese oral.

2.2.3 Galectina-3

A galectina-3, um produto gé€nico quimérico de 31kDa, é uma lectina intracelular e
extracelular, que interage com glicoproteinas da matrix extracelular (GONG et al., 1999,
HERMANN et al., 1993). Estruturalmente consiste de trés dominios: (a) um dominio terminal
NH,, de 12 aminoacidos, que representa um local de fosforilagdo sérica que é importante para
a regulacdo da sinalizacdo celular; (b) uma seqii€ncia repetida tipo coldgeno, que € rica em
glicina, prolina e tirosina; (c) € um dominio de reconhecimento do terminal COOH dos

carboidratos, que consiste de 140 residuos de aminoécidos.



A galectina-3 pode ser expressa tanto em células tumorais como em células normais,
inclusive nas células do sistema imunoldgico. A sua expressdo nas células tumorais estd
correlacionada com invasdo tumoral e potencial metastatico em alguns tipos de cénceres.
Pesquisas recentes t€m mostrado que a galectina-3 é uma proteina oncogénica multifuncional
e que regula o crescimento, adesdo e proliferacdo celular, bem como angiogénese e apoptose,
através da sua ligagao a glicoproteinas (CHIANG et al., 2008).

Em 1986, Gabius et al. publicaram o primeiro trabalho relatando a expressdo da
galectina-3 no carcinoma de mama. Apds esta descoberta, trabalhos posteriores foram
realizados avaliando a expressdo da galectina-3 em melanomas, fibrossarcoma, células do
tumor pancredtico, adenocarcinoma, leucemia, cancer de c6lon e de prostata (ARA(JJO—
FILHO et al., 2006).

Embora a galectina-3 seja predominantemente localizada no citoplasma de células
tumorais, também tem sido detectada no nicleo, sugerindo que seja uma proteina situada ora
no nicleo ora no citoplasma. Quando localizada no citoplasma, a galectina tem um importante
papel em sua atividade anti-apoptdtica, mas tem efeito oposto quando localizado no nicleo
(FUKUMURI, KANAYAMA, AVRAHAM, 2007).

Honjo et al. (2000) observaram que a expressdo da galectina-3 no citoplasma
aumentou durante a progressio do cancer de lingua, enquanto que a expressdo nuclear
diminuiu consideravelmente. Sugerindo, portanto, que esta expressdo aumentada no
citoplasma estaria associada a sobrevida diminuida destes pacientes.

Estudos in vitro t€m demonstrado que a galectina-3 quando localizada
intracelularmente tem fungdo anti-apoptdtica e estd implicada em diversos processos
bioldgicos incluindo diferenciacdo celular, enquanto que extracelularmente a galectina-3 atua
como indutora de apoptose das células T através da ligacdo ao CD7 e CD29 na superficie

celular, bem como pode atuar como fator de crescimento positivo ou negativo, dependendo



das células alvo, pode promover a adesdo celular e ativar alguns tipos celulares, como
mastécitos, neutrofilos e mondcitos (ACOSTA-RODRIGUES et al., 2004, LE MARER,
2000, SWARTE et al., 1998).

Bernardes et al. (2006) analisaram, em ratos, a participac¢do da galectina-3 nos eventos
iniciais responsaveis pela inducdo e regulacdo da resposta imune contra o Toxoplasma gondii,
observando que a auséncia da galectina-3 aumentou a produgdo da IL-12 pelas células
dendriticas, induzindo assim, ao desenvolvimento de uma resposta imune tipo Th-1
aumentada. Portanto, pode se afirmar que a galectina desempenha um papel em ambas as
respostas imunes, inata e adaptativa, frente a diferentes patégenos.

Aratjo-Filho et al. (2006) avaliaram a expressao da galectina-3 em tecidos normais de
prostata, hiperplasia benigna da préstata e adenocarcinoma prostético, observando que houve
uma reducgdo significativa da expressdo da galectina-3 no adenocarcinoma. Em contrapartida
houve uma maior expressdo dessa proteina nos fragmentos de tecidos normais quando
comparados a contraparte maligna. De acordo com os dados obtidos deste estudo, os autores
sugerem que a diminuicdo na expressdo da galectina-3 estd associada a progressdo do cancer
de prostata.

Plzék et al. (2004) avaliaram a express@o da galectina 3 em 53 casos de carcinoma de
laringe e orofaringe e observaram que 23 casos (43%) exibiram expressdo aumentada, e que
houve uma associa¢io positiva com a metéastase e a gradagdo histologica de malignidade.
Estes achados, portanto, suportam a hipétese de que a glicosilacdo da superficie celular pode
estar associada com o comportamento tumoral.

Gillenwater et al. (1998) analisaram a expressdo da galectina-1 e -3 em 35 casos de
carcinoma primério de células escamosas de cabeca e pescogo e observaram que a galectina-1
foi detectada, na maioria dos casos, na camada basal da mucosa normal adjacente, no estroma

e na periferia das ilhas tumorais invasivas. A galectina-3 localizava-se nas camadas



superficiais, e adjacente as pérolas de ceratina nas édreas de invasdo. Concluiram que as
galectinas estdo expressas na superficie celular tumoral, onde participam de interagdes
celulares, bem como o padrdo de expressdo das galectinas parece estar associado com o grau
de diferenciacdo tumoral, sugerindo, portanto, um papel importante das galectinas como
marcadores bioldgicos e de diferenciacdo em carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco.

Evidéncias clinicas t€m mostrado que a expressdo da galectina-3 estd associada com a
carcinogénese e agressividade do melanoma, carcinoma renal, de tiredide, de ttero e célon
(CASTRONOVO et al., 1996; LOTAN et al., 1991; TAKENAKA et al., 2004, VAN DEN
BRULE, WALTREGNY, CASTRONOVO, 2000).

A galectina 3 pode exibir marcacido imuno-histoquimica nuclear ou citoplasmética, ou
ainda ambas. Sua marcacdo citoplasmética estd associada a sua funcdo anti-apoptética,
favorecendo a progressdo tumoral; quando expressa no nucleo, a funcdo apoptdtica estd
perdida (HONIJO et al.,2000; CALIFICE et al., 2004; TAKENAKA et al., 2004).

A galectina 3 exerce sua fun¢@o antiapoptética, embora os mecanismos ndo sejam
bem esclarecidos. Alguns autores sugerem que esta proteina, em resposta a drogas citotdxicas,
transloca-se do nucleo para o citoplasma, especificamente, para a membrana perinuclear, sob
fosforilacdo das quinases (TAKENAKA et al, 2004), onde efetivamernte protege a
integridade mitocondrial, prevenindo a liberagdo do citocromo c e subregulando a cascata das
caspases (FUKUMURI et al., 2006; YU et al., 2002).

Ferrazo et al. (2007) avaliou a expressdo imuno-histoquimica da galectina 3 em 14
casos de carcinoma adendide cistico e 12 casos de adenocarcinoma polimorfo de baixo grau
de malignidade sediados em glindulas salivares menores, observando maior marcacdo no
carcinoma adendide cistico tubular particularmente nas células luminais do subtipo tubular,

enquanto nos subtipos sélido e cribriforme a marcagdo foi menor e restrita as células que



circundavam os espacos luminais. Nos casos do carcinoma adendide cistico a marcacéo foi
predominantemente nuclear ao passo que no adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade a marcacdo foi predominantemente citoplasmatica. Com base nos resultados
obtidos a autora sugere que a expressdo da galectina 3 nas lesdes estudadas parece estar mais
relacionada com diferenciacio celular do que propriamente com progressdo dos tumores e

prognostico.

2.2.3 Galectina-4

A galectina-4, de dominio bivalente, tem sido identificada como uma proteina de
junc¢do em células epiteliais orais de porcos, e estd predominantemente expressa no intestino e
estdmago de ratos, sugerindo, assim, seu possivel papel na arquitetura das jungdes aderentes
(YANG; RABINOVICH, LIU, 2008).

Estudos também tém mostrado sua possivel participacdo na patogénese de doengas
inflamatorias intestinais, devido a sua capacidade de estimular células T CD4+ nos ratos com
colite, a produzir IL-6, uma citocina inflamatéria que contribui na progressdo da doenga.
Portanto, para esses ratos com doengas inflamatérias intestinais foram administrados
anticorpos anti-galectina-4, no qual se observou uma diminui¢do na progressdo da doenca
(HOKAMA et al., 2004).

Paclik et al. (2008) avaliaram a participagdo da galectina-4 em doencas intestinais
inflamatérias de ratos e observaram que sua expressdo foi seletiva e secretada por células
epiteliais intestinais e ligava-se potencialmente a células T CD3 ativadas da lamina propria da
mucosa e da periferia, induzindo apoptose destas células T ativadas e reduzindo a secrecéo de
citocinas pré-inflamatdrias, tal como a IL-17. Os autores concluiram, assim, que a galectina-4
desempenha importante papel no controle da inflamag¢do podendo ser utilizado como alvo

terapéutico efetivo em doencas com disturbios de expansdo das células T e apoptose, como as



doencas intestinais inflamatérias. Elucidando, portanto, os achados encontrados por Hokama
et al. (2004).

O potencial de induzir apoptose das células T € comum a galectinas tipo quimera e
tandem repetido, no entanto, as vias que as mesmas utilizam sfo distintas. Enquanto a
galectina-1 induz apoptose via dependente das caspases (MATARRESE et al., 2005), a
galectina-4 induz a morte celular apenas através da via de sinalizagdo calpaina-cdlcio
dependente, sem interferéncia dos inibidores das caspases para bloquear sua atividade pro-
apoptotica (PACLIK et al., 2008).

Stowell et al. (2007) verificaram a possivel inducdo da galectina-4 na exposicdo
superficial da fosfatilserina em neutr6filos humanos ativados e observaram que esta galectina
liga-se aos linfécitos T ativados, mas ndo induz nem exposi¢do da fosfatilserina nem
apoptose, indicando que o efeito das galectinas s@o célula especifico, sugerindo, assim, um
novo papel imunoregulador das galectinas sobre os leucdcitos independentemente da
apoptose.

Huflejt e Leffler (2004) avaliaram a expressdo da galectina-4 em carcinoma de mama
e observaram auséncia ou fraca expressdo nestes casos; no entanto em casos de doenga
proliferativa benigna de mama e carcinoma ductal in sifu a expressdo foi mais forte.

Em casos de neoplasias, sejam benignas ou malignas, localizadas na cavidade oral ndo
foram encontrados estudos na literatura em relacdo a participagdo da galectina-4 em sua

progressdo tumoral.

2.2.4 Galectina-7

A galectina-7 € uma proteina monomérica que foi descrita inicialmente, por Madsen et
al. (1995), como um marcador de diferenciacdo dos ceratindcitos. Esta lectina estd presente

em todos os subtipos de ceratindcitos, em todas as camadas celulares na epiderme e também



na cornea e esdfago, sendo secretada por células proliferantes, quiescentes bem como
ceratindcitos diferenciados (ELOLA et al.,2005). A principio acreditava-se que a galectina-7
eliminava as células tumorais devido ao fato que sua expressdo estava induzida pelo p53 e
atuava, assim, como um regulador de apoptose (MADSEN et al., 1995). No entanto, uma
série de estudos tem demonstrado que a expressdo da galectina estd associada com a
progressdo tumoral.

Yang, Rabinovich e Liu (2008) afirmam que a galectina-7 é um alvo de transcri¢io
inicial da p53, pois observaram que a expressdao desta galectina estd aumentada apds
exposicdo aos raios UVB dos ceratindcitos da pele, paralelamente a estabilizacio e inibi¢ao
da apoptose, levando ao desenvolvimento dos carcinomas de pele.

Demers et al. (2007) avaliaram a expressdao da galectina-7 em linfomas e
observaram: em ratos, que a transfec¢do de células de linfoma com um plasmideo contendo
cDNA de galectina-7 significantemente inibiu a disseminacdo e invasdo de células para
orgaos periféricos, aumentando a sobrevida dos ratos; em cultura de células, que a inibi¢do da
galectina-7 em células de linfoma agressivo estava correlacionado com uma diminui¢do da
invasdo das células tumorais e com uma reducdo da expressdo da metaloproteinase 9 (MMP-
9); na imunohistoquimica, a expressdo da galectina foi intensa em 50 diferentes neoplasias de
células B maduras. Os autores sugerem que a galectina-7 é um potencial alvo terapéutico nas
neoplasias linféides, controlando a expressdo da MMP-9 nestes tipos de neoplasias.

O mesmo grupo de autores acima citado, em 2005, mostraram a associa¢do da
expressdo da galectina-7 com a indug@o da expressdo da MMP-9 baseados nas seguintes
hipdteses: os transfectantes de galectina-7 exibiam altos niveis de expressio da MMP-9;
frente a adicdo de P-lactose havia uma expressdo completamente diminuida da MMP-9
induzida pela galectina-7; e a galectina-7 humana e de ratos induzia a expressdo da MMP-9

também em células de linfoma de humanos e de ratos. Estes resultados abrem uma gama de



possibilidades que possam investigar a relagdo funcional entre as galectinas e as MMPs
durante diferentes processos bioldgicos, tal como a progressao tumoral.

Than et al. (2008) estudaram a expressdo das galectinas-3 e -7 em neoplasias de
tire6ide, observando que houve uma associagdo estatisticamente significante na expressao da
galectina-3 em casos de neoplasias malignas quando comparada com as benignas, enquanto
que para a galectina-7 ndo houve diferencas estatisticas. Para os autores, a galectina-3, mas
ndo a galectina-7, pode ser utilizada como marcador de diferenciacdo das neoplasias de
tiredide.

Saussez et al. (2008) analisaram a expressdo da galectina-1 e -7 em casos de
neoplasias de laringe e de hipofaringe, e observaram que na progressdo tumoral, houve uma
associacdo estatisticamente significativa entre o aumento da expressdo da galectina -1, bem
como uma mudanga nesta localizag¢do do citoplasma para o nticleo, enquanto que a expressao
da galectina-7 aumentou do nucleo para o citoplasma. Estes autores sugerem que a
localizacdo nuclear da galectina-7 estd associada com a carcinogénese inicial, diferentemente
da galectina-1, exibindo uma divergéncia funcional entre as galectinas avaliadas.

Langbein et al. (2007) estudaram a expressdo da galectina-7 em neoplasias
uroteliais e observaram sua expressdao em todas as linhagens de células analisadas normais e
tumorais, sendo que esta expressdo aumentou com a progressdo tumoral, bem como a
localizac@o no citoplasma, principalmente nos casos de tumores com invasao muscular. Sem,
no entanto, exibir diferencas estatisticamente significante com a gradag@o histoldgica e a
sobrevida do paciente.

A aparente discrepancia da expressdo da galectina-7 em diferentes tipos celulares
pode ser explicada pelo fato que esta proteina pode ser encontrada no meio intracelular, seja
no citoplasma ou no ntcleo, ou no meio extracelular, no entanto, exibindo diferentes fungdes

de acordo com sua localizacdo celular (KUWABARA et al., 2002).
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3 PROPOSICAO

A presente pesquisa teve como objetivos principais:

e Avaliar os dados clinicos e morfolégicos em uma série de casos de carcinomas
epidermdides de lingua;

e Avaliar a expressdo das galectinas-1, -3, -4 e -7, segundo a intensidade, tipo celular e
localizacdo intracelular desta marca¢do, em uma série de casos de carcinomas epidermoéides
de lingua;

e Correlacionar esta expressdo imuno-histoquimica com os dados clinicos (estadiamento
clinico (TNM), metastases, desfecho da doenca) e gradacdo histoldégica de malignidade
proposto por Bryne (1998), com o intuito de verificar a possivel utilizagdo dessas galectinas

como indicadoras de progressao tumoral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacido do Estudo

A presente pesquisa se constituiu em uma andlise qualitativa descritiva e analitica do
aspecto imuno-histoquimico de correlagdo entre a expressdao das galectinas 1, 3, 4 e 7 com

dados clinicos e morfolégicos em carcinomas epiderméides de lingua.

4.2 Populacao

A populacdo objeto do presente estudo foi constituida por todos os casos de
carcinomas epidermoides de lingua registrados e diagnosticados no Servico de Patologia
Cirdrgica do Hospital Dr. Luiz Antonio, Natal-RN, no periodo de 1996 a 2003, no Nicleo de
Prevencdo ao Cancer Bucal do Hospital da FAP-PB, no periodo de 2000 a 2007 e no Hospital

Napoledo Laureano-PB, no periodo de 2000 a 2007.

4.3 Amostra

A amostra selecionada para a realizacdo deste estudo compreendeu 65 casos de
carcinoma epidermédide de lingua, provenientes de pacientes registrados e atendidos nos
hospitais supracitados, e que os mesmos foram submetidos a tratamentos cirirgicos nestes
locais, sendo obtidos, assim, os dados clinicos referentes ao sexo dos pacientes, faixa etdria,
raca, habitos, presenca ou ndo de metdastases, estadiamento clinico da lesdo e desfecho da

doenca, a partir da andlise dos prontudrios.

4.3.1. Critérios de Inclusdo da Amostra:
Foram incluidos na amostra, os casos de carcinoma epidermdide de lingua,

resultantes de tratamento cirdrgico, cujos prontudrios continham todos os dados necessarios



para a realizagdo do estudo clinico, e os blocos em parafina correspondentes exibiam
quantidade de material suficiente para confeccdo de laminas histolégicas coradas em H/E,

realizacdo da gradacio histoldgica e do estudo imuno-histoquimico.

4.3.2. Critérios de exclusido da amostra:

Foram excluidos do estudo, os casos cujos prontudrios estavam incompletos, bem
como aqueles que ndo foram provenientes de bidpsia excisional e conseqiientemente nao
possuiam quantidade de material suficiente para realiza¢do da gradagdo histoldgica e estudo
imuno-histoquimico, além dos casos que receberam quimioterapia ou radioterapia

previamente a realizacdo do tratamento cirdrgico.

4.4 Estudo Clinico

Dos prontudrios analisados, foram obtidas informag¢des em relacdo ao sexo do
paciente, faixa etdria, raca, hdbitos, estadiamento clinico (TNM) da lesdo, presenca ou nao de
metastase e desfecho da doenca. Estes dados foram anotados em um ficha previamente
elaborada pela prépria examinadora (Apéndice 1), e depois computados e utilizados para

analise estatistica.

4.5 Estudo Morfolégico

Do material emblocado em parafina, foram obtidos cortes histolégicos de 5 um de

espessura que foram corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (H/E) para realizagdo da

andlise da gradacg@o histoldgica de malignidade.



A realizacdo da avaliacdo histomorfoldgica das dreas do tumor para estabelecimento

da gradacdo histoldgica foi feita com base nos critérios de malignidade, conforme o sistema

de gradacdo histolégica proposto por Bryne (1998) (Quadro 1), e de acordo com a adaptagéo

de Miranda (2002)

Quadro 1. Sistema de gradagcdo de malignidade “front de invasdo” recomendado por Bryne

(1998)
Escore de Malignidade
Aspectos
Morfolégico 1 2 3 4
Altamente moderadamente minima nenhuma
Grau de ceratinizado (mais | ceratinizado (20 a | ceratinizagdo (5 | ceratinizacdo
Ceratinizacao de 50% das células) | 50% das células) a 20% das (O a5 % das
células) células)
pouco pleomorfismo moderado abundante pleomorfismo
Pleomorfimo nuclear (mais de pleomorfismo pleomorfismo nuclear
Nuclear 75% de células nuclear (50 a 75% (25a50 % de extremo (0 a
maduras) de células células maduras) | 25% de células
maduras) maduras)
dissociacdo
celular difusa e
corddes, bandas e/ | pequenos grupos | pronunciada,
Padrao de bordas infiltrativas ou trabéculas ou corddes de em pequenos
Invasao bem delimitadas s6lidas células grupos e/ou
infiltrativas) infiltrativas células
(N>15) individuais
(N<15)
Infiltrado
Inflamatorio Intenso moderado €scasso Ausente

Objetivando a gradacdo final dos casos em baixo ou alto grau de malignidade foram

aplicados escores de 1 a 4 para cada pardmetro conforme consta no quadro 1, entretanto foi

utilizada uma adaptagdo proposta por Miranda (2002), o qual classificou em seu estudo como

tumores de baixo grau, aqueles que obtiveram um escore variando de 4 a 8, e em alto grau, os

que obtiveram escores a partir de 9. Os dados obtidos através desta andlise foram anotados em

fichas individuais (Apéndice 2).




4.6 Estudo Imuno-Histoquimico

O método da imuno-histoquimica foi realizado no laboratério de imuno-histoquimica
do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia Oral do Departamento de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte -UFRN.

Todos os espécimes de carcinomas epiderméides de lingua fixados em formol a 10%
e emblocados em parafina, referentes aos casos selecionados para este estudo, foram
submetidos a cortes histologicos de 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas
de vidro, previamente limpas e desengorduradas, preparadas com adesivo a base de 3-
aminopropyltrietoxy-silano (Sigma Chemical CO, St Louis, MO, USA). Posteriormente, o
material foi submetido a técnica da streptoavitina-biotina (SABC, do inglés Streptoavidin-
Biotin Complex), utilizando os anticorpos primdrios anti-galectina 1, anti-galectina 3, anti-
galectina 4 e anti-galectina 7 (Novocastra laboratorie), seguindo os passos laboratoriais
descritos abaixo:

o Xilol 1 (30 minutos), estufa 59° - desparafinizagéo

o Xilol 2 (20 minutos), temperatura ambiente - desparafinizag¢do

o Etanol absoluto I, II, III — 5 minutos cada;

o Etanol 95°/ 5 minutos;

o Etanol 80°/ 5 minutos;

o Etanol 95% + Hidréxido de amoénio a 10% 10 minutos (retirada do pigmento
formolico);

o Lavagem das ldminas em dgua corrente, 10 minutos;

o Agua destilada, 2 trocas, 5 minutos cada.

o Recuperacgao antigénica (quadro 2);

o Agua corrente, 10 minutos;



Bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 10 VOL (2 tempos de 10 minutos)

Agua corrente, 10 minutos;

Agua destilada, 2 trocas, 5 minutos cada;

TRIS pH 7,4, duas trocas, 5 minutos cada;

Incubagdo dos cortes com os anticorpos primarios diluidos em solucdo diluente
(DakoCytomation — Antibody Diluent with Background Reducing Components — Ref.
S3022 — Dako Carpinteria, CA, USA), seguindo os protocolos do laboratério de
Imuno-histoquimica do Programa de Pdés-Graduagdo em Patologia Oral da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte no que se refere a diluicao, tempo de
incubagdo e recuperacdo antigénica;

Duas passagens em solu¢do Tween 20 a 1% em TRIS-HCL (pH 7.4), por 5 minutos
cada;

Incubagdo por 30 minutos no reagente do sistema Envision + Dual Link System-HRP
(Dako Cytomation, Code: K4061-Carpinteria — CA-USA) durante 30 minutos a
temperatura ambiente;

Lavagem com TRIS;

Revelacdo da reacdo com diaminobenzidina em camara escura

Lavagem em 4gua corrente, 10 minutos;

Passagem em dgua destilada;

Contracoloracdo com Hematoxilina de Mayer, 10 minutos;

Lavagem em 4gua corrente, 10 minutos;

Agua destilada, duas trocas, 5 minutos;

Desidratacgdo, diafanizacdo e montagem.



Quadro 2 - Quadro evidenciando especificidade para os anticorpos que foram utilizados,
dilui¢do, tempo de incubagdo e fabricante.

Clone |Especificidade |Diluicdo |Fonte Rec. Antigénica Incubagao

25C1 Galectina-1 1:100 Novocastra' | Citrato pH 6.0 Pascal | Overnight
9C4 Galectina-3 1:100 Novocastra' | Citrato pH6.0 Pascal |60’
8A6 Galectina-4 1:25 Novocastra' | Citrato pH6.0 Pascal | Overnight
S5F12 Galectina-7 1:100 Novocastra' | Sem tratamento 60

" Novocastra Laboratories LTDA

Como controle positivo foi utilizado a mucosa oral normal adjacente a lesdo
analisada. Como controle negativo ndo foi realizada a incubag¢do com o anticorpo primdrio,

sendo este substituido por albumina a 1%.

4.7 Analise das Células Imunomarcadas

Ap6s a realizacdo da fase laboratorial, do método imuno-histoquimico, as ldminas de
cada espécime foram analisadas ao microscépio de luz sob aumentos de 40x e 100X. Foram
consideradas positivas todas as células que exibiram colora¢do acastanhada seja no meio
intracelular ou na membrana plasmatica. Através da microscopia de luz foi feita andlise da
expressdao das galectinas 1, 3, 4 e 7, por dois avaliadores, que verificaram a presenca ou
auséncia de marcagdo, além da intensidade de marcacdo sendo atribuidos os escores O para
auséncia de marcagdo, escore 1 para fraca marcacio, escore 2 para moderada marcacdo, e
escore 3 para forte marcacdo. Avaliou-se também o tipo celular marcado (estroma ou
parénquima), bem como a localizacdo desta marcacdo nas células (ndcleo, citoplasma,
ndcleo/citoplasma ou transmembranar) (CHIANG et al., 2007, HONJO et al., 2000,

SAUSSEZ et al., 2007, THAN et al., 2008).



4.8 Analise Estatistica

Uma vez realizadas as andlises morfoldgicas e imuno-histoquimicas, os resultados
obtidos foram submetidos a testes estatisticos adequados, com o intuito de testar as hipdteses
de correlacdo dos dados clinicos como estadiamento clinico, desfecho, metastase, sistema de
gradacdo histoldgica de malignidade (SGHM) e a expressdo das galectinas 1, 3,4 e 7. Para as
demais varidveis clinicas, como sexo, hébitos, faixa etdria e raca, foi realizada apenas uma

analise descritiva.

4.8.1 Delineamento da analise

Os dados foram digitados originalmente em uma planilha eletronica do programa de
Excell 2007 e posteriormente exportados para formato DBF (Data Base Format), para poder
ser lido pelo programa Statistical Package for Social Science (SPSS), versdo 16.0, onde foram

feitas as analises.

4.8.2 Variaveis estudadas

Quadro 3- Quadro evidenciando as variaveis analisadas, bem como sua classificacio e
categorizacao

Variavel Classificacio Categorias

Estadiamento clinico Categorica Iell, Il e IV

Metastase Categorica Sim, Nao

Desfecho Categorica Obito, Remissio

Gradag@o histologica Categorica Baixo grau, Alto grau

Marcagdo dos anticorpos Gal | Categorica Presente, Ausente

Intensidade de marcacao Categorica Ausente/fraca,
moderada/forte

Tipo celular marcado Categorica Estroma, parénquima

Localizagdo de marcacdo Categorica Nicleo, citoplasma,
nicleo/citoplasma,
membranar




4.8.3 Definicao do teste estatistico

Considerando que, tanto as varidveis dependentes quanto as independentes sdo do
tipo categorica, optou-se por uma analise bivariada, tendo como teste de escolha o qui-
quadrado (Q?), sendo o nivel de significincia adotado para os casos estudados foi de 95% (p<

0,05).

4.9 Implicacdes Eticas

Antes da realizacdo desta pesquisa, este projeto foi enviado para apreciagdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN,
sendo aprovado pelo protocolo n°140/07, CAAE: 01650051000-07 (Anexo 1), bem como
financiado pelo Programa de Poés-graduacdo em Patologia Oral da Universidade Federal do

Rio Grande do Norte (UFRN) e pelo CNPq (Edital Universal- Projeto 479118/2007-8).



RESULTADOS




S RESULTADOS

5.1 Analise descritiva dos aspectos clinicos

Fazendo uma andlise descritiva dos dados clinicos dos 65 casos de carcinoma
epiderméide de lingua estudados, pode se observar que a maioria dos casos (66%) eram do
sexo masculino, sendo a faixa etdria mais freqiiente entre 51 a 60 anos, perfazendo 32.3% da
amostra. A raga melanoderma foi predominante totalizando 27 casos (41,5%) da amostra
total. Dos habitos analisados, o tabagismo foi preponderante (47,7%), e em 20% dos casos em

associagdo ao etilismo (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicao dos casos de carcinoma epiderméide segundo o sexo, raga, faixa etaria
e habitos dos pacientes.

43 66%
22 34%
27 41,5%
15 23,1%
23 35,4%
4 6,1%
6,1%
21 32,3%
17 26,2%
12 18,5%
7 10,8%
31 47,7%
13 20%

21 32,3%




Os dados referentes ao estadiamento clinico (TNM), o qual foi classificado de acordo
com os parametros estabelecidos pela Unido Internacional Contra o Cancer (U.I.C.C.), o
desfecho da doenga (remissao/dbito) e a presenga ou ndo de metastase, estio representados na

tabela abaixo.

Tabela 2: Distribui¢do das variaveis TNM, desfecho e metastases em nimeros absolutos (n) e
relativos (%).

5.2 Analise descritiva dos aspectos morfologicos

Foi observada a presenga de ninhos ou leng¢dis tumorais, cujas células exibiam perda
de relacdo nudcleo/citoplasma, mitoses tipicas e atipicas e hipercromatismo nuclear, invadindo
o tecido conjuntivo subjacente. Alguns casos apresentavam um padrdo de diferenciagio
pronunciado apresentando alto grau de ceratinizacio e grande quantidade de pérolas cérneas
(Figura 3 e 4). Nos casos de pobre diferenciacdo observamos células epiteliais neoplasicas
pouco diferenciadas, invadindo o tecido glandular salivar, tecido muscular e feixes nervosos
(Figura 5 e 6). Dos 65 casos de carcinoma epiderméide de lingua avaliados, 22 (33,8%) se

enquadraram no grupo de baixo grau e 43 (66,2%) no grupo de alto grau.



Figura 3: Carcinoma epidermédide de baixo grau evidenciando-se ninhos
tumorais com pérolas de ceratina, permeando intenso infiltrado inflamatério
(H/E-100X).

Figura 4: Carcinoma epidermdide de baixo grau evidenciando-se ninhos
tumorais com intensa ceratiniza¢ao (H/E-200X).



Figura 5: Carcinoma epidermdide de alto grau evidenciando-se mitose atipicas,
pleomorfismo celular e desgarramento de células dos ninhos tumorais (H/E-200X).

Figura 6: Carcinoma epidermdide de alto grau evidenciando-se intenso
pleomorfismo celular e hipercromatismo nuclear nos len¢éis tumorais (H/E-200X).



5.3 Analise descritiva da imunoreatividade das galectinas 1,3,4 e 7

A expressdo das galectinas foram avaliadas com relacdo a presenca ou auséncia de
marcacgdo, o grau de intensidade, os tipos celulares marcados, bem como a localizagdo dessa

marcacgdo nas células (nidcleo, citoplasma, membranar).

5.3.1 Galectina 1

A galectina 1 mostrou-se positiva em 57 (87,7%) dos 65 casos de carcinoma
epidermdide analisados, tanto no parénquima como nas células estromais (54,4%), como por
exemplo, no estroma ao redor dos ninhos tumorais e nas células endoteliais, e localizada no
meio intracelular, na maioria dos casos (68,4%) apenas no citoplasma (Figura 7). A
intensidade de marcacdo foi de moderada a intensa em 48 (84,2%) casos. A presenca de
controle interno positivo representado por fragmentos de glandula salivar menor foi til na

demonstragao da eficécia da reacdo (Figura 8).

5.3.2 Galectina 3

Dos 65 casos avaliados, 57 (87,7%) exibiram imunorreatividade para a galectina 3,
sendo expressa de forma mais intensa nas células centrais e periféricas dos ninhos e lengois
tumorais, assim como nas pérolas corneas (Figura 9). Uma menor intensidade de marcacao foi
observada nas células isoladas neoplasicas, bem como em fibroblastos e células endoteliais
(Figura 10). No que diz respeito a localizagdo da imunomarca¢do nos compartimentos

celulares, a mesma se concentrou no citoplasma (61,4%).



5.3.3 Galectina 4

A imunorreatividade para a galectina 4 foi observada em 29 casos (44,6%),
localizada no citoplasma (93,1%), principalmente nas células da periferia dos ninhos e lengois
tumorais (86,2%), com uma escassa intensidade em 69% destes casos (Figuras 11 e 12). Por

vezes esta marcacdo também foi observada em células endoteliais e musculares.

5.3.4 Galectina 7

Observou-se uma marcagdo positiva para a galectina 7 em 48 casos (73,8%), com
intensidade de moderada a intensa em 58% destes casos. No que diz respeito a localizagdo da
marcagdo, foi observada, tanto no citoplasma quanto na membrana em 24 casos (50%)
(Figuras 13 e 14). Esta marcacdo, em todos os casos, foi localizada apenas nas células
neoplésicas (100%) tanto nas células centrais como nas células da periferia dos ninhos

tumorais.



Figura 7: Imunomarcacdo intensa da galectina 1 em fibroblastos ao redor dos
ninhos tumorais (SABC — 100X).

Figura 8: Controle interno positivo representado por fragmentos de glandula
salivar menor (SABC-200X).



Figura 9: Imunomarcacio intensa da galectina 3 nos ninhos tumorais, pérolas
cérneas e fibroblastos (SABC-100X).

Figura 10: Imunomarcag@o da galectina 3 nos fibroblastos, células endoteliais e
feixes nervosos (SABC-200X).



Figura 11: Auséncia de imunomarcacdo da galectina 4 em carcinoma
epiderméide de alto grau (SABC-100X).

Figura 12: Imunomarcag¢do moderada e citoplasmatica da galectina 4 no estroma
e ninhos tumorais (SABC-200X).



Figura 13: Imunomarcagdo intensa citoplasmdtica e membranar da galectina 7
apenas nos ninhos tumorais (SABC-100X).

Figura 14: Detalhe da intensa imunomarcacdo membranar da galectina 7 em
ninho tumoral de carcinoma de baixo grau (SABC-200X).



5. 4 Resultados da analise estatistica

De posse dos dados de estadiamento clinico, metastase, desfecho, grau histologico e
ap6s andlise da imunorreatividade para as galectinas 1, 3, 4 e 7, foi realizado a andlise
estatistica dos dados utilizando-se como teste de escolha o Qui2 e o valor de p<0,05.

Inicialmente foram feitas as andlises das variaveis estadiamento clinico, metastase,
desfecho e gradag@o histologica. Na tabela 3 pode se observar que houve uma correlacio
estatisticamente significativa entre o estadiamento clinico e o desfecho (p=0,032), e embora
31 casos estivessem em estdgios mais avancados da doenca (estdgio III e IV), destes 18

(58,1%) obtiveram remissao da doenga.

Tabela 3: Relacdo entre estadiamento clinico e desfecho da doenga. Significancia obtida pelo
teste Qui. Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui’ P

. Remissao Obito
DL DR Tell  28(824%) 6(17,6%) 34 (100%) 4,624 0,032
clinico MelV 18(58,1%) 13 (41,9%) 31 (100%)

Total 46 (70,8%) 19 (29,2%) 65 (100%)

Feita a correlacdo entre metastase e desfecho, observa-se que houve uma associa¢io
estatisticamente significativa (p=0,006) entre estas variavéis, onde 27 casos que ndo tinham
metéstases obtiveram remissao da doencga (tabela 4).

Tabela 4: Relacio entre metastase e desfecho da doenca. Significincia obtida pelo teste Qui’.
Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui2
Remissao Obito
Metastase Auséncia 27 (87,1%) 4 (12,9%) 31 (100%) 7,638 0,006
Presenca 12 (55,9%) 15 (44,1%) 34 (100%)

Total 46 (70,8%) 19 (29,2%) 65 (100%)




Quando se correlacionou estadiamento clinico com metistase observa-se que houve
uma correlacdo estatisticamente significativa entre estas duas varidveis (p<0,01) (Tabela 5).
Quanto mais avangados os estigios da doenca, maior a probabilidade do desenvolvimento de

metastases.

Tabela 5: Relacdo entre metastase e estadiamento clinico. Significincia obtida pelo teste
Qui’. Natal, RN, 2009.

Qui’

Estadiamento clinico
Iell lelV
Metastase Auséncia 27 (87,1%) 4 (12,9%) 31(100%) 28,752
Presenca 7 (20,6%) 27 (79,4%) 34 (100%)

Total 34 (52,3%) 31(47,7%) 65 (100%)

<0,01

Na tabela abaixo (tabela 6) pode se observar que ndo houve correlacdo
estatisticamente significativa entre a gradacdo histoldgica e o desfecho (p=0,804). Embora 43
casos estivessem em alto grau histolégico de malignidade, 69,8% destes obtiveram remissao

da doencga.

Tabela 6: Relacado entre gradagao histoldgica e desfecho da doenca. Significincia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui2 P
Remissao Obito
Gradacio Baixo 16 (72,7%) 6 (27,3%) 22 (100%) 0,062 0,804
histolégica Alto 30 (69,8%) 13 (30,2%) 43 (100%)
Total 46 (70,8%) 19 (292%) 65 (100%)

Conforme mostra a tabela 7, ndo houve correlag@o estatisticamente significativa entre
a gradacdo histoldgica e o estadiamento clinico (p=0,191). Dos 43 casos de alto grau de

malignidade, 20 casos (46,5%) apresentavam-se, clinicamente, em estagios iniciais (I e II).



Tabela 7: Relacdo entre gradacdo histologica e estadiamento clinico. Significancia obtida
pelo teste Qui. Natal, RN, 2009.
Estadiamento clinico Total Qui’ P

Iell IlelV
Gradagio Baixo 14 (63,6%) 8 (36,4%) 22(100%) 1,711 0,191
histolégica Alto 20 (46,5%) 23(53,5%) 43 (100%)
Total 34 (523%) 31(47,7%) 65 (100%)

Na tabela 8, observa-se que houve correlacdo estatisticamente significativa entre as
varidveis gradacdo histologica e metastase (p=0,018). Dos 22 casos que exibiram baixo grau
histolégico de malignidade, 68,2% deles nao tinham metastases clinicamente.

Tabela 8: Relacdo entre gradacdo histoldgica e metéstase. Significancia obtida pelo teste
Qui’. Natal, RN, 2009.

Metastase Total Qui2 P
Auséncia Presenca
Gradacio Baixo 15 (682%) 7 (31,8%) 22 (100%) 5,597 0,018
histolégica Alto 16 (37,2%) 27 (62,8%) 43 (100%)
Total 31(47,7%) 34(52,3%) 65 (100%)

Na matriz ilustrada na tabela 9, observamos que das varidveis analisadas, apenas a
gradacdo histolégica de malignidade ndo apresentou correlacio estatisticamente significativa
com as varidveis estadiamento clinico (p=0,191) e desfecho (p=0,804). Todas as outras
varidveis supracitadas exibiram siginificAncia entre suas propor¢des como bem destaca a
tabela 9.
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Tabela 9: Matriz de significincia estatistica, contendo os valores de “p” para as combinagdes
entre as variaveis. Significincia obtida pelo teste Quiz. Natal, RN, 2009.

Metastase Desfecho Gradacao histolégica

Estadiamento

Metastase
Desfecho




5.4.1 Galectina 1

Como pode ser evidenciado na tabela 10, ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa entre o desfecho da doenca com as varidveis de avaliagdo imuno-histoquimica da
galectina 1 que sdo a marcagdo (p=0,168), intensidade de marcagdo (p=0,602), tipo celular
(p=0,426) e localizacdo (p=0,653). Destacando-se, no entanto, para o fato que dos 57 casos
(87,7%) que foram positivos a galectina 1, 91,3% casos obtiveram remissdo da doenca e
destes, 85,7% exibiram uma intensidade variando de moderada a intensa, tanto nas células
estromais como no parénquima (59,5%), localizadas predominantemente no citoplasma
(71,4%).

Tabela 10: Relagdo entre as varidveis da galectina-1 e o desfecho da doenca. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui’ p
Remissao Obito

Marcacdo  Positiva 42 (91,3%) 15(789%) 57(87,7%) 1,902 0,168
Negativa 4 (8,7%) 4 (21,1%) 8 (12,3%)

Intensidade Ausente/Escasso 6 (14,3%) 3(20%) 9(158%) 0,271 0,602
Moderada/Intenso 36 (85,7%) 12 (80%) 48 (84,2%)
Tipo celular Parénquima 13 (31%) 7 (46,7 %) 20 (35,1%)

Estroma 4(9,5%) 2 (13,3%) 6(10,5%) 1,705 0,426
Ambos 25 (59,5%) 6 (40,0%) 31 (54,4%)

Localizacao Citoplasma 30 (71,4%) 9 (60,0%) 39 (68,4%) 0,852 0,653
Nicleo/Citoplasma 9(21,4%) 5(33,3%) 14 (24,6 %)
Membranar 3(7,1%) 1(6,7%) 4 (7,0%)

A tabela 11 mostra que a marcacdo da galectina 1 obteve correlacio estatisticamente
significativa com a metdstase (p=0,033). Dos 57 casos (87,7%) que exibiram

imunorreatividade positiva para a galectina 1, 96,8% destes casos estavam associados a



auséncia de metéstases. Em 48 (84,2%) casos a intensidade de marcacdo foi de moderada a
intensa, sendo que destes 90% foram observadas em casos com auséncia de metdstases.
Quanto ao tipo celular, dos 31 (54,4%) casos que marcaram tanto no parénquima quanto no
estroma, 16 (59,3%) deles ocorriam em casos com metéstase, semelhantemente a localizagdo,
que dos 39 (68,4%) casos que marcaram apenas em citoplasma, 20 (74,1%) também estavam

em casos com metastases.

Tabela 11: Relacdo entre as varidveis da galectina-1 e a metastase. Significancia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Metastase Total Qui’ p
Auséncia Presenca
Marcacdo  Positiva 30 (96,8%) 27 (794%) 57 (87,7%) 4,529 0,033
Negativa 132%) 7(20,6%) 8 (12,3%)

Intensidade  Ausente/Escasso 310,0%) 6(22,2%) 9(158%) 1,597 0,206
Moderada/Intenso 27 (90,0%) 21 (77,8%) 48 (84,2 %)

Tipo celular Parénquima 12 (40,0 %) 8 (29,6 %) 20 (35,1%)
Estroma 3(10,0%) 3(11,1%) 6(10,5%) 0,676 0,713
Ambos 15(50,0%) 16 (59,3%) 31 (54,4 %)

Localizacdo  Citoplasma 19 (63,3%) 20 (74,1%) 39 (68,4%) 1,157 0,561
Nucleo/Citoplasma 8 (26,7%) 6 (22,2%) 14 (24,6 %)
Membranar 3(10,0%) 13,7%) 4 (7,0%)

Pode se observar na tabela abaixo (tabela 12) que a marcacdo da galectina 1 exibiu
correlacdo estatisticamente significativa com o estadiamento clinico (p=0,016). Dos 57
(87,7%) casos positivos a galectina 1, 33 casos estavam associados a estdgios iniciais da
doenca. As demais varidveis ndo obtiveram significancia estatistica com o estadiamento
clinico, embora, em relacdo a intensidade de marcacdo, dos 48 (84,2%) casos que exibiram

marcacdo moderada a intensa, 29 deles (87,9%) estavam associados aos estdgios iniciais da



doencga, bem como com imunorreatividade tanto em parénquima quanto em estroma em 18

casos (54,5%). No que diz respeito a localizacdo da marcacdo, em 39 casos (68,4%) que

marcou apenas o citoplasma, 18 deles (75%) estavam associados a estdgios mais avancados

(L' e IV).

Tabela 12: Relacgfo entre as varidveis da galectina-1 e o estadiamento clinico. Significancia

obtida pelo teste Quiz. Natal, RN, 2009.

Iell
Marcacdo  Positiva 33(97,1%)
Negativa 1(2,9%)

Intensidade  Ausente/Escasso 4 (12,1%)
Moderada/Intenso 29 (87,9 %)

Tipo celular  Parénquima 11 (33,3%)
Estroma 4 (12,1%)
Ambos 18 (54,5%)
Localizacado  Citoplasma 21 (63,6%)
Niucleo/Citoplasma 9 (27,3%)
Membranar 39,1%)

Estadiamento clinico

eIV
24 (77,4%)
7(22,6%)
5(20,8%)
19 (79,2%)
9.(37,5%)
2(8,3%)
13 (54,2%)
18 (75,0%)
5(20,8%)
1 (4,2%)

Total Qui’ p

57877%) 5795 0,016
8 (12,3%)
9(158%) 0,793 0,373
48 (84,2%)
20 (35,1%)
6(10,5%) 0,259 0,879
31 (54,4%)
39 (684%) 0977 0,614
14 (24,6%)
4(7,0%)

Avaliando a correlacdo da gradacdo histoldégica com as varidveis analisadas da

galectina 1, pode se observar que nao houve associacdo estatisticamente significativa. No

entanto, dos 57 (87,7%) casos positivos a galectina 1, 39 (90,7%) estavam associados a

carcinoma epiderméide de alto grau de malignidade. Dos 39 (68,4%) casos que expressaram a

galectina 1 no citoplasma, 24 (61,5%) destes casos também estava associada a casos de alto

grau de malignidade histoldgica, como mostra a tabela 13.



Tabela 13: Relacdo entre as varidveis da galectina-1 e a gradagdo histolégica. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Gradacao Total Qui’

Baixo grau  Alto grau
Marcacdo  Positiva 18 (81,8%) 39(90,7%) 57(87,7%) 1,063 0,302
Negativa 4(182%) 4(9,3%) 8 (12,3%)

Intensidade  Ausente/Escasso 2(111%) 7 (179%) 9 (158%) 0433 0,510
Moderada/Intenso 16 (88,9%) 32 (82,1%) 48 (84,2%)

Tipo celular Parénquima 5(27,8%) 15 (38,5%) 20 (35,1%)
Estroma 3(16,7%) 3(7,7%) 6(10,5%) 1,350 0,509
Ambos 10 (55,6%) 21(53,8%)  31(54,4%)
Localizacado  Citoplasma 15(83,3%) 24 (61,5%) 39 (68,4%) 2,873 0,238
Nicleo/Citoplasma 2 (11,1%) 12(30,8%) 14 (24,6%)
Membranar 1(5,6%) 3(7,7%) 4 (7,0%)
5.4.2 Galectina 3

Na tabela 14, no tocante a correlacdo da expressdo da galectina 3 com o desfecho,
mesmo sem significincia estatistica, nota-se que dos 57 (87,7%) casos que exibiram
imunorreatividade para a galectina 3, 17 deles estavam relacionados a pacientes que foram a
6bito. No entanto, dos 43 (69,4%) casos que apresentavam uma intensidade de marcacido
moderada a intensa, 30 (68,2%) estavam associados a casos que obtiveram remissdo. Quanto
ao tipo celular marcado, as células parenquimatosas predominaram (63,2%), sendo que destes
casos, 76,5% estavam associados a pacientes que foram a 6bito. A localizagdo citoplasmética
da galectina 3 (61,4%), também estava interligada a pacientes que foram a 6bito em 70,6%

dos casos.



Tabela 14: Relacdo entre as varidveis da galectina-3 e o desfecho. Significancia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui’ p
Remissao Obito
Marcaciao  Positiva 40 87,0%) 17 (89,5%) 57(87,7%) 0,079 0,779
Negativa 6 (13,0%) 2(10,5%) 8 (12,3%)
Intensidade  Ausente/Escasso 14 (31,8%) 5(27,8%) 19 30,6%) 0,098 0,754
Moderada/Intenso 30(68,2%) 13(72,2%)  43(69,4%)
Tipo celular Parénquima 23 (57,5%) 13 (76,5%) 36 (63,2%)
Ambos 17 (42,5%) 4(23,5%) 21 (36,8%) 1,845 0,174
Localizacado  Citoplasma 23 (57,5%) 12 (70,6 %) 35(61,4%)
Nicleo/Citoplasma 15 (37,5%) 4(23,5%) 19(33,3%) 1,049 0,592
Membranar 2 (5,0%) 1(59%) 3(5,3%)

Em relacdo a metastase, pode se observar que a marcacdo da galectina 3 obteve

correlacdo estatisticamente significativa (p=0,033), como mostra a tabela 15.

Tabela 15: Relacdo entre as varidveis da galectina-3 e a metdastase. Significancia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Metastase Total Qui® p
Auséncia Presenca
Marcacdo  Positiva 30 (96,8%) 27 (79,4%) 57 87,7%) 4,529 0,033
Negativa 1(3,2%) 7 (20,6 %) 8 (12,3%)
Intensidade  Ausente/Escasso 930,0%) 10(31,2%) 19 (30,6%) 0,011 0,915
Moderada/Intenso 21 (70,0%) 22 (68,8%) 43 (69,4%)
Tipo celular Parénquima 19 (63,3 %) 17 (63,0 %) 36 (63,2%)
Ambos 11(36,7%) 10(37,0%) 21(36,8%) 0,001 0977
Localizacado  Citoplasma 18 (60,0 %) 17 (63,0 %) 35(61,4%)

Niucleo/Citoplasma 10 (33,3%) 9 (33,3%) 19 33,3%) 0,257 0,879
Membranar 2 (6,7%) 1(3,7%) 3(5,3%)




Nenhum dos casos submetidos a marcacdo da galectina 3 se correlacionou
positivamente com o estadiamento clinico, como mostra a tabela 16, apesar da presenca de
marcacdo em 25 (80,6%) casos em estdgios mais avancados da doenca (IIl e IV), e a
intensidade de marcacdo moderada a intensa em 24 (75%) casos em estdgios mais iniciais (I e
II). A marcacdo citoplasmatica de células parenquimatosas (64%) foi observada

principalmente nos estagios IIl e IV da doenca.

Tabela 16: Relacdo entre as varidveis da galectina-3 e estadiamento clinico. Significancia
obtida pelo teste Qui. Natal, RN, 2009.

Estadiamento clinico Total Qui’
Iell MlelV
Marcacdo  Positiva 32(94,1%) 25(80,6%) 57(87,7%) 2,727 0,099
Negativa 2(59%) 6(19,4%) 8 (12,3%)

Intensidade Ausente/Escasso 8(25,0%) 11(36,7%) 19(30,6%) 0,992 0,319
Moderada/Intenso 24 (75,0%) 19 (63,3%) 43 (69,4%)

Tipo celular Parénquima 20 (62,5%) 16 (64,0%) 36 (63,2%)
Ambos 12(37,5%) 9(36,0%) 21(368%) 0,014 0,907
Localizacao Citoplasma 19 (59,4%) 16 (64,0%) 35 (61,4%)
Nicleo/Citoplasma 11 (344%) 8(32,0%) 19(33,3%) 0,208 0,901
Membranar 2(6,2%) 1(4,%) 3(5,3%)

No que diz respeito a gradacdo histoldgica, a presenca de marcacdo da galectina 3
exibiu correlac@o estatisticamente significativa (p=0,031). Dos 57 (87,7%) casos positivos a
galectina 3, 35 (81,4%) apresentavam-se em casos de carcinoma epiderméide de alto grau de

malignidade, segundo a tabela 17.



Tabela 17: Relacdo entre as varidveis da galectina-3 e gradacdo histolégica. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Gradacao
Baixo grau  Alto grau
Marcacdo  Positiva 22 (100%) 35(81,4%) 57(87,7%) 4,667 0,031
Negativa 0(0%) 8(16,8%) 8 (12,3%)
Intensidade Ausente/Escasso 5(22,7%) 14 (350%) 19(30,6%) 1,006 0,316
Moderada/Intenso 17 (77,3%) 26 (65,0%) 43 (69,4%)
Tipo celular Parénquima 13 (59,1%) 23(65,7%) 36 (63,2%)
Ambos 9(409%) 12(343%) 21(36,8%) 0255 0,614
Localizacao Citoplasma 14 (63,6%) 21(60,0%) 35 (61,4%)
Nicleo/Citoplasma 7 (31,8%) 12(343%) 19(33,3%) 0,089 0,957
Membranar 14,5%) 2 (5,7%) 3(5,3%)
5.4.3 Galectina 4

No tocante a expressdo da galectina 4, nenhuma das varidveis analisadas se

correlacionou positivamente nem com o desfecho, metdstase, estadiamento clinico ou

gradacdo histoldgica, como mostram as tabelas 18, 19, 20 e 21, respectivamente.

A tabela 18 mostra que dos 29 casos (44,6%) que exibiram imunorreatividade para a

galectina 4, 52,6% apresentavam em pacientes que foram a 6bito. Dos 20 (69%) casos que

exibiram uma intensidade de marcacdo escassa, 13 (68,4%) destes casos eram em pacientes

que tiveram remissao da doenga.



Tabela 18: Relacdo entre as varidveis da galectina-4 e o desfecho. Significancia obtida pelo

teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Desfecho

Remissao Obito
Marcacao  Positiva 19 41,3%) 10 (52,6%)
Negativa 27 (58,7%) 9 (47,4%)
Intensidade Ausente/Escasso 13 (68,4%) 7 (70,0%)
Moderada/Intenso 6(31,6%) 3(30,0%)
Tipo celular Parénquima 16 (84,2%) 9 (90,0%)
Estroma 1(53%) 1(10,0%)

Ambos 2(10,5%) 0(0%)
Localizacao Citoplasma 18 (94,7%) 9 (90,0%)
Nicleo/Citoplasma 1(5,3%) 1(10,0%)

Total Qui P
29 (44,6%) 0,698 0,403
36 (55,4%)
20 (69,0%) 0,008 0,930
9 (31,0%)
25 (86,2%)
2(69%) 1291 0,524
2 (6,9%)
27(931%) 0229 0,632
2 (6,9%)

Relacionando-se as varidveis da galectina 4 com a metéstase, observa-se que houve

auséncia de significancia estatistica, conforme mostra a tabela 19.

Tabela 19: Relacdo entre as varidveis da galectina-4 e a metastase. Significancia obtida pelo

teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Metastase

Auséncia  Presenca
Marcacao  Positiva 11 (35,5%) 18 (52,9%)
Negativa 20 (64,5%) 16 (47,1%)
Intensidade Ausente/Escasso 8(72,7%) 12 (66,7%)
Moderada/Intenso 3273%) 6(33,3%)
Tipo celular Parénquima 9(81,8%) 16 (88,9%)

Estroma 1(9,1%) 1(5,6%)

Ambos 1(9,1%) 1(5,6%)
Localizacdo Citoplasma 11 (100%) 16 (88,9%)
Nicleo/Citoplasma 0(0%) 2 (11,1%)

Total Qui P
29 (44,6%) 2,000 0,157
36 (55,4%)
20 (69,0%) 0,117 0,732
9 (31,0%)
25 (86,2%)
2(69%) 0287 0,866
2(6,9%)
27(931%) 1,313 0,252
2(6,9%)

Na tabela abaixo (tabela 20), mesmo sem correlagdo estatisticamente significativa com

o estadiamento clinico, a auséncia de marcacio foi observada em sua maioria (64,7%) em



casos com estdgios iniciais da doenca (I e II), bem como uma intensidade de marcacdo
escassa (75%). No que diz respeito ao tipo celular marcado, 94,1% ocorreu apenas no
parénquima e 88,2% no citoplasma, ambos apresentando-se em casos mais avancados da

doenca (Il e IV).

Tabela 20: Relagio entre as varidveis da galectina-4 e o estadiamento clinico. Significancia
obtida pelo teste Quiz. Natal, RN, 2009.

Estadiamento clinico Total Qui’
Iell MlelV
Marcacao  Positiva 12 (35,3%) 17 (54,8%) 29 (44,6%) 2,507 0,113
Negativa 22 (64,7%) 14 (452%) 36 (55,4%)

Intensidade Ausente/Escasso 9(75,0%) 11(64,7%) 20(69,0%) 0,348 0,555
Moderada/Intenso 3(250%) 6(35,3%) 9 (31,0%)

Tipo celular Parénquima 9(75,0%) 16 94,1%) 25 (86,2%)
Estroma 2 (16,7%) 0(0%) 2(69%) 3,192 0,203
Ambos 1(8,3%) 1(59%) 2(6,9%)

Localizacao Citoplasma 12 (100%) 15(88,2%) 27 (93,1%) 1,516 0,218

Nicleo/Citoplasma 0 (0%) 2 (11,8%) 2 (6,9%)

Avaliando-se a associacdo da galectina 4 com a gradagfo histoldgica, a tabela 21
mostra que 24 (55,8%) dos casos com auséncia de imunomarcacdo ocorreu em carcinomas

epidermdides de alto grau de malignidade, embora sem significancia estatistica.



Tabela 21: Relacdo entre as varidveis da galectina-4 e a gradagdo histolégica. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Gradacao
Baixo grau  Alto grau
10 (45,5%) 19 (44,2%)
12 (54,5%) 24 (55,8%)
9(90,0%) 11 (57,9%)
1(10,0%) 8(42,1%)
8(80,0%) 17 (89,5%)
1(10,0%) 1(5,3%)
1(10,0%) 1(53%)
10 (100%) 17 (89,5%)
0(0%) 2 (10,5%)

Total Qui’

29 (44,6%) 0,009
36 (55,4%)
20 (69,0%) 3,155
9 (31,0%)
25 (86,2%)
2(69%) 0,495
2(6,9%)
27 (93,1%)
2(69%) 1,131

0,922

0,076

0,781

0,288

Marcacao  Positiva
Negativa
Intensidade Ausente/Escasso
Moderada/Intenso
Tipo celular Parénquima
Estroma
Ambos
Localizacdo Citoplasma
Nicleo/Citoplasma
5.4.4 Galectina 7

Fazendo a correlacdo entre a galectina 7 com o desfecho, observou-se que nao houve

significancia estatistica entre estas varidveis. No entanto, a tabela abaixo (tabela 22) mostra

que dos 65 casos de carcinoma epiderméide avaliados, 48 (73,8%) exibiram imunomarcagdo

positiva para a galectina 7, sendo que destes, 34 (73,9%) casos estavam relacionados a

pacientes que obtiveram remissdo da doenga. No que diz respeito a intensidade de marcagao,

dos 29 (58%) casos que apresentaram uma imunomarcagcdo moderada a intensa, 21 (60%)

casos também estavam associados a remissdo da doenga. Quanto a localizagdo na célula, o

compartimento citoplasmatico e membranar foi imunomarcado em 24 (50%) casos e 15 destes

apresentavam-se em pacientes que tiveram remissao da doenca.



Tabela 22: Relacdo entre as varidveis da galectina-7 e o desfecho. Significancia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Desfecho Total Qui p
Remissao Obito
Marcagao  Positiva 34 (739%) 14 (73,7%) 48(73,8%) 0,000 0,985
Negativa 12 (26,1%) 5(26,3%) 17 (26,2%)

Intensidade Ausente/Escasso 14 (40,0%) 7 (46,7%) 21 (42,0%) 0,192 0,662
Moderada/Intenso 21 (60,0%) 8(53,3%) 29 (58,0%)

Tipo celular Parénquima 34(100%) 14(100%) 48 (100%)

Localizacao Citoplasma 16 47,1%) 3(21,4%) 19 (39,6%)
Nicleo/Citoplasma 2 (5,9%) 0(0%) 2(4,2%) 5,318 0,150
Membranar 129%) 2(14,3%) 3(6,2%)

Cito-membranar 15 (44,1%) 9(643%) 24(50,0%)

De acordo com a tabela 23, pode se observar que nao houve associagio
estatisticamente significativa das varidveis da expressdo da galectina 7 com a metdstase

tumoral.

Tabela 23: Relacdo entre as varidveis da galectina-7 e a metastase. Significancia obtida pelo
teste Qui’. Natal, RN, 2009.

Metastase Total Qui P

Auséncia  Presenca
Marcagao  Positiva 26 (83,9%) 22(64,7%) 48(73,8%) 3,084 0,079
Negativa 5(16,1%) 12(353%) 17(26,2%)

Intensidade Ausente/Escasso 10 (38,5%) 11 (458%) 21(42,0%) 0,278 0,598
Moderada/Intenso 16 (61,5%) 13 (54,2%) 29 (58,0%)

Tipo celular Parénquima 26 (100%) 22(100%) 48 (100%)

Localizacao Citoplasma 9(34,6%) 10 (45,5%) 19 (39,6%)
Nicleo/Citoplasma 2 (7,7%) 0(0%) 2(42%) 2,235 0,525
Membranar 2(7,7%) 14,5%) 3(6,2%)

Cito-membranar 13(50,0%) 11(50,0%) 24 (50,0%)




No que concerne ao estadiamento clinico, ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa com a galectina 7. Embora, dos 48 (73,8%) casos positivos a esta proteina, 26
(76,5%) ocorreram em casos de estigios iniciais da doenca (I e II). Avaliando-se a intensidade
de marcacgdo, dos 29 (58%) casos com imunomarcacdo moderada a intensa, 16 (61,5%)
também ocorreram nos estdgios I e II da doenga. No entanto, a localizagdo predominante da
galectina 7 ocorreu no compartimento citoplasmatico e membranar, principalmente em
estagios mais avancgados (63,6%), conforme esta explicitado na tabela 24.

Tabela 24: Relacdo entre as varidveis da galectina-7 e o estadiamento clinico. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Estadiamento clinico Total Qui’
Tell MIelV
Marcacdo  Positiva 26 (76,5%) 22(71,0%) 48(738%) 0,254 0,614

Negativa 8(235%) 9(290%) 17 (26,2%)
Intensidade Ausente/Escasso 10 38,5%) 11 (45,8%) 21(42,0%) 0,278 0,598
Moderada/Intenso 16 (61,5%) 13 (54,2%) 29 (58,0%)

Tipo celular Parénquima 26 (100%) 22(100%) 48 (100%)

Localizacao Citoplasma 12 (46,2%) 7(31,8%) 19 (39,6%)
Nicleo/Citoplasma 2(7,7%) 0(0%) 2 (4,2%) 4,010 0,260
Membranar 2(7,7%) 14,5%) 3(6,2%)

Cito-membranar 10 (38,5%) 14(63,6%) 24 (50,0%)

Na tabela 25, observa-se que houve uma correlagdo estatisticamente significativa
entre a marcacio da galectina 7 com a gradagdo histolégica (p=0,005). Nos 48 (73,8%) casos
positivos a galectina 7, 21 (95,5%) encontravam-se em carcinomas epiderméides de baixo
grau de malignidade. Embora sem significancia estatistica, nota-se que dos 29 (58%) casos
com intensidade de marcacdo de moderada a intensa, 14 (66,7%) apresentavam-se em casos
de baixo grau de malignidade. No entanto, dos 24 (50%) casos que exibiram imunomarcacdo
nos compartimentos citoplasméticos € membranar, 14 (51,9%) ocorreram em carcinomas

epiderméides de alto grau de malignidade.



Tabela 25: Relacdo entre as varidveis da galectina-7 e a gradagdo histolégica. Significancia
obtida pelo teste Qui®. Natal, RN, 2009.

Gradacao Total Qui p
Baixo grau  Alto grau
Marcacdo  Positiva 21 (955%) 27(62,8%) 48(73,8%) 8,040 0,005
Negativa 145%) 1637,2%) 17 (26,2%)
Intensidade Ausente/Escasso 7(33,3%) 14 (483%) 21(42,0%) 1,116 0,291
Moderada/Intenso 14 (66,7%) 15 (51,7%) 29 (58,0%)

Tipo celular Parénquima 21 (100%) 27 (100%) 48 (100%)

Localizacao Citoplasma 8(381%) 11(40,7%) 19 (39,6%)
Nicleo/Citoplasma 2(9,5%) 0(0%) 2 (4,2%) 2,767 0,429
Membranar 1(4,8%) 2(7,4%) 3(6,2%)

Cito-membranar 10 (47,6%) 14 (51,9%) 24 (50,0%)




DISCUSSAO




5 DISCUSSAO

De acordo com o INCA (2008), Garavello et al. (2008) e Gervasio et al. (2001) o
carcinoma epiderméide acomete predominantemente pacientes do sexo masculino com idade
média em torno de 60 anos. Em concordancia com a literatura, evidenciou-se em nossa
amostra de 65 casos de carcinoma epiderméide de lingua, que 66% dos pacientes pesquisados
eram do sexo masculino. A idade dos pacientes na época do diagndstico oscilou entre 31 a 90
anos, com pico de incidéncia na faixa etdria entre 51 a 60 anos, estando dentro da faixa de
variagdo encontrada na literatura.

Neste estudo a ocorréncia do carcinoma epidermdide de lingua em individuos jovens,
abaixo dos 40 anos de idade foi baixa (6,1%), apesar de ter sido relatado por Moore et al.
(2000) e Schantz, Yu (2002) um aumento da sua incidéncia em adultos jovens. Ribeiro et al.
(2008) em um levantamento realizado nos arquivos de Histopatologia da Universidade de
Odontologia de Aragatuba (UNESP) observaram que dos 400 casos de carcinoma
epidermdide analisados, 46 (22%) casos acometiam pacientes jovens com média de idade de
40 anos. Sherin et al. (2008) analisando 606 casos de carcinoma epidermdide no periodo de
2002 a 2007, observaram que a cada ano o nimero de casos em pacientes com idade inferior a
40 anos aumentava, chegando a somar 44 (7,5%) casos do total da amostra estudada.

Na pesquisa realizada por Ribeiro et al. (2008) de 46 casos de carcinoma
epiderméide, houve predominio dos pacientes da raca melanoderma (78%), seguido pela raga
branca (22%). Em nosso estudo, semelhantemente a esta pesquisa, a raca melanoderma foi
predominante, perfazendo 41,5% dos casos, seguido pelos leucodermas (35,4%) e feodermas
(23,1%). Diferindo dos resultados encontrados por Carvalho et al. (2001) onde a raca
leucoderma foi mais prevalente, acometendo 87% das mulheres e 85% dos homens. Pode se

enfatizar que essas diferengas encontradas nos diversos estudos podem ocorrer em vista da



ampla miscigenacdo da populagdo brasileira e da conseqiiente dificuldade em se enquadrar
determinados individuos em uma raca pré-estabelecida.

Como ja foi comentado anteriormente, a etiopatogenia do carcinoma epiderméide
oral estd ligada a numerosos fatores, dentre eles os mais citados sdo o tabaco, em suas
variadas formas de uso, e o dlcool em associagdo com o tabagismo (NEVILLE et al., 2004;
SHERIN et al., 2008). Neste estudo, dos 65 casos analisados, observou-se que 31 pacientes
(47,7%) eram tabagistas, e 13 pacientes (20%) eram tabagistas e etilistas. Confirmando,
assim, a importancia desses fatores na génese do carcinoma epidermdide aliados a outros
fatores ja citados na literatura como as alteracdes genéticas, imunossupressio, deficiéncias
vitaminicas, exposi¢des aos raios solares e a alguns virus como o HPV (CAMPISI et al.,
2006; MARQUES et al., 2008; RODU et al., 2002; TERMINE et al., 2008).

A carcinogénese oral ¢ um processo de multiplas etapas que envolvem alteragdes
genéticas dando inicio as mudangas fenotipicas. Ter o conhecimento do comportamento
bioldgico do carcinoma epidermdide € essencial para adogcdo das medidas terapéuticas mais
indicadas para cada caso, evitando, assim, que o paciente seja submetido a um tratamento
mais radical que o necessdrio ou que a escolha de procedimentos inadequados venha a
aumentar os riscos de desenvolvimento de lesdes recorrentes ou metastaticas.

Diversas pesquisas sdo realizadas com o intuito de se avaliar possiveis fatores que
influenciam no prognédstico e na sobrevida destes pacientes, como por exemplo a localizacio
do tumor, a gradag@o histolégica de malignidade e o estadiamento clinico da neoplasia,
através do sistema TNM, que analisa o tamanho do tumor, e a presenca de metdstases
cervicais ou a distdncia (BRYNE, 1998; CARINCI et al., 1998; GONZALEZ-GARCIA et al.,
2008; AMARAL et al., 2004; ARAUJO JUNIOR et al., 2008).

Conforme relata o estudo realizado por Aradjo Jinior, Costa € Ramos (2006) onde

verificaram uma correlacio estatisticamente significativa (p=0,01) entre o sistema TNM e a



localizac¢do do tumor com o prognéstico, em 130 casos de carcinoma epidermdide, sendo os
estagios III e IV relacionados com um maior indice de 6bito, e a lingua a localizagdo mais
comum e relacionada com os estdgios mais avancados (III e IV). Na presente pesquisa, 20
(30,8%) casos foram classificados como estadiamento I, 14 (21,5%) como II, 18 (27,7%)
como III e 13 (20%) como 1V, os quais foram reunidos em dois grupos, um grupo composto
pelos estadiamentos I e II e outro grupo com os estadiamentos III e IV, para que fosse
possivel a realizacdo do teste estatistico, j4 que os estdgios intermedidrios II e III ndo
fornecem informagdes muito precisas a respeito do progndstico de acordo com Costa et al.
(2002).

Realizando a andlise estatistica através do teste Quiz, entre o estadiamento clinico e o
desfecho da doenca (dbito/remissdo), verificou-se haver uma correlagdo estatisticamente
significativa entre estas varidveis, onde 82,4% dos casos agrupados nos estigios 1 e II
obtiveram remissdo da doenga e dos 19 casos que foram a ébito, 13 (41,9%) foram incluidos
nos estagios Il e IV (Tabela 3). Nossos resultados sdo concordantes as afirmacgdes de Araijo
Junior, Costa e Ramos (2006) e Choi et al. (2006) de que o sistema TNM ¢ eficaz como
parametro de progndstico.

Um outro fator encontrado para analisar o comportamento biolgico do carcinoma
epiderméide oral é estudar as caracteristicas morfoldgicas através do sistema de gradacgio
histologica de malignidade (SGHM). Dentre os sistemas de gradacdo utilizados, escolhemos,
para esta pesquisa, o sistema recomendado por Bryne em 1998, pois concordamos com a
afirmacdo da autora de que o “front” de invasdo tumoral representa o melhor alvo da andlise
morfoldgica de um tumor, uma vez que esta drea da neoplasia indica o local onde todos os
processos celulares necessdrios a invasao se efetivam.

Na presente pesquisa, dos 65 casos analisados, 22 (33,8%) foram classificados como

baixo grau e 43 (66,2%) no grupo de alto grau. No entanto, ndo houve correlagio



estatisticamente significativa do SGHM com o desfecho da doenga e o estadiamento clinico,
como mostra a tabela 9 de matriz de significancia. J4 com relacdo & metédstase houve uma
correlacdo estatisticamente significativa (p=0,018). Sendo constatado, assim, que em nossa
amostra o SGHM pode ser utilizado como indicador de comportamento bioldgico em casos de
carcinoma epiderméide de lingua, no que diz respeito as metdstases, o que estid de acordo com
os resultados encontrados por Pereira (2006) e Barros (2006), mas diferindo dos achados de
Silveira (2004).

Kurokawa et al. (2005) afirmaram que carcinomas epidermdides de lingua com
escores de malignidade maior ou igual a 8 pontos emitidos pelo sistema proposto por Bryne
(1998), apresentam menor indice de sobrevida, e escores acima de 11 pontos sdo indicativos
de metdstase linfonodal cervical. Reafirmando, portanto, a correlacdo entre SGHM e presenga
de metastases.

Ressalta-se, no entanto, que por mais que se tente tornar mais objetivo um sistema de
gradacdo histolégica de malignidade, através da utilizacdo de escores fundamentados em dados
matematicos, a andlise dos parametros morfoldgicos se baseia na subjetividade dos achados, o que
pode levar a resultados conflitantes. Diante destes fatos, pode-se constatar que a utilizacdo de
sistemas de gradacdo histoldgica representa uma informagdo adicional para o estabelecimento do
progndstico do carcinoma epidermdide oral.

A presenca ou ndao de metdstases € um outro fator bastante explorado na literatura
como possivel indicador de progndstico. Em nossa amostra, 34 (52,3%) casos apresentavam
metéstases, corroborando os dados de Barros (2006) que encontrou uma maior incidéncia de
metastases em carcinomas epidermdides de lingua. Utilizando-se o teste Qui®, notamos em
nosso estudo que a metéstase exibiu correlacio estatisticamente significativa com o desfecho
da doenga (p=0,006), com o estadiamento clinico (p<0,01) e com a gradagdo histoldgica
(p=0,018), como mostram as tabelas 4, 5 e 8, respectivamente. Portanto, a metdastase

constituiu um bom indicador de agressividade tumoral nesta pesquisa.



s 7z

Ja é bem estabelecido que o grau de agressividade de uma neoplasia é determinado
pela sua capacidade de migracdo, invasdo dos tecidos vizinhos e eventualmente colonizacio de
um sitio secundério, constituindo, assim, as metéstases. De acordo com O-Charoenrat et al.
(2003) o carcinoma epiderméide de lingua caracteriza-se por apresentar um alto indice de
invasdo local e grande probabilidade de desenvolver metastases para os linfonodos cervicais,
influenciando diretamente no controle regional da doenca e na sobrevida. Os nossos
resultados, portanto, corroboram tal afirmagao.

Um ponto que tem sido questionado na literatura é a realizacdo do esvaziamento
cervical, como uma forma de se evitar metastases cervicais ou eliminar as metastases ocultas.
Conforme relata Lype et al. (2008), os quais avaliaram 219 casos de carcinoma epidermdide,
destes 157 (72%) estavam localizados na borda lateral de lingua e 161 (73,5%) pacientes nao
apresentam metdstases cervicais. Mesmo que clinicamente nio seja observado acometimento
dos linfonodos cervicais, mas histopatologicamente isto seja observado, o esvaziamento
cervical acompanhado da radioterapia é bastante benéfico, auxiliando na sobrevida dos
pacientes. Na nossa pesquisa observou-se que dos 37 casos que se encontravam em estigios
iniciais (I e II), 27 (87,1%) casos ndo apresentavam metastases clinicamente, e dos 19 casos
que foram a 6bito 15 (79%) apresentavam metdstases clinicamente.

Constatamos, portanto, que o estadiamento clinico e a metistase constituiram
indicadores do comportamento bioldgico nos carcinomas epiderméides de lingua analisados,
visto que estas variaveis relacionaram-se diretamente ao desfecho da doenca (6bito/remissao),
enquanto que o sistema de gradacdo histolégica de malignidade se correlacionou
estatisticamente apenas com a metdstase.

Muito embora vérios fatores clinicos e morfoldgicos ja sejam estabelecidos como
indicadores do comportamento bioldgico e do progndstico dos carcinomas epidermoéides

orais, diversas metodologias vém sendo empregadas para avaliar o comportamento bioldgico



do carcinoma epidermdide. Neste contexto estdo incluidas as pesquisas envolvendo a imuno-
histoquimica e a biologia molecular. De acordo com Grandis et al. (2004) a andlise de
proteinas, como por exemplo das galectinas, tem facilitado a identificacdo de mudangas
fenotipicas em casos de carcinoma epiderméide oral, haja vista seu papel na sobrevivéncia
das células tumorais, na angiog€nese e na metastase. Recentemente estdo sendo alvo de
potencial interesse na avaliacdo de pacientes com neoplasias malignas na regido de cabeca e
pescoco.

Baseado nesse contexto, na presente pesquisa se avaliou a expressdo imuno-
histoquimica das galectinas 1, 3, 4 e 7, em 65 casos de carcinoma epidermédide de lingua,
procurando correlacionar a intensidade e a localizacdo de marcagdo e os tipos celulares
marcados com o grau de diferenciacdo das células tumorais, desfecho da doenga, metéstases e
estadiamento clinico.

Os resultados encontrados no nosso estudo em relagdo a galectina 1 mostram que
esta proteina se expressou em 57 (87,7%) casos, marcando principalmente fibroblastos ao
redor dos ninhos e len¢dis tumorais, com intensidade moderada a intensa em 48 (84,2%)
casos (Figura 5). Corroborando, assim, os achados encontrados por Chiang et al. (2008) os
quais observaram uma forte expressdo da galectina 1 no estroma de espécimes de carcinoma
epidermédide oral. Este mesmo padrio de expressd@o também foi observado nos estudos
realizados por Van der Brule, Waltregny, Castronovo (2001) e Ellerhorst et al. (1999) em
carcinomas de prostata.

Observou-se ainda nesta pesquisa que em 20 (35,1%) casos a galectina 1 marcou
apenas as células neoplasicas, diferindo dos achados encontrados por Kohrenhagen et al.
(2006) os quais observaram auséncia de marcagdo da galectina 1 em células do parénquima de
todos os casos analisados de neoplasias cervicais. Uma possivel explicacdo para estes

distintos padrdes de marcagdo, segundo Danguy, Camby e Kiss (2002) é que a expressdo da



galectina-1 pode ser influenciada por fatores tumorais especificos, como as MMPs ou outros
receptores especificos como a laminina e a fibronectina.

Utilizando o teste do Qui” correlacionamos a expressao da galectina 1 ao desfecho da
doenca, metastase, estadiamento clinico e gradacdo histologica. Constatou-se que, em relagéo
ao desfecho da doenca (remissdo/6bito) e a gradacdo histolégica ndo houve correlacdo
estatisticamente significativa. No entanto, Gillenwater et al. (1996) demonstraram que a
expressdo da galectina 1 no estroma de carcinoma epiderméide estava associada
significativamente com o grau de diferenciacdo neopldsica, ou seja, quanto menor a grau de
diferenciagdo celular maior a expressdao da galectina 1 nos fibroblastos ao redor dos lengdis
tumorais.

Quanto a metdstase, observou-se uma correlagdo diretamente proporcional (p=0,033)
(tabela 11) entre a forte marcag@o da galectina 1 e a auséncia de metastases (96,8%), e uma
correlacdo estatisticamente significativa entre o estadiamento clinico e a positividade a
galectina 1 (p=0,016), sendo que dos 57 (87,7%) casos positivos, 33 (97,1%) enquadravam-se
nos estagios iniciais (I e II).

Constatou-se a marcag@o da galectina 1 tanto nas células estromais quanto nas células
neoplésicas em 31 (54,4%) casos, sem no entanto esta expressdo apresentar significancia
estatistica com nenhum dos parametros clinicos e morfoldgicos analisados. Diferentemente
dos resultados encontrados por Kohrenhagen et al. (2006) os quais observaram que a
expressdo da galectina 1 nas células estromais aumentava de acordo com o grau histolégico,
estando, assim, associada com a progressdo das neoplasias cervicais. Ja Cindolo et al. (1999)
mostrou um aumento da expressdo da galectina 1 nas células neopldsicas endometriais
associada ao aumento do grau de diferenciacdo histoldgica.

Duas hipéteses tentam explicar a existéncia da galectina 1 nas células estromais,

primeiro, de acordo com Noel e Foidart (1998), a galectina 1 pode se originar das células



neopldsicas e entdo se acumular nas células estromais adjacentes. A segunda hipdtese,
conforme Jonhsen et al. (1998), acreditam que a galectina 1 pode ser secretada pelos proprios
fibroblastos sob estimulo das células neoplasicas. Como em nosso estudo houve marcagéo da
galectina 1 tanto nas células estromais como nas neoplésicas, acreditamos que a expressao nas
células estromais pode ser pela secrecdo prépria ou pelo acimulo de secre¢do oriunda das
células neoplasicas, provavelmente influenciada por fatores tumorais especificos como
interagdes célula-célula e célula-matriz e secre¢do de metaloproteinases.

Nesta pesquisa, no que diz respeito a localizacdo intracelular de marcagdo, pode se
observar que dos 57 (87,7%) casos positivos a galectina 1, em 39 (68,4%) foi encontrada
exclusivamente no citoplasma, e em 14 (24,6%) casos tanto no ndcleo como no citoplasma,
no entanto, sem diferenca estatisticamente significativa com o grau de diferenciacio
histol6gica. Kohrenhagen et al. (2006) observaram que nas neoplasias benignas cervicais, a
marcacdo também era exclusiva do citoplasma, mas com o aumento da diferenciagio
neopldsica, a marcacio era observada no nicleo e citoplasma nas células estromais. Estes
autores sugerem, portanto, que a galectina 1 pode ser utilizada como marcador de progressao
tumoral em neoplasias cervicais.

Chiang et al. (2008) avaliando 64 casos de carcinoma epidermdide oral, mostraram,
com uma associacio estatisticamente siginificativa, que nos casos bem diferenciados a
marcacgdo era exclusivamente nas células estromais e citoplasmadtica, e nos casos pobremente
diferenciados e com metdstases, a marcacdo da galectina 1 era observada nas células
neopldsicas do front invasivo e no estroma, bem como no citoplasma e no ndcleo. Sugerindo
que a galectina 1 pode ser utilizada como alvo molecular para diagndstico, progndstico e
escolha da terapéutica adequada para carcinoma epidermoéide oral.

Diante dos resultados acima descritos, percebe-se a necessidade de esclarecimento

dos efeitos da galectina 1 nas células estromais e neoplasicas no meio tumoral para, assim,



melhor entender as fungdes da galectina 1 nestas células durante a carcinogénese oral.
Segundo Rabinovich (2005) e Fisher et al. (2005) quando a galectina 1 estd presente nas
células neopldsicas, a mesma estd envolvida na migracdo e transformagdo -celular,
possivelmente através da interacdo com o oncogene Ras. Entdo, uma forte expressdo da
galectina 1 nas células neopldsicas resulta em um aumento da associacdo com o Ras e na
transformacdo celular.

Chiang et al (2008) suportam esta hipétese, através de uma analise de RT-PCR, que a
galectina 1 pode ser expressa dentro e ao redor das células estromais associadas ao tumor,
facilitando a progressdo tumoral em estdgios iniciais da carcinogénese, e quando expressa no
nudcleo e citoplasma das células neoplésicas induz as transformagdes tumorais que resultam
em metastase.

A literatura relata a participag@o da galectina 1 no processo metastatico facilitando a
interacdo das células neoplédsicas com as células estromais, bem como no processo da
angiogénese. Todos estes aspectos foram observados em nosso estudo ja que houve marcagdo
em todos os tipos de células avaliadas (fibroblastos, células endoteliais e células neoplésicas),
reforcando, assim, o papel da galectina 1 na progressdao tumoral. A galectina 1, conforme
relatam Thijssen et al. (2006) desempenha um papel crucial na angiogénese tumoral, pois
através de estudos imuno-histoquimicos, observaram uma forte e exclusiva expressdo da
galectina 1 nas células endoteliais de casos de carcinoma de colén, de mama e sarcoma de
Ewing. Estes resultados, portanto, sugerem que a galectina 1 pode ser utilizada como alvo na
terapia antineoplasica.

Nos casos de carcinoma epiderméide de lingua avaliados, os resultados mostraram
que houve positividade da galectina 3 em 87,7% destes casos, onde sua presenca foi
predominante nos ninhos de células neoplasicas (63,2%) (Figura 9), corroborando os dados de

Lee et al. (2005), os quais observaram, em casos de neoplasias cervicais, uma expressao mais



acentuada da galectina 3 em células do parénquima. Este fato também foi demonstrado por
Than et al. (2008), os quais notaram uma expressdo mais intensa nas células epiteliais
neopldsicas em casos de carcinoma de tireide.

A marcacdo das células endoteliais para a galectina 3 também foi observada em
nosso estudo, assim como nos relatos de Than et al. (2008) em neoplasias de tiredide. Embora
nenhuma inferéncia tenha sido feita a esse respeito. Porém alguns autores como Nangia-
Makker et al. (2000) afirmem que a galectina 3 estd intimamente envolvida na biologia das
células endoteliais e na angiogénese. Johnson et al. (2005) mostraram, através da imuno-
histoquimica, uma marcagdo bastante expressiva da galectina 3 em todos os casos avaliados
de angiossarcoma, sugerindo, assim, que esta proteina poderia ser utilizada como potencial
alvo terapéutico em neoplasias de origem endotelial. No entanto, como a marcag¢do da
galectina 3 em células endoteliais foi vista em apenas alguns casos do nosso estudo, torna-se
dificil fazermos uma andlise mais profunda sobre estes achados.

Quanto a localizacdo intracelular da marcacao, dos 57 (87,7%) casos positivos para a
galectina 3, 35 (61,4%) destes casos mostraram expressao apenas no citoplasma e 19 (33,3%)
tanto no nudcleo como no citoplasma. Estes resultados se assemelham ao estudo de Honjo et
al. (2000) os quais observaram que em 54 casos de carcinoma epidermdide de lingua a
expressdo da galectina 3 no nicleo diminuia a medida que progredia o grau de diferenciagéo
histolégica, ao contririo da expressdo citoplasmatica que aumentava. Estes dados juntos
sugerem que a galectina 3 pode ter uma fungdo anti-tumoral quando presente no ntcleo e
favorecer a progressao tumoral quando expressa no citoplasma.

Conforme relatam Wang et al. (1995) e Dagher et al. (1995) a galectina 3 quando
expressa no nucleo ou citoplasma, estd associada ao processo de proliferacdo e diferenciacio,
respectivamente. Quando presente no nicleo, sugere-se que a galectina 3 pode ser estimulada

por fatores mitogénicos de fibroblastos quiescentes, resultando assim, em um aumento da sua



expressdo nuclear, e de acordo com Gillenwater et al. (1996) em epitélio de mucosa oral
normal a distribui¢do da galectina 3 € confinada as camadas superficiais e intermedidrias, que
correspondem a células bem diferenciadas.

Feita a andlise estatistica com o teste do Qui” observou-se que dentre os parimetros
clinicos e morfoldgicos analisados (desfecho da doenca, estadiamento clinico, metéstase e
gradacdo histolégica) houve uma correlagfo estatisticamente significativa entre a marcagéo da
galectina 3 com a presenca de metastases (p=0,033) e a gradacdo histologica (p=0,031).
Sugerindo, portanto, que a galectina 3 em casos de carcinoma epiderméide de lingua pode ser
utilizada como marcador de progressdo e comportamento bioldgico destas neoplasias.

Dos 57 (87,7%) casos de carcinoma epidermdide de lingua avaliados nesta pesquisa
que exibiram marcacdo positiva a galectina 3, 30 (96,8%) destes casos apresentavam
metéstases (p=0,033), confirmando, assim, os relatos de Saussez et al. (2007) em neoplasias
de cabeca e pescocgo, e Iurisci et al. (2000) em casos de carcinoma gastrointestinal e de mama.

Quando se correlacionou a expressdo da galectina 3 com a gradagdo histoldgica,
observou-se que nos 22 (100%) casos de baixo grau, a marcacio foi positiva, com intensidade
forte em 17 (77,3%) destes casos, padrao este também observado por Piantelli et al. (2002)
em casos de carcinoma epidermdide de laringe.

Estes mesmos autores, apés uma andlise univariada, observaram também que os
casos de alto grau de malignidade e com auséncia de marcacdo de galectina 3 exibiram um
aumento estatisticamente significativo de risco de recorréncia e de Obito, sugerindo, assim,
que a auséncia de expressdo da galectina 3 pode ser um marcador de progndstico negativo em
carcinomas epiderméides de laringe. Enquanto que Honjo et al. (2000) observaram, em
carcinoma epiderméide de lingua, que os casos com alta expressdo da galectina 3
citoplasmdtica tinham uma menor sobrevida livre de doenca e um maior risco de

desenvolvimento de recidivas. Sugerindo, assim, que a expressdo aumentada da galectina 3 no



citoplasma serve como preditor de recorréncias em casos de carcinoma epidermdide de
lingua.

Diante dos resultados encontrados nesta pesquisa, sugere-se que a intensa expressiao
da galectina 3 estd associada a progressdo do carcinoma epidermdide de lingua. Contudo, sido
necessarios mais estudos principalmente devido ao fato de que ha aumento na expressdo da
galectina 3 em alguns tipos de neoplasias malignas e sua diminui¢cdo em outros, indicando
suas diferentes funcdes, ora agindo como fator de desenvolvimento tumoral, ora protegendo
contra a progressao do tumor.

Na literatura sdo escassos estudos que avaliem a expressdao da galectina 4 em
neoplasias da cavidade oral, embora Huflejt e Leffler (2004) afirmem que a galectina 4 pode
ser expressa durante o desenvolvimento e nos tecidos adultos normais do trato
gastrointestinal, incluindo a lingua até o intestino grosso. Embora Yang, Rabinovich e Liu
(2008) reforcem que a galectina 4 € predominantemente expressa no intestino e estdmago,
também a identificam como uma proteina de junc¢éo em células epiteliais orais.

Dos 65 casos de carcinoma epidermdéide de lingua avaliados, 29 (44,6%) exibiram
positividade para a galectina 4. A marca¢do foi localizada, em 93,1% dos casos, no
citoplasma, e a intensidade desta marcag¢do foi fraca em 69% dos casos, em contraste com 0s
achados de Kondoh et al. (1999) os quais observaram uma forte expressdo em carcinomas
hepatocelulares. Wooters et al. (2005), avaliando a distribui¢do imunohistoquimica da
galectina 4 em epitélio intestinal normal, observaram uma maior expressdo desta proteina no
citoplasma das células epiteliais apicais, e uma maior expressio nuclear nas células epiteliais
em estagio final de maturacio. Huflejt e Leffler (1995) mostraram que em casos de carcinoma
de colén e de mama existia um aumento expressivo da concentracdo de galectina 4 no
citoplasma, mas nos casos de carcinoma de mama a localizagdo nuclear foi encontrada mais

frequentemente que nos casos de coldn.



Mediante os dados encontrados em nosso estudo e na literatura, demonstra-se que a
galectina 4 pode atuar em diversos estdgios de diferenciacdo de células epiteliais, exercendo
varias fungdes. De acordo com Wu et al. (2002) as caracteristicas estruturais da galectina 4
(tandem repetido, com dois dominios de reconhecimento de carboidrato) favorecem o
desempenho das suas diversas funcdes pelo cruzamento de 2 ligantes de glicoconjugados em
uma maneira que estabiliza ou muda alguns aspectos da atividade celular.

Hansen et al. (2001) sugerem que a galectina 4 citoplasmatica estd envolvida na
formagdo ou na estabilizagdo dos corpos lipidicos que sdo utilizados para o transporte dos
glicoesfingolipideos e proteinas para a superficie apical da membrana plasmadtica. Quando
expressa no nucleo, segundo Rechereche et al. (1997), a galectina 4 pode estar envolvida no
processo de apoptose. Estes autores observaram, in vitro, em casos de neoplasias de célo retal
que uma auséncia da expressdo da galectina 4 permitia uma maior proliferacdo das células
neopldsicas.

Nesta pesquisa nao foi observada nenhuma correlacdo estatisticamente significativa
da expressdo da galectina 4 com os parametros clinicos e morfoldgicos estudados (desfecho
da doenca, metéstase, estadiamento clinico e gradag@o histoldgica). Embora, foi vista uma
maior positividade a galectina 4 em 18 (52,9%) espécimes de carcinoma epiderméide de
lingua com metdstase. Em outros estudos como o de Hippo et al. (2001), também
demonstraram correlag@o de altos niveis de galectina 4 em linhagens de células de carcinoma
gdstrico com potencial metastatico.

Huflejt e Leffler (2004) mostraram, através de estudos com linhagens celulares, que
as células bem diferenciadas exibiram uma forte expressdo da galectina 4, enquanto que as
linhagens pouco diferenciadas ndo expressaram a galectina 4. Semelhantemente, em nossa
pesquisa, dos 29 casos de carcinoma epidermoéide de lingua positivos a galectina 4, podemos

observar que 45,5% eram de baixo grau de malignidade, ou seja, apresentavam células bem



diferenciadas. Nossos achados estdo em conformidade com Nagy et al. (2003), os quais
afirmam que a galectina 4 estd envolvida em estigios iniciais de desenvolvimento do
carcinoma de colén. Huflejt et al. (1995) explicam este fato relatando que células bem
diferenciadas formam monocamadas polarizadas e que sdo capazes de desenvolver uma alta
resisténcia transepitelial, ja as células pouco diferenciadas ndo formam esta resisténcia, mas
tem uma grande mobilidade para migrar através da membrana basal.

A galectina 7, segundo Magnaldo, Fowlis, Darmon (1998) é considerada como um
marcador epitelial, independente do grau de diferenciacio dos ceratindcitos. E esta
caracteristica, conforme citam Magnaldo e Barrandon (1996) pode distingui-la de demais
marcadores epiteliais como as citoqueratinas e a involucrina, que se expressam
exclusivamente nas camadas basais e suprabasais, respectivamente.

Na presente pesquisa, a galectina 7 esteve expressa em 48 casos (73,8%), sendo esta
marcagdo exclusivamente observada nas células parenquimatosas, tanto no centro como na
periferia dos ninhos tumorais. Este achado se assemelha aos de Saussez et al. (2008) que
evidenciaram forte expressdo da galectina 7 em 102 casos de carcinoma epidermdide de
cabeca e pescogo, bem como os dados encontrados por Chen (2004) que demonstraram alta
expressdo da galectina 7 em casos de carcinoma epiderméide oral. Em neoplasias de tiredide,
Than et al. (2008) observaram auséncia da expressdo da galectina 7, na maioria dos casos,
tanto nas neoplasias benignas quanto nas malignas, onde os autores sugerem que em epitélio
de tiredide a galectina 7 ndo exerce nenhuma funco.

Ap6s a utilizagdo do teste do Qui’, demonstramos em nosso estudo uma correlacio
estatisticamente significativa da expressdo da galectina 7 com a gradagdo histoldgica
(p=0,005). Dos 48 (73,8%) casos positivos a esta proteina, 21 (95,5%) apresentavam-se em
casos de baixo grau de malignidade. Quanto a localizagdo da marcagdo, 24 (50%)

apresentavam-se nos compartimentos citoplasmdtico e membranar, e destes 14 (51,9%)



ocorriam em casos de alto grau de malignidade histoldgica, resultados semelhantes aos
encontrados por Saussez et al. (2008) em carcinoma epidermoéide de laringe e de hipofaringe.

Confrontando nossos achados com os encontrados na literatura, no que diz respeito a
localizacdo intracelular da galectina 7, concordamos com Yang, Rabinovich e Liu (2008)
quando afirmam que a galectina 7 € induzida pela p53, atuando como pro-apoptética quando
se localiza no nicleo e como anti-apoptética quanto localizada no citoplasma. No nosso
estudo foi demonstrado que dos 19 (39,6%) casos que expressaram a galectina 7 apenas no
citoplasma, 11 (40,7%) deles estavam associados a carcinomas epidermoéides de lingua de alto
grau de malignidade.

Correlacionando a marcacdo da galectina 7 com a metistase, estadiamento clinico e
desfecho da doenga observamos que ndao houve significancia estatistica com nenhum destes
parametros. Sugerindo, portanto, que a expressdo desta galectina independe do potencial
metastitico dos carcinomas epiderméides de lingua. No entanto, Demers et al. (2007)
mostraram, in vitro, que a inibi¢cdo da galectina 7 em células de linfoma agressivo estava
correlacionada com uma diminuicdo da invasdo dessas células tumorais a 6rgdos alvo, e
também estava associada a redugdo da expressio da MMP-9, um gene que estd interligado a
progressdo tumoral. Barros (2006) demonstrou intensa expressdo da MMP-9 em carcinoma
epiderméide de lingua, sugerindo que a capacidade de degradar membrana basal parece ser
determinante no padréo de diferenciacio histolégica das neoplasias pesquisadas.

Entdo, baseados em nossos resultados aos dados revistos na literatura, inferimos que
a galectina 7 expressa em células de carcinoma epiderméide pode se ligar a alguns receptores
na superficie de células neoplésicas, inibir o p53 e induzir a secrecio da MMP-9,

favorecendo, assim, o crescimento tumoral nos casos de carcinoma epiderméide de lingua.



CONCLUSOES




6 CONCLUSOES

Com base nos resultados clinicos, morfologicos e imuno-histoquimicos desta

pesquisa, podemos concluir que:

1. Em relacdo ao sexo, raga, faixa etdria acometida e hdabitos, os nossos achados
corroboram os dados encontrados na literatura.

2. O estadiamento clinico (TNM) e a presenga de metdstases mostraram uma boa
efetividade como pardmetro indicador de progndstico.

3. O sistema de gradacdo histoldgica de malignidade (SGHM) se correlacionou apenas
com a presenca de metdstases, podendo, portanto, em parte ser utilizado como
parametro de indicador do comportamento bioldgico dos carcinomas epidermdides de
lingua estudados.

4. A expressiva imunomarcagdo das galectinas 1, 3, 4 e 7 nos casos avaliados nos leva a
sugerir uma ampla participacdo dessas proteinas na carcinogénese oral, bem como a
possivel utilizagdo das galectinas 1, 3 e 7 como marcadores do comportamento

bioldgico e da progressdo tumoral em casos de carcinoma epiderméide de lingua.
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APENDICE 1 - Ficha previamente elaborada para obtencao dos dados a partir dos
prontudrios clinicos dos pacientes portadores de cancer de lingua.

Prontuario: Ano: Caso:
Sexo: Idade: Raca:
Habitos:

Estadiamento clinico:

Nimero da bidpsia:

Gradacfo histologica:

Tratamento:

Remissio: Obito:

Metastase:

Recidivas:

Observacdes:




APENDICE 2 - Quadro previamente elaborado para anélise do sistema de gradacao

histolégica de malignidade, segundo Bryne (1998), adaptado por Miranda (2002).
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