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RESUMO

O Carcinoma Epidermoide (CE) é a neoplasia maldgarigem epitelial que
mais ocorre na cavidade oral, com alta capacidagleingtadir estruturas adjacentes.
Classicamente, o CEO ocorre mais em homens cone igecha de 50 anos, que fazem uso
de tabaco e alcool por longos periodos de tempwosa lingua, o sitio anatdmico mais
frequentemente acometido. Atualmente, vem se pencigbum aumento na incidéncia dessa
lesdo em pacientes com idade abaixo dos 40 anasstespou nao a fatores de risco,
principalmente as lesdes de lingua. O objetivo adgmsquisa foi analisar o indice de
proliferacédo celular, utilizando o anticorpo Ki-867e€CEs de lingua em dois grupos de faixas
etarias distintas. Também, avaliaram-se as carsiitas clinico-patologicas dos casos
constantes do estudo. A amostra se constituiu dadds de pacientes com idade até 40 anos
e 20 casos de pacientes com idade acima de 50 EBmoselacdo as caracteristicas clinico-
patolégicas das lesGes, o sexo masculino foi o am@esnetido para os dois grupos, sendo
evidenciado que o habito de beber e fumar foi etgitanto para os pacientes com idade até
40 anos (72,7%) como para 0s pacientes com idaa®g atos 50 anos (52,9%). Foi possivel
observar que houve uma associagéo estatisticarsigmiéicativa entre o grupo de pacientes
com idade até 40 anos e a presenca de metastaseateg = 0,036), bem como entre o
mesmo grupo e o0s estagios mais avancados da dfercf,012). Em relacdo a gradacao
histol6gica de malignidade, houve uma maior fregiggnle tumores classificados em alto
grau de malignidade no grupo de pacientes comQaédnds (56,2%), mas nao foi evidenciada
diferenca estatistica entre os grupos e a gradas@mdgica de malignidade. Quanto a analise
da expressdo imuno-histoquimica pelo Ki-67, n&o vlouiferenca estatisticamente
significativa entre a expressédo do anticorpo pargrapos etarios estudados nesta pesquisa,
assim como ndo houve associacao do indice depdade para o Ki-67 com os parametros
clinicos e histomorfolégicos. Pode-se concluir qae proliferacdo celular ndo foi

significativamente diferente entre 0s grupos questituiram o presente estudo.

PALAVRA-CHAVE: Carcinoma epiderméide de lingua, proliferacdo eeludntigeno Ki-

67, pacientes com idade abaixo de quarenta areagfo histoldgica, fatores de risco.
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ABSTRACT

The squamous cell carcinoma (SCC) is the most cammmalignant neoplasm
of epithelial originin oral cavity and present high capacity to invadacent structures.
Traditionally, SCC has a predominance of 50 yeaadenpatients with long-time use of
tobacco and alcohol, and the tongue is the mosttaifi anatomic site. At present, there is an
increasing incidence of SCC in patients below 4&ryef age, who has been exposed or not
to risk factors, mainly for tongue lesions. Thiadst aims to analyze cell proliferation index
using Ki-67 antigen in SCC of the tongue for twowugss of different age range: until 40 years
and older than 50 years. The first group was coegbby 16 patients and the second one was
composed by 20 patients. Clinicopathological feeguwf the cases were also assessed. There
was a male predominance in both groups. Tobaccoatsahol habits were common for
patients until 40 years (72,2%), as well as forguas older than 50 years (52,9%). The first
group had statistical association with the pres@fcegional metastaseg € 0,036) and with
the most advanced stages of the disgase(,012). Considering the histological malignancy
grading, there was higher incidence (56,2%) of mghlignancy grade tumors in the group of
patients until 40 years old, but no statisticalfedénce has found between groups and
histologic malignancy grading. Regarding the immhistochemical expression of Ki-67,
there was no statistically significant differena@veen the antibody expression of the groups,
as well as between other clinical and histopatholdgparameters. This study identified no

significant difference regarding cell proliferatibetween the analyzed groups.

KEY-WORDS: Oral squamous cell carcinoma, cell proliferation;6K antigen, patients

younger than forty years old, histological gradsk factors.
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1 INTRODUCAO

O cancer de boca esta entre os dez tipos de c@wacefrequentes no Brasil e a
estimativa de incidéncia para o ano de 2010 noédis 14.120 novos casos, indicando esse
tumor como o 5° mais frequente entre os homenstapanestimada de 10,69 casos para cada
100.000 homens e o 7° entre as mulheres com téraada de 3,76 casos para cada 100.000
mulheres. A estimativa para a regido Nordeste 8.880 novos casos, representando uma
taxa de 6,56 casos para cada 100.000 homens ec&®8% para cada 100.000 mulheres
(INCA, 2010). Especificamente para o Rio GrandeNtwte estima-se 210 novos casos,
representando uma taxa de 7,64 casos para cada0Q0@mens e 5,87 casos para cada
100.000 mulheres. (INCA, 2010).

O Carcinoma Epidermoéide Oral (CEO) que correspatele90% a 95% de
todas as neoplasias malignas da cavidade oraleofrequentemente em homens com idade
acima dos 50 anos e a localizagcdo anatdbmica marsuroente acometida é a lingua
(DEDIVITIS et al., 2004; PARKIN et al., 2005; ABDé& al., 2007). A lesdo em individuos
jovens é pouco frequente, apresentando uma indaéntre 0,4% a 12,4% de todos 0s casos
dessa doenca (LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYAR001; IAMAROON et
al., 2004; SIRIWARDENA et al., 2007; RIBEIRO et,&009).

A contribuicdo dos fatores de risco tradicionaistabaco e o alcool, na
etiopatogenia do CEO em pacientes jovens nao estéebtabelecida (HIROTA et al., 2008).
Tém sido relatados, como possiveis fatores impmsadesse processo, agentes infecciosos
como o papilomavirus humano (HPV) e o virus hegiemples (HSV), hébitos alimentares
(LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2001), drogasmunossupressoras
(FORTINA et al., 2004), condicdo socioecondmica BHS et al., 1999) e predisposicao
genética (FOULKES et al., 1996). Adicionalmentesqesas tém sugerido o potencial
biolégico mais agressivo dos CEOs em pacientesnfwesultando em um pior prognostico
(BYERS, 1975; AMSTERDAM; STRAWITZ, 1982; SON; KAPP985; KURIACOSE et al.
1992; SARKIRA; HARARI 1994; GARAVELLO; SPREAFICO; ANI, 2007). Outros
estudos retrospectivos afirmam né&o existir difessngignificativas no comportamento
bioldgico entre lesbes de CEO em pacientes jovedsses. (ATULA et al., 1996; PITMAN
et al., 2000; PYTYNIA et al., 2004).

Diversos estudos mostram que a proliferacdo celélaum parametro
importante frente ao comportamento da lesdo (HARP@tLal., 1995; BROWN; GATTER,
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2002). Pesquisas realizadas com marcadores déepagdo celular, como AgNOR, PCNA e
Ki-67, demonstram que ha uma correlacao entre gessfo desses marcadores em relagdo ao
prognostico da doenca (ESPOSITO et al., 2000; TUMRL THOMAS; FRASER, 2002).

O Ki-67 é conhecido por ser um importante marcatoproliferacéo celular
(BRAUN; PAPADOPOULOS; MULLER-HERMELINK, 1988; van IERENDONCK et al.,
1989). O indice de proliferacdo celular, avaliagtapmunoexpressao do Ki-67 mostrou ser
de relevancia prognostica em alguns tipos de tusnooeno carcinomas de cérvice uterino,
sarcomas de tecidos moles e melanomas (GARZET®al.,e1995; CHOONG et al., 1994;
RAMSEY et al., 1995). Outros estudos realizadoscansinomas de pulméo e cancer colo-
retal ndo foram capazes de identificar utilidadegpbstica na imunoexpressao do Ki-67
(BROWN et al., 1988; OFNER; GROTHAUS; RIEDMANN, 189

Desta forma, este trabalho tem por objetivo comparadice de proliferacao
celular por meio da expressdo imuno-histoquimic&idd7 em carcinoma epiderméide oral
em dois grupos de faixa etaria distintas com difiade de melhor esclarecer sua possivel
diferenca na proliferacéo celular entre pacientes até 40 anos de idade e acima de 50 anos

de idade e relacionar os resultados com o progodé lesao.

Metodologia utilizada na presente pesquisa de acmth Carvalho et &strutura do trabalho cientifico:
padronizacao e abordagem critica. Natal: EDUFRIN920
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

2.1.1 Consideracfes Gerais

O Carcinoma Epidermdide (CE) representa uma neaapdi@sorigem epitelial,
com invasao para o tecido conjuntivo de sustentacaésetruturas adjacentes como, as vias
sanguineas e linfaticas, bem como causar metaptrse linfonodos regionais e 0Orgaos
distantes. Atinge principalmente areas da pele s&agoao sol, originando-se na camada
intermediaria da epiderme. Quando em boca, podmeteo diferentes regides como lingua,
mucosa jugal, gengivas superior e inferior, palditoo e mole, assoalho bucal e regido
retromolar (NEVILLE, et al., 2009).

Um importante crescimento da incidéncia do cancaer @n pessoas adultas
jovens tem sido evidenciado mundialmente, sugerquanesse pode ser um tipo diferente de
cancer por causa do comportamento biolégico pedtouvinais agressivo (BYERS, 1975;
KURIAKOSE et al, 1992; MYRES et al, 2000; LLEWEYN; JOHNSON;
WARNAKULASURIYA, 2004; IAMAROON et al., 2004; SASAKet al., 2005).

Em um estudo de casos de CEO com énfase nos aspbkotoos e patoldgicos
da les&o, realizado na India por Sherin et al. §20i percebido que durante o periodo de
2002 a 2007 a incidéncia de CEO em pacientes adjoens aumentou 7,5% nesse periodo.
Em relacdo aos aspectos clinicos constaram quejaiandos pacientes com menos de 40
anos encontravam-se na quarta década de vida,oonsasculino foi o mais acometido, a
lingua foi a regido anatbmica mais frequente (278puida pela mucosa jugal (20%),
histologicamente as lesdes moderadamente difedawxiforam as mais comuns (67%).
Assim, constaram que o CEO em pacientes adulteangoesta aumentando na regidao do
Callicut e ndo perceberam a presenca de fatorasadepara este grupo.

Byers, em 1975, estudou onze casos de CE de lamuaacientes com idade
abaixo de 30 anos, no periodo de 1956 a 1973 rmmthlbs! D Anderson nos Estados Unidos,
0 que correspondeu a 3% de todos os CE dessazbugédi anatbmica. Ao avaliar a presenca

de fatores de risco como, fumo e alcool, 0 mesmmepeu que esses pacientes nao
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apresentavam nenhum fator de risco associado aenw®Egimento desse neoplasma.
Constatou que em seis casos (55%) ja existia o rmngtimento linfonodal no momento do
diagnéstico e a maioria dos CE de lingua foramolugicamente classificados como
pobremente diferenciado. Esse conjunto de fatordsvou a concluir que, os pacientes
adultos jovens tenderam a apresentar uma frequéraiaa de tumores anaplasicos e com isso
resultando em um comportamento mais agressivo gragmostico pior.

Garavello, Spreafico e Gaini (2007) realizaram wstudo constituido por 46
casos de CEO em pacientes com menos de 40 ancsta@oam uma taxa de recorréncia
significativamente mais alta para esses pacieqtes §,011). A média de recorréncia da
doenca foi de 18 meses (4 — 48) para 0s paciedtd®s jovens, enquanto, para 0s pacientes
com idade acima de 40 anos, notaram uma média de88s (4 — 50). Para esses autores, 0s
resultados obtidos mostram que a idade € um praddependente para uma pior sobrevida
para 0 grupo de pacientes mais jovens, e, portawgoclinicos devem considerar a
possibilidade de tratar esses pacientes de forrfexedie dos pacientes mais velhos.
Evidenciaram também que o numero de Obitos em dgoma da doenca foi maior nos
pacientes adultos jovens (50%).

Mudancas recentes na epidemiologia do cancer decaad pescoco tém sido
amplamente observadas. Uma revisédo sobre o assahizada por Curado e Hash{2009)
na Franga concluiu que, de um modo geral, a incidéte cancer de cabeca e pescoco esta
aumentando em mulheres, principalmente nos pa@megsedjides norte e oeste da Europa,
enquanto diminui em homens na maior parte dasesg@ograficas. Em relacdo aos fatores
de risco, mostrou que, o habito de mascar tabamopgde ser comercializado sob a forma de
balas, tem sido um novo fator de risco reconheamdialmente, principalmente para os
pacientes que ndo fumam cigarro como criancas desmbmtes em decorréncia da
apresentacao comercial, para o desenvolviment@ndcec tanto na cavidade oral como para
faringe.

Kuriacose et al. (1992) realizaram uma pesquisa@atjetivo de comparar o
CEO entre pacientes com idade abaixo de 35 anasienpes com idade acima de 60 anos, no
periodo de 1988 a 1990, na india. Como resultadoceperam que o grupo mais jovem
apresentava uma maior frequéncia feminina, umailzligtdo por todas as classes sociais e
pouca associacdo aos fatores de risco tradicio@diservaram, também, que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em relagim estadiamento clinico, ambos

apresentaram maior frequéncia para o estagio Ill.
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Veness et al. (2003) objetivaram estudar o CEmdgih em regido anterior em
pacientes com idade abaixo de 40 anos, com o antigt verificar se a idade poderia
influenciar no desenvolvimento da lesdo. Perceberama taxa maior de ocorréncia em
mulheres com menos de 40 anos (40,9%) e um bamsuow de tabaco para esse o grupo.
Constataram, que os pacientes mais velhos estav@ampropensos a se apresentarem em
estagios mais avancgados, enquanto os paciente®sagovens apresentaram uma maior
incidéncia de metastase regional. No entanto, m@ongraram que a idade possa ser um
preditivo independente de uma pior sobrevida, mes ataxa de recorréncia para 0 grupo
jovem é preocupante.

A analise da base de daddgational Cancer Institute’s Surveillance,
Epidemiology, and End Results (SEER)s Estados Unido$prneceu evidéncia para um
aumento na porcentagem dos casos de CE de lingu@mdo em adultos com idade abaixo
de 40 anos, de 3% em 1973 para, aproximadamenten6¥93 (MYERS et al., 2000), mas
essa incidéncia vem aumentando em varios paisegi@es do mundo, incluindo india,
Paquistdo, Australia e América do Sul (IAMAROONaét 2004). Um estudo descritivo em
brasileiros indicou que dos 400 casos diagnostgammo CEO durante um periodo de
guinze anos, foi encontrada uma taxa de 12% deetooento deste neoplasma em pacientes
com idade abaixo dos 40 anos (RIBEIRO et al., 2008}ro estudo de analise comparativa
realizado no Brasil encontrou uma taxa de 10,7%cdess diagnosticados em pacientes com
idade abaixo dos 40 anos. Em estudo epidemioladgcpacientes com cancer de cabeca e
pescoco realizado por Alvarenga et al. (2008) espital universitario no noroeste de Séo
Paulo, foi encontrada uma taxa de 2,11% de pasiestiéde 30 e 40 anos dos 427 que
apresentaram CEO. Chidzonga e Mahomva (2006) aeafiz um estudo epidemiolégico
descritivo em uma populacéo do Zimbabue no periedbd982 — 1991 e observaram que, dos
358 casos diagnosticados com CEO, 66 casos (1&r#rs) em pacientes com idade abaixo
de 40 anos.

Os mecanismos envolvidos na carcinogénese nesia étaria permanecem
controversos na literatura. Os pacientes adulteen® com CEO ndo apresentam com
frequéncia os habitos de fumar e beber e acreditarabém que o tempo de exposicdo a
esses carcinégenos é curto para promover a tramsfédo maligna (KURIACOSE et al.,
1992; MACKENZIE et al., 2000; SASAKI et al, 2005ANDISHEH-TADBIR
;MEHRABANI; HEYDARI, 2010). Para Atula et al. (1996onsideraram que a causa do CE
de lingua nesses pacientes aparenta ser mult#iat@usumano e Persky (1988) relataram

tratar se de uma entidade distinta da doenca eorr@ecia da auséncia de fatores de riscos
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tradicionais. Outros aspectos como, andlise croonesls molecular e biologica das células
tumorais em pacientes mais jovens podem facilitentendimento no desenvolvimento do
CEO nessa populacao (SARKARIA; HARARI, 1994).

Existe uma discordancia na literatura a respeit@mgndstico de pacientes
com CE de lingua em relacdo a faixa etéria. Chenkwied (1982), Clark, Rosen e Laperriere
(1982), McGregor, Davis e Robins (1983), Lacy et (aD00), Hafkamp, Manni e Speel
(2004) e Gilroy et al. (2005) relatam que o progicésem pacientes jovens € melhor. Estudos
retrospectivos desenvolvidos por Byers (1975), Anmastm e Strawitz (1982), Son e Kapp
(1985), Kuriacose et al. (1992), Sarkaria e Ha(h894) e Garavello, Spreafico e Gaini
(2007) apresentaram que O cancer segue um curs® ageessivo em pacientes adultos
jovens. Por sua vez, Atula et al. (1996), Pitmaralet(2000), Pytynia et al. (2004) n&o
perceberam diferencas significantes no prognoéstitie os diferentes grupos etarios.

Vargas et al. (2000), objetivaram estudar retrasg@aoente dois grupos com
CE localizado no ter¢o anterior de lingua, cadacontendo 17 pacientes. O primeiro grupo
constituido somente por mulheres jovens com mero40danos e o segundo formado por
homens e mulheres mais velhos. Os resultados dsstdo demonstraram que as mulheres
jovens apresentavam taxas significativamente nmiale recorréncia e intervalos de
reaparecimento menores, quando comparados aonggcimais velhos. Para os autores,
mulheres jovens com CEs localizados no terco amtde lingua deveriam ser submetidas a
um tratamento inicial mais radical, com subsequeamtempanhamento periédico mais
frequente.

Em comparacdo com os pacientes mais jovens, oddndis com menos de 40
anos apresentam a forma mais severa da doengeseamdas por taxas altas de recorréncia
loco-regional (FRIEDLANDER et al., 1998) e maioixdaade mortalidade (SARKARIA;
HARARI, 1994) e, geralmente, ha falta de fatores rigco classicos associados
(CUSUMANO; PERSKY, 1988; SANKARANARAYANAN et al., 989; KURIACOSE et
al., 1992; MAKCKENZIE et al., 2000; IAMAROON et aR004; LLEWELYN; JOHNSON,;
WARNAKULASURIYA, 2004; SASAKI et al, 2005; GAWECKIet al., 2007;
CHITAPANARUX et al.,, 2006; ANDISHEH-TADIR et al.,®0). Llewellyn, Johnson e
Warnakulasuriya (2001) consideram que pacientesaadiovens acometidos pelo CEO estéo
expostos aos mesmos fatores de riscos conheciupsam®o outros autores, como Cusumano
e Persky (1988), Sankaranarayanan et al. (1989sakf et al.(2005), argumentam que

muitos dos pacientes em seus estudos nunca funoaréireram habito de consumir alcool e,
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além disso, que a exposicao a esses carcindgermsppacientes adultos jovens seria muito
curta para induzir a carcinogénese oral.

Em estudo realizado por Liang et al. (2008), faesido que pode existir uma
etiologia viral alternativa, representada prinagipahte pelo HPV, para o desenvolvimento de
cancer de lingua em pacientes jovens que nado saoias de tabaco e alcool, sendo esse um
dos principais locais de ocorréncia da infeccdo gese virus. Segundo Curado e Hashibe
(2009), a incidéncia de cancer em regido de badéngea e tonsilas tem aumentado em
pessoas com menos de 45 anos. Para esses agswasairibuido ao aumento da prevaléncia
de infeccéo pelo HPV, da pratica de sexo oral Bloinero de parceiros sexuais.

De acordo com Oliveira et al. (2003), a particimada HPV na carcinogénese
oral estaria restrita a um determinado grupo deirt@mas, mas que sua agao nesse processo
€ sinérgica, estando associada a outros carcingggnmicos e fisicos, como fumo e alcool.
Apenas uma reduzida porcentagem de carcinomas estisia associada exclusivamente a
acao das proteinas virais, sem qualquer partioipdgdumo e/ou alcool.

Fatores genéticos também devem ser avaliados comaoalternativa para a
etiopatogenia do céancer oral em adultos jovensemibaol estar associados a incidéncia e a
progressdo da doenca (GAWECKI et al., 2007; STOLKHEERINK et al., 2008;
SIEGELMANN-DANIELI et al., 1998; FOULKES et al., 98). De Paula et al. (2009)
fizeram uma analise de 724 casos de CE de cabgesceco com foco em pacientes adultos
jovens e puderam observar uma associagcao significahtre a idade e histéria familiar de
cancer p < 0,05), principalmente na populacdo com idadexabde 40 anos, em que
constataram uma maior ocorréncia de historia famitle cancer. Ype et al. (2001),
encontraram histéria de cancer na familia maisugate em pacientes com menos de 40 anos
(12,2%) comparado ao encontrado no grupo de pasieom mais de 40 anos (2,6%).

Koch et al. (1995) realizaram um estudo com paegeicima de 75 anos,
diagnosticados com CE de cabeca e pescoco, e ayagtauma baixa frequéncia do abuso no
consumo de tabaco e alcool. Estes autores sugaremsgindividuos mais velhos possuem
mais mutacdes genéticas como resultado de suavidage e que sua capacidade para
reparar os danos no DNA ¢é reduzida. Embora o esleddoch et al. (1995) tenha focado
apenas pacientes idosos, para Pitman et al. (206%), causa similar poderia ser sugerida
para pacientes adultos jovens sem fatores de tiadionais que possuem erros inatos na
capacidade para reparar o dano no DNA.

No estudo clinico realizado por Popovtzer (20@di) observado que, dentro

do grupo de pacientes com menos de 45 anos, haidiplos de comportamento bioldgico
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distintos: um mais agressivo, levando a taxa deaidade de 40% em dois anos, e outro
mais indolente, com uma taxa de sobrevida maionaJ@rupo de pacientes mais velhos,
constatou-se um comportamento mais homogéneo ebama taxa de mortalidade nos
primeiros dois anos.

Funk et al. (2002) sugeriram que o grupo de paesehovens” com CEO pode
ser composto de varios subgrupos de pacientespuga@m trés subgrupos. O grupo | é
composto por pacientes com idade inferior a 35 ,amesentando predominéncia do sexo
feminino, pouco ou nenhum fator de risco, maioeagividade da doenca e pior prognéstico.
O grupo Il é constituido por individuos com menes40 anos de idade, com predominio do
sexo masculino, com uso abusivo de tabaco e alqoel,clinicamente se apresentam com
cancer avancado e o prognostico proporcional agiespresente. Esses pacientes tiveram
uma exposic¢ao significativa ao alcool e ao tabanddade precoce. O Grupo Il é formado
por pacientes com menos de 40 anos, em que cenceetdele tem uma historia de uso de
tabaco. Esse grupo apresenta uma ligeira predomi@anda sexo masculino, maior frequéncia
da fase inicial do cancer e tumores bem diferensiadlém de uma resposta ao tratamento
melhor ou equivalente ao observado em pacientepsdoom doenca em estagio semelhante.

Schantz et al. (1989) relatam que a fragilidaderncnossomo de linfocitos em
pacientes jovens com cancer de cabeca e pescaraaXposicdo a bleomicina, foi maior
gue em pacientes mais velhos. O resultado dess#oesigere que a incidéncia aumentada do
cancer de cabeca e pesco¢co em adultos jovens podegegido a consequéncia de uma
interacdo sinérgica entre uma sensibilidade irddas definida geneticamente para
mutagénicos e a exposi¢ao a carcindgenos.

Sorensen et al. (1997) demonstraram que a mutagi®2l € menos comum
em cancer de lingua em pacientes adultos jovensoseistérico de uso de alcool e tabaco.
Por sua vez, Atula et al. (1996) e Regezi et &199) compararam a mutacao jpie3, p21 e
Rb em pacientes com idade abaixo e acima de 40eanés encontraram nenhuma diferenga
significante. Lingen et al. (2000) demonstraranosalhiveis de mutacdo b3 entre 0s
pacientes com menos de 40 anos ndo fumantes erangeue a etiologia para a mutacao
nesse grupo € diferente, podendo, assim, levar aaimportamento distinto da doenca. De
Paula et al. (2009) avaliaram a expressdo da peotgh3 pela utilizagdo do kit LSAB e
obtiveram como resultado uma expressao signifigatente maior em pacientes com idade
abaixo dos 40 anos (p < 0,05) e notaram tambénosg|yacientes mais jovens apresentavam
consumo de alcool e tabaco similar aos pacientes wadhos, diante do encontrado pela

pesquisa 0s autores sugeriram que distirbios geméta via da p53 pode ter um
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envolvimento significativo no surgimento precoceddenca. Jin et al. (1999) notaram que
regibes cromossémicas com frequentes alteracfesticgs envolvidas na tumorigénese
escamosa em adultos jovens sdo semelhantes ataloslaam pacientes com idade mais
avancada.

Clinicamente, o0 CEO possui aspectos variados tamfoadrao de crescimento
quanto em sua coloracdo e apresenta-se como uamdesfitica ou endofitica. A primeira
gera um aumento de volume com superficie irreguémetante, papilar ou verruciforme;
enquanto a segunda possui uma area central deprirdel formato também irregular,
geralmente encontrando-se ulcerada, com bordasdasvou em rolete que resultam da
invasdo do tumor para dentro do tecido, bem corsdatarais abaixo do epitélio adjacente e,
na palpacéo, a lesdo apresenta-se endurecida.l&gfiaa sua coloracéo, essas lesdes podem
ser leucoplasicas, eritroplasicas ou eritroleuspdds, sendo os dois primeiros indicativos de
uma fase inicial. A presenca de dor em estagiesaisida doenca € rara, 0 que pode levar a
demora na procura por cuidados profissionais (NE¥IEet al., 2009).

Outra caracteristica que demonstra o poder invataviesao é a destruicdo de
0ssos adjacentes, que radiograficamente evidenw@aradiolucidez “em roido de traca”, com
margens mal definidas ou bordas irregulares. Oo séthatdmico mais acometido,
especialmente em pacientes jovens, € a linguangemgd as superficies laterais posteriores e
ventral, seguidas do labio inferior, soalho de bqgmaato mole, gengiva, mucosa jugal,
mucosa labial e palato duro (ODUKOYA et al., 1986RIWARDENA et al., 2006; SOUZA,
SAKAE; GUEDES, 2008; EFFIOM et al., 2008; NEVILLE al., 2009). Em uma analise
epidemioldgica do CE de lingua no sul da Austrdleam, Logan e Luke (2006) dos 611 casos
estudados, 50 casos (8,18%) ocorreram em pacieot@s menos de 40 anos e 0 sitio
anatdémico mais acometido foi a lingua (44,9%). Aaaldo qual a regido foi mais comum,
encontraram que, a base de lingua foi a mais fréguentre os homens, seguida pelo apice e
borda lateral. Em uma andlise retrospectiva dasctaxisticas clinicas e histopatoldgicas feita
por Ribeiro et al. (2009), foi encontrado comoosénatémico mais frequente o soalho de
boca, estando a lingua em segundo lugar e o lalkeoiar, em terceiro. Ho et al.(2008),
encontraram a mucosa jugal como area mais aconpeiddCEO em pacientes adultos jovens
Porém, em pesquisa realizada por Hirota et al.g§208m relacdo ao sitio anatdmico mais
acometido, a lingua ficou em primeiro lugar segyidim soalho bucal e labio inferior.

Histologicamente, o CEO pode surgir a partir de epitélio displasico
caracterizado por lencoéis, ilhas e corddes invasikocélulas epiteliais malignas. A invasao é

representada pela extensao irregular do epitéioral para o interior do tecido conjuntivo
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por meio da degradacdo da membrana basal. As séinidignas podem se estender
profundamente no interior do tecido adiposo, misscid 0ssos subjacentes, destruindo o
tecido original a medida que progridem, bem comouadar vasos sanguineos e linfaticos.
As células neoplasicas apresentam citoplasma dsiacabundante com nucleos grandes,
geralmente hipercrométicos e relacdo nucleo-citopéa alterada. Graus variados de
pleomorfismo celular e nuclear sdo visualizadogsé&mnca de pérolas de ceratina, que se
caracterizam por focos arredondados de camadagrtocas de células ceratinizadas, pode
ser observada em lesdo bem diferenciada, uma \ea @eratina € um produto do epitélio
escamoso. Células individuais também podem sofezatinizacdo celular individual,
fendbmeno conhecido como disceratose (NEVILLE e&l09).

A avaliacéo histologica do grau com que esses tesnee assemelham ao seu
tecido de origem € denominada gradacdo. A gradaigiiopatologica de um tumor esta de
alguma forma relacionada ao seu comportamento dicao Assim, ao longo das ultimas
décadas, muitos pesquisadores tém proposto véstemsas de avaliacdo histopatolégica com
multiplos parametros na tentativa de proporcionar aritério mais objetivo que se
correlacione com o prognostico (NEVILLE et al., 2P0

A terapéutica a ser utilizada para o tratamentoC@i®® depende em qual
estagio se encontra a lesdo. Existem trés modekdatissicas de tratamento, remocao
cirurgica, radioterapia e quimioterapia, podendstextambém combinacdo entre as formas
de terapia. A remocéo cirargica do tumor deveraeaizada com uma ampla excisdo, com
margem de 1,0 a 1,5 cm de tecido mole com aparéhniaa de normalidade na periferia do
espécime. Outra modalidade é a radioterapia semtcada tanto para tratamento primario
como para metastase oculta em linfonodos regidchiscamente ndo detectaveis). E por
altimo tem-se a quimioterapia que ainda ndo aptagesultados concordantes no tratamento
de CEO (REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

2.1.2 Estadiamento clinico (TNM)

O sistema de estadiamento TNM foi desenvolvido Parre Denoix na
Franca, entre os anos de 1943 e 1952. A praticplerar os casos de cancer em grupos, de
acordo com os denominados estagios, passou ar @astato de que as taxas de sobrevida

eram maiores nos casos de doencas localizadasedagyeles casos nos quais a doenca ja
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tinha se estendido para 6rgéos distantes (BRASID4R O TNM auxilia na descricdo da
extensdo local do tumor primério (T), assim conemeolvimento de linfonodos regionais das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que ortw® localiza (N) e a presenca ou
auséncia de metastase a distancia (M). Esse sistenuealizado pela Unido Internacional
Contra o Cancer (UICC) com a finalidade de auxitiarplanejamento terapéutico, avaliar o
prognostico, facilitar a troca de informacdes enseentros de tratamento e contribuir para a
pesquisa continua do cancer humano. Estes par&mwettebem graduacdes, geralmente de
TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1, respectivameBiRASIL, 2004).

Além das graduagbes numéricas, as categorias T epollem ser
subclassificadas em graduacdes alfabéticas (3, banto as graduacdes numéricas como as
alfabéticas anunciam o nivel de evolucéo do tundwselinfonodos afetados. O simbolo "X"
é utilizado quando uma categoria ndo pode ser denadte avaliada. Quando as categorias
T, N e M sdo agrupadas em combinactes pré-estatsdedicam distribuidas em estéagios
que, geralmente, variam de | a IV. Esses estagidem ser subclassificados em A e B, para
expressar o nivel de evolugcéao da doenca (INCA, 2009

O estadiamento pode ser tanto clinico como patmo@ primeiro (CTNM) é
estabelecido na evidéncia obtida antes do tratamargartir dos dados de exame fisico, que
fornecem indicios a respeito da extensdo do cammEtendo determinar a posicdo e o
tamanho do tumor, bem como a sua propagacao, exanses complementares, como os de
imagem, exames laboratoriais, endoscopia e bio@iaegundo (pTNM) baseia-se nos
achados cirdrgicos e no exame anatomopatologicopelzm, sendo estabelecido apés
tratamento cirargico e determina a extensédo dagdoeom maior precisdo. O estagio clinico
€ essencial para selecionar e avaliar o tratamenipjanto o histopatoldgico prové dados
mais precisos para avaliar o prognostico. O estaghito patologico pode ou nao coincidir
com o estadiamento clinico e néo é aplicavel aseddumores (BRASIL, 2004).

Costa et al. (2002) investigaram a existéncia aleetacdo da classificacao
clinica TNM com gradacado histoldégica de malignidadicalizagdo anatdmica do CEO e
constaram que 14,17% dos casos em lingua apreasnt®/em estagios e que 17,5% dos
casos localizados em labio inferior encontravamereeestagio 1. Portanto, nesse estudo foi
observada correlacdo entre a classificagdo clifiibtM e as diferentes localizacbes
anatdmicas dos CEO.

Costa et al. (2005) realizaram um estudo retrosmebuscando correlacionar
a classificacdo TNM com aspectos histologicos digmidade em CEO, utilizando grau de

ceratinizacdo, pleomorfismo nuclear, padréo des@wa infiltrado inflamatério em 38 casos,
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obtiveram como resultado uma correlagédo positivatisscamente significativa entre TNM
de forma categorizada com o pleomorfismo celyar 0,004), e com o grau de ceratinizagéo
(p = 0,025). Concluiu que os resultados significambeicam que as areas mais invasivas
podem ser responsaveis pelo comportamento climi¢ardor.

Dantas et al. (2003) avaliaram a correlacdo ent®l B escores histologicos
de malignidade e a correlagédo destes parametro® qoogndstico em 16 casos de CEO. Foi
constatado que existiu correlagcéo significanteeeRNM e progndstico e que o estadiamento
clinico constituiu um indicador prognaostico impatado CEO.

Silveira et al. (2007) encontraram uma associaggaifisante entre o
estadiamento clinico e o desfecho da doenca (noortemissao), em 86,7% dos casos em
estagio inicial da doenca apresentaram remiss#@oetzca, mostrando com isso que o TNM é
um parametro de prognéstico eficiente.

Coaracy et al. (2008) pesquisaram a existénciaodelacdo entre os dados
clinicos e histopatolégicos de 90 casos de CEGaaphm o teste de correlacdo de Pearson e
nao encontram correlacdo significante entre a ifilemsao clinica TNM e a gradacéo
histolégica de malignidade desenvolvida por Wal87(1). Porém, encontraram relacao

significante entre essa gradacéo e o parameticatzmanho do tumor primério (T).

2.1.3 Gradacao histolégica de malignidade

Ha muitos anos, o sistema de estadiamento cliidardores TNM tem sido o
padrédo de classificacdo adotado para caracterizameores, propor a terapia mais adequada
e, assim, estimar a sobrevida dos pacientes, aupika na selecdo da terapia adjuvante pos-
operatdria e na estimativa do prognéstico (PATBHAH, 2005). Entretanto, observa-se que
existem pacientes portadores de carcinomas de azividral em estagios precoces que
morrem rapidamente, mesmo recebendo tratamentaade ANNEROTH; BATSAKIS;
LUNA, 1987). Neste sentido, as classificacoes pmmlogicas para 0s carcinomas
epidermdides orais surgiram na tentativa de expticaomportamento biolégico discrepante
de tumores com caracteristicas clinicas semelhafdasecer informagdes a respeito dos
aspectos morfolégicos para auxiliar na interpretiads agressividade tumoral, prover fatores
progndsticos suplementares com a finalidade ddfeapear o valor do estadiamento clinico
TNM e auxiliar na escolha terapéutica (BRYNE etE89; LOURENCO et al., 2007).
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No século XVII, ja se considerava que o tipo hiado, o tamanho, a
localizacdo e os suprimentos sanguineos e linEtieoum tumor maligno, bem como a idade
do paciente, consistiam em importantes variaveia pa determinar a malignidade dos CEs.
Entretanto, questionava-se o motivo de haver difese padroes de comportamento em
neoplasias malignas de mesma origem e que ocupavamesmo sitio anatdmico
(BRODERS, 1941).

Em 1920, em um artigo intitulado "Epitelioma deut@ escamosas de labio:
um estudo de quinhentos e trinta e sete casosdeBs01941) propds um meétodo para a
gradacgéo do carcinoma de células escamosas. O ni@sino uma gradacao quantitativa dos
carcinomas com um sistema originalmente basead@ropor¢cdo de células altamente
diferenciadas em todo o tumor (BRYNE et al., 1988)classificacdo estabelecida em 1920
e, posteriormente, revisada em 1925 baseou-seinoigo fundamental de diferenciacao
celular, sendo totalmente dissociada da histéimgcal (LOURENCO et al., 2007).

Os carcinomas foram divididos em quatro grausavdio de 1 a 4. Carcinomas
grau 1 apresentavam até 25% de células indiferdaiaAqueles de grau 2 possuiam de 25%
a 50% de indiferenciacdo. Os de grau 3 apresentaedutas indiferenciadas ocupando de
50% a 75% do tumor e, naqueles de grau 4, obsesairaliferenciacéo de 75% a 100% do
tumor (BRODERS, 1941). Uma falta de correlacaotaela entre a gradacdo de Broders
(1941) e o prognéstico de CE pode ser explicadafpéd de que, geralmente, os CEs exibem
uma populacéo heterogénea de células com provdweisncas no comportamento invasivo
e metastéatico do tumor (BRYNE et al.,1989).

Em 1971, foi publicado pela Organizagcdo MundiaSa€ide (OMS) o sistema
de gradacédo histopatologica de malignidade deseidwopor Wahi (1971), que constava de
uma escala que teve por base a proliferacdo eeddcdo das células tumorais, variando
entre trés niveis. Os casos diferenciados, denadwménade grau |, apresentam,
histologicamente, muitas pérolas de ceratina, m#t@ipicas escassas, pouco pleomorfismo
celular e nuclear; os moderadamente diferenciadassificados como grau Il, possuem uma
quantidade reduzida de pérolas de ceratina, métpEas presentes em pouca quantidade e
moderado pleomorfismo celular e nuclear; e os @ndifciados, denominados de grau lll,
apresentam pérolas corneas raras, intenso ple@morftelular e nuclear e mitoses atipicas
em grande numero.

Anneroth e Hansen (1984) criaram um sistema mitdtiel de gradacéo
histopatoldgica de malignidade para os carcinoreasastidade oral. O sistema proposto teve

como referéncia outra classificagdo multifatoriaberada por Jakobsson et al. (1973), para
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carcinomas de laringe, que abordava oito parametradoldgicos, considerando tanto a
populacdo celular tumoral quanto a interface esreélulas tumorais e o tecido hospedeiro
(relacao tumor/ hospedeiro) (ANNEROTH, HANSEN, 1p84

Anneroth, Batsakis e Luna (1987), avaliaram tr@eet®s das células tumorais
nas partes menos diferenciadas e trés aspectadopisbs da relacdo entre as células do
tumor e do tecido conjuntivo. Essas seis variéiogesm: grau de ceratinizagdo, pleomorfismo
nuclear, nimero de mitoses, padrao de invasagiesta invasao e infiltracdo de leucdcitos.

Bryne et al. (1989) introduziram uma nova gradag@stopatolégica de
malignidade para o CEO baseada em modificacbesisdlems proposto por Anneroth
Batsakis e Luna (1987), utilizando amostras prames de biopsias incisionais de tumores
da mucosa oral e alveolar. Primeiramente, apena®eas mais anaplasicas dos sitios de
maior invasividade dos tumores foram avaliadasa@@sres afirmaram que as células das
partes mais profundas da invasdo de um tumor nnastralteracbes mais parecidas com
aguelas observadas em metastases que células ammd@ranenos invasividade, além de
possuirem maior probabilidade de causar a dissedvnalo tumor, sendo, portanto,
consideradas como as células que iriam ditar o odEpento clinico da lesdo maligna.
Além disso, também foi proposta a remoc¢édo do paranestagio de invasdo, presente na
classificagcdo de Anneroth, Batsakis e Luna (198/8ssa nova classificagdo proposta por
Bryne et al. (1989), os pacientes também recebeoress para cada uma das caracteristicas
histopatoldgicas analisadas; ao final, todos osocescores sdo somados, fornecendo o grau
de malignidade do tumor, em que um alto escoreandim pior prognostico. Comparando o
valor prognostico desse sistema de gradacdo coenRratlers (1941), foi verificado que a
nova gradacdo de malignidade, ao contrario da deeBs (1941), € um fator progndstico
altamente significante em CEO. Isso sugere quéglbggcamente, os aspectos das areas
invasivas do tumor sdo importantes para prediaecemportamento clinico. (BRYNE et al.,
1989).

Bryne (1991) publicou um trabalho em que a repiibdigtlade da gradacgao
histopatoldgica proposta por eles foi calculade peétodo estatistico Kappa, que evidencia
se a concordancia existente entre observadoreseaior do que a concordancia obtida ao
acaso. O valor desta estatistica, quanto ha cddccial absoluta, foi de 0,44. A autora
afirmou ainda que a concordancia entre os obsergadpoderia ser melhorada pela
simplificacéo, definicdo de critérios rigidos eilsacdo dos patologistas (BRYNE, 1991).
Assim, em 1992, o sistema de gradacdo de maligaigemposto por Bryne et al. (1992) foi

simplificado, sendo removido o parametro morfolégitimero de mitoses, presente na
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publicacdo original de 1989 (BRYNE et al., 1989)steE alteragdo manteve o valor
prognostico do sistema de gradacdo e aumentou@drgbilidade (kappa=0,63). Os autores
afirmam que este novo sistema apresenta vantagenglacdo aos outros, uma vez que
possui alto valor prognéstico, sendo mais rapidseterealizado, pois apenas as areas de
invasdo sao utilizadas na gradacao.

Bryne (1998) ressaltou a hipotese de que as ceasditas moleculares e
morfologicas nofront de invasdo sao as mais importantes para o progmakh paciente.
Eventos considerados importantes para a dissenairtagéoral, como o ganho ou perda de
moléculas de adesdo, aumento da proliferacdo cekdarecdo de enzimas proteoliticas,
iniciacdo da angiogénese e diminuicAo da apoptagee ocorrem na interface
tumor/hospedeiro, frequentemente se apresentammemliés em outras partes (central e
superficial) de um mesmo tumor. Baseada nestadgpiBryne (1998) criou o sistema de
gradacgédo histoldgica doont de invaséo para o carcinoma de células escameseavitiade
oral. Somente as areas mais invasivas do tumorgsaduadas. Os escores para cada
parametro sdo posteriormente somados, gerando iom éscore de malignidade, sendo que
um alto valor indica um pior prognostico (BRYNE 989.

A classificacdo histopatolégica de malignidade psv@ pela OMS
(CARDESA et al.,, 2005), baseou-se no grau de diteagdo celular e permitiu o
agrupamento dessa neoplasia maligna em trés caiegOs carcinomas de células escamosas
de cavidade oral puderam, entdo, ser classificaospouco, moderadamente e bem
diferenciados. Os bem diferenciados foram assimomérados quando sua arquitetura
tecidual se assemelhou a um padrdao normal de iep#écamoso. Ja4 aqueles que se
mostraram pouco diferenciados, caracterizaram-¢e peedominio de células imaturas,
numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como mainceratinizacdo. Os CEs
moderadamente diferenciados apresentaram certodgrgapleomorfismo nuclear, atividade

mitotica e pouca ceratinizacdo (CARDESA et al.,5)00

2.2 CICLO CELULAR

A desregulacdo do maquinario do ciclo celular é marco fundamental na
progressao do cancer. Os programas celulares titeqargéo, diferenciacdo, senescéncia e

apoptose estéo intimamente relacionados com o metiregulador do ciclo celular. Muitas
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dessas alteragbes moleculares que causam compuottaimeldgico anormal das células
cancerigenas sao baseadas em aberracbes da regd@cgéiclo celular. Por exemplo,
tolerancia ao dano de DNA, resisténcia a apopmgepgressao de células com oncogénese
ativada e/ou genes supressores de tumor inativedmees de multiplos pontos de controle
resultando em instabilidade gendmica aumentadayst@letam e/ou séo afetados pelas
proteinas reguladoras do ciclo celular (LUNDBER@&NWBERG, 1999).

A decisao para ativar a cascata de eventos levarsgintese de DNA e, por
fim, a divisdo celular ocorre no ponto de restricAosoma de sinais acumulados nos
primeiros dois tercos da fase; ode iniciar a progressdo do ciclo celular, causaa
reversdo da célula para a fasg (Bu quiescente), ou levar a diferenciacdo celudqids
passar do ponto de restricdo no final da fageu@®a célula negligenciara sinais exogenos e
entrara na sintese de DNA. Assim, 0s mecanismosauares que controlam a progressao
através do ponto de restricdo sdo de importanaigiatena administracdo da entrada no ciclo
celular. Depois da sintese de DNA, grandes prejuistoacelulares, como dano gendmico ou
interrupcdo metabdlica podem parar a progressamnctincelular, e as células ficardo presas
em outros pontos de checagem nas fases &1 ®! (TODD et al., 2002).

As ciclinas e as quinases dependentes de ciclid@&g) formam o cerne da
regulacéo do ciclo celular (SHERR, 2000). A exgessas ciclinas € dependente da fase do
ciclo celular e é regulada pela transcricdo, passtricdo, traducdo e pos-tradugdo. Os
membros da familia da ciclina interagem com as GOKesses complexos resultantes sao
requeridos para passar por fases especificas loceilar. Ciclinas tipo D interagem com
CDK4 e CDK®6 e séo necessérias para transicao,@@@ G. A ciclina E se liga a CDK2 e
medeia a entrada da fase S. O complexo ciclina KZEegula a passagem pela fase S.
Depois, em conjuncdo com a proteina controladoraiclo celular 2 (CDC2), a ciclina A
também induz a fase,@o ciclo celular. A ciclina B1 e CDC2 iniciam og@atos moleculares
associados a mitose (LUNDBERG; WEINBERG, 1999).

2.3 PROLIFERACAO CELULAR E MARCADORES BIOLOGICOS

A proliferacdo celular € um processo biolégico meartancia vital para todos
0s organismos vivos. E definida como o aumentolmoeano de células resultando do término
do ciclo celular (PARDEE, 1989; RABENHORRST,; BURINSCHMITT, 1993) e esta
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associada a uma progressao ordenada através daadliglar, que é governada por complexos
de proteina estimulatérios ou inibitérios exercerfdo¢cbes reguladoras (BANKFALVI;
PIFFKO, 2000). Na carcinogénese o controle desperiiante processo biolégico encontra-se
completamente desregulado por alteragcdes cromosa$rou citogenéticas (BANKFALVI,
PIFFKO, 2000; TUMULURI; THOMAS; FRASER, 2002). Bdate Gown (1993) relataram
que uma proliferagéo celular anormal mostra-se com@recursor e pode ser um indicador
da tumorigénese. Estudos em biologia moleculariEa€cabeca e pesco¢co sugerem que vias
especificas sao relevantes para o desenvolvimeprogressdo desta doenca. Nas ultimas
décadas, pesquisas cientificas relacionadas aegse®s tém sido realizadas para investigar
parametros bioldgicos, diagndsticos e progndsti(GOHEN, 2004; NAGAI, 1999;
HARDISSON, 2003). Estes incluem fatores de cresgime seus receptores, transdutores de
sinal, fatores de transcricdo, proteinas relaciamatbm a proliferacdo celular, apoptose,
hipoxia e angiogénese, além de genes supressaonesaig (SCULLY; FIELD; TANZAWA,
2000; HARDISSON, 2003; COHEN, 2004).

Evidéncias sugerem que células presentesfrowat invasivo tumoral do
carcinoma apresentam caracteristicas moleculafesenlies quando comparadas as areas
superficiais do tumor, tornanddmnt invasivo tumoral a area mais importante do tunawap
avaliacdo do prognédstico (BRYNE, 1998; BANKFALVIJAFKO, 2000). Esses eventos
moleculares ndront invasivo incluem angiogénese aumentada (BERNSTEIDTTA,
1994), expresséo aberrante de moléculas relacisriaddesdo, como as caderinas (BRYNE,
1991; DOWNER; SPEIGHT, 1993), producdo aumentadandémas capazes de degradar a
matriz extracelular (KURAHARA et al., 1999). Alénisdo, estudos demonstram que em
comparacdo com outras areas do tumofroat invasivo exibe expressdo aumentada de
moléculas relacionadas a proliferacéao celular (RBIet al., 1997; JACOB et al., 1996).

Diversas técnicas foram desenvolvidas para detecguantificar as células
proliferantes. A forma pioneira era baseada naagam de figuras de mitoses utilizando o
microscopio de luz, mas nessa forma somente alsdla fase M podiam ser quantificadas
em decorréncia da sua caracteristica especifialoaacdo em hematoxilina/eosina (H/E)
(BAAK, 1990). Posteriormente, implementaram-se igas1capazes de avaliar células que se
apresentavam na fase S do ciclo celular. Uma dmasaseava na utilizagdo da timidina
marcada pelo tritio (timidina tritiada), e a outavolvia a utilizacdo de outro analogo
pirimidinico, a Bromodesoxiuridina (BrdU). Os resulos obtidos com as duas técnicas eram
similares. No entanto, a técnica da BrdU apresani@vdesvantagem de necessitar de

administracdo prévia deste analogo pirimidinico pasientes. Na época, ambas foram
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elencadas como padréo-ouro para detectar célulfesess (van DIEST; BRUGAL; BAAK,
1998).

A técnica histoquimica de AgNOR (regibes organizaslonucleolares
argirofilicas), mais simples, rapida e barata, iaase na ligacao da prata coloidal as proteinas
acidicas, ndo histonas, associadas as regideszadaras nucleolares (NORSs), utilizada para
detectar células em proliferacdo (KHAN et al., 9%& NORs sdo segmentos de DNA que
transcrevem o0 RNA ribossémico, localizados nos dsagurtos dos cromossomos
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22, estando diretemelacionadas com a sintese proteica e
apresentam-se em quantidade maior durante a ate/wiular (CROCKER; NAR, 1987).

Estudos em CE observaram que o contetdo de AgNQORideos de células
por analise de imagem foi significativamente maiofront invasivo quando comparado com
as partes centrais do tumor. O AgNOR quando awalead casos de carcinomas orais no
front invasivo apresentou alta correlagdo com o progmstnaior que quando o marcador
foi registrado em todo o tumor (BRYNE, 1998). Ensquésa realizada por Piffko et al.
(1997) em 80 pacientes com CE, a quantidade de ARfN@front de invasao tumoral foi
relatada como o fator prognostico independente sigrsficante. Esse achado ndo apenas
prové uma base funcional para a relevancia clinéa estabelecida da gradacao histologica
do front do tumor, mas também sugere o uso de uma abordeigérgica agressiva para
aqueles pacientes com uma alta quantidade de AgNOR.

A técnica imuno-histoquimica atualmente tem sidioegs utilizada para avaliar
a proliferacédo celular. Os anticorpos utilizadosaoaior frequéncia sdo aqueles capazes de
identificar o antigeno nuclear de proliferacdo kelu(PCNA) e o antigeno Ki-67
(TUMULURI; THOMAS; FRASER, 2002; KUROKAWA et al.,@5; KRECICKI et al.,
1999; FUMIC-DUNKIC et al., 2003).

O antigeno de proliferacdo celular (PCNA) € umdgina nuclear de 36 kDA,
que se apresenta em altas concentracdes no findhs#ga G e inicio da fase S. A
imunomarcacao para o PCNA tem sido muito utilizaal@avaliacéo da proliferacao celular de
diversos tumores (BRAVO, 1986; PRELICH et al., 198Ro entanto, estudos tém
demonstrado que o PCNA auxilia a DNA polimeras¢agejue atua tanto na replicagdo como
no reparo de moléculas do DNA, através da remoeawudeotideos, formando um complexo
quaternario com a proteina p21, ciclina D e a CDKONG; ZHANG; BEACH, 1992).
Dessa forma, a expressao deste antigeno nédo kstéomada apenas a proliferacdo celular
(KELMAN, 1997). Em um estudo realizado por Sirinemd et al. (2007) encontraram uma

correlacdo com maior atividade mitética e um méidice de PCNA em relagdo a metastase
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linfonodal em pacientes mais velhos, constatandonagumores mais proliferativos nesses
pacientes e uma maior metastase para linfonodos.

O Ki-67, um importante biomarcador, € uma proteineear nao-histona, com
peso molecular aparente de 345 a 349 kDA, coddicadr um gene localizado no
cromossomo 10g25, contendo sitios de fosforilacdoa puma variedade de quinases
(SCHLUTER et al., 1993; ENDL; GERDES, 2000; MacCAIM; HALL, 2000).

O anticorpo monoclonal Ki-67 foi identificado pelprimeira vez na
Universidade de Kiel, na Alemanha, no ano de 188372 placa de cultura tecidual, sendo
assim uma Igede camundongo produzida contra uma por¢ao nudkedinhagem celular
L428 da doenca de Hodgkin (TUMULURI; THOMAS; FRASERD02; BARBOSA et al.,
2003).

Durante a mitose, a fosforilacdo e a desfosfordadéd Ki-67 ocorrem na
decomposicao e na reorganizacdo do nucleo, duagesamarcantes do ciclo celular. Essas
modificacdes sdo acompanhadas pela redistribuigai-67 do interior dos nucleos para a
periferia dos cromossomos condensados e vice ea VEENDL; GERDES, 2000;
SCHOLZEN; GERDES, 2000). A expressao do Ki-67 cealurante todas as fases do ciclo
celular, exceto na fasey@ o inicio da fase e aumenta a medida que a proliferagédo celular
progride, principalmente na fase S, com picos asssS Ge M, sendo degradado rapidamente
apos a mitose (KUROKAWA et al., 2005; BRUNO; DARZNENVICZ, 1992). A expressao
celular do Ki-67 tem fornecido uma medida da peséitdo do tumor (ISOLA et al., 1990;
SCAGLIOTTI et al., 1993) e pode ser expresso quamdintese de DNA é bloqueada ou
guando as células entram em apoptose (van OIJBN &098).

Embora reconhecida como uma proteina reguladoictto celular, a fungéo
especifica do Ki-67 permanece indefinida, principaite devido a sua falta de homologia
com outras proteinas (SCHOLZEN; GERDES, 2000). Algs funcdes propostas para o Ki-
67 incluem organizacdo e manutencdo da arquitdtu2NA e sintese de ribossomos durante
a mitose (BRIDGER et al., 1998; MacCALLUM; HALL, Q0). Acredita-se que a sintese
protéica determinante para esse antigeno no a@tlitac seja controlada pelo cromossomo 10
(GARRIDO et al., 1992; KEY et al., 1993).

Inicialmente, a sua aplicabilidade era restrita atemal fresco, o que
impossibilitava a utilizagdo do anticorpo Ki-67 ematerial emblocado em parafina. Em
funcdo dessa limitacdo desenvolveram-se anticagowalentes a ele, principalmente MIB-
1, 3 e 5, que tornaram possivel o estudo da prafi#® celular em material arquivado de
diversos tumores (KUBBUTAT et al., 1994).
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O valor prognéstico do Ki-67 tem sido relatado efnios tumores, incluindo
cancer de mama, pulmao, cérvice, prostata e cé(8@AGLIOTTI et al., 1993; SHIBA et
al., 2000; PENCE et al., 1993; HARPOLE et al., I3®ROWN; GATTER, 2002).

Myong et al. (2006) correlacionaram os marcadoeiliferacdo celular
PCNA e Ki-67 com a sobrevida e metastase linfonedall13 pacientes com CEO. O estudo
mostrou que a imunomarcacdo de ambos foi uma fem@amdiagnéstica importante na
deteccdo de linfonodos clinicamente negativo que @insiderados fatores de metastase
oculta.

Em um estudo realizado por Roland et al. (1994hgkaterra, ao estudarem o
Ki-67 em cancer de cabeca e pesco¢o constataramaguieouve relacado entre os escores do
anticorpo com gradacao histoloégica de malignidéden como ndo encontraram diferenca
estatisticamente significante entre esse marcadometastase linfonodal, demonstrando que
os indices de Ki-67 ndo apresentaram correlacacosgoarametros clinicos ou morfologico.

Piffko et al. (1996) demonstraram quérent de invasao tumoral é constituido
de sub-populacdes celulares, que apresentam umatalidade proliferativa. Entretanto, a
determinacdo da atividade proliferativa pela matoago Ki-67 nessa area do tumor nao
forneceu nenhuma informacéo prognostica.

Esposito et al. (2000) estudaram a expressao & kiPCNA em CE do trato
aerodigestivo superior correlacionando com parasettinico-patolégicos. Nesse estudo
puderam observar que a expressao do Ki-67 apresentoelacdo com o sitio primario do
tumor, apresentando indices mais elevados em tgnhmalizados em laringe e hipofaringe.
Porém, ndo houve correlacdo entre a expressao @& ki a do PCNA em relacdo ao
estadiamento clinico e gradagéo histolégica degmidiade preconizada por Broders (1941).
De acordo com os resultados obtidos, os autoresluiam que a determinacdo da
imunorreatividade dos marcadores estudados mos&r@er um método objetivo para avaliar
a proliferacéo celular que pode subsidiar as inég@es a respeito do prognaostico.

Piattelli et al. (2002) pesquisaram de forma compaa a expressao do Ki-67
em mucosa oral normal, leucoplasias, displasiasareinbomas, encontrando uma clara
progressao dos indices de proliferacéo celulaeenticosa oral normal (5,2%), leucoplasia
(9,0%), e displasia leve (15,3%). Entretanto, oles@m também um indice elevado nos casos
de displasia severa e carcinomasitu (28,6%) quando comparado ao carcinoma invasivo
(21,6%), refletindo um aumento significante da ifechcdo celular nos estagios iniciais da

transformacao maligna.
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Kim et al. (2007) pesquisaram o valor prognéstiacegpressao do Ki-67 e da
anidrase carbdnica e, por meio de estudo imuno¢hisinico em 60 casos de CE de lingua.
Os resultados revelaram uma alta expressdo daasaidarbdnica e do Ki-67 e estiveram
associados com uma taxa de sobrevida pior, sugegoue ambos podem ser (teis para
predizer o prognostico de CE localizados em lingua.

Vicente et al. (2002) verificaram a expressao imhbistoquimica do Ki-67 em
35 pacientes com CEO e constataram que o indicenaleacdo deste anticorpo foi
significativamente maior nos tumores de alto graundlignidade.

Bettendorf e Herrmann (2002) estudaram a relev@roignostica da marcacao
do Ki-67 em 329 casos de CEO e observaram queiceim® marcacdo do anticorpo foi
correlacionado com a gradacdo histolégica de mdkgie de acordo com Wahi (1971),
proporcdo da relacdo entre estroma e tumor, tamalthdumor, espessura do tumor,
profundidade de invaséo, envolvimento de linfonodosa taxa de sobrevida de 5 anos.
Verificaram, também, que houve uma correlagdo Bavesignificativamente mais alta
encontrada entre o indice de marcacdo do Ki-67,0popcdo estroma/tumor e o grau de
ceratinizacdo; enquanto nenhuma correlacdo podestsyelecida entre o indice de marcacao
do Ki-67 e todos os outros padrdes clinicos e ldigicos. A marcacdo do Ki-67 sozinha ndo
teve relevancia prognéstica em cancer oral.

Silva et al. (2004) avaliaram a expresséao do FABZ E Ki-67, em 62 casos de
CEO,em relacao aos aspectos clinico-patologicoxentraram uma associacao significativa
entre a expressao do Ki-67 com um prognostico (mier 0,03), pois 0s tumores com altos
niveis de marcacdo desse anticorpo apresentavamredungdo na taxa de sobrevida em
comparacao aos que apresentavam baixos indiceslderpcao celular.

Silva et al. (2008) observaram que o indice deifpratdo celular revelado
pela positividade do Ki-67 foi significativamentssaciado com o estagio clinico da doenca
(p < 0,05) e a gradacdo histologica de malignidade @es tumores classificados com
moderadamente diferenciados e indiferenciagios 0,05) e constataram também que uma
maior marcacao do Ki-67 ocorreu em pacientes cameichicima de 59 angs <€ 0,05). Além
disso, encontraram uma associacao significativee entndice do Ki-67 e um risco maior de
recorréncia, indicando que o mesmo pode predizeto taa sobrevida geral como na
sobrevida livre da doenca.

Tumuluri, Thomas e Fraser (2004) analisaram, ercaéos de CEO, a relacéo
entre a densidade da proliferacdo celular no fdmtinvasdo tumoral e o prognostico e

perceberam que a proliferagéo celular expressampateacao do Ki-67, nfsont de invasao
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tumoral, apresentou uma relagdo direta com o estemito clinico, principalmente
relacionado ao envolvimento de linfonodos, constagae a maior média de marcagéo do Ki-
67 foi notada em tumores que se apresentavam agi@si2.

Tumuluri, Thomas e Fraser (2002) analisaram, ercaé®s de CEO, a relacéo
entre o indice de proliferacdo celular firont de invasédo tumoral, avaliado por meio da
expressdo imuno-histoquimica do Ki-67, e a grad&istoldgica de malignidade, de acordo
com os sistemas de Broders (1941) e Bryne et 89201 e observaram que tumores
classificados como pobremente diferenciados, petersa de gradacdo de Broders (1941),
apresentavam maior média do indice de proliferagiolar em comparacdo com tumores
bem diferenciadog€0.05). De forma similar, tumores classificados oaie alto grau, pelo
sistema de gradacdo de Bryne et al. (1992), exibiraior média do indice de proliferacédo
celular em comparacdo com tumores de baixo gramtéaos resultados obtidos, os autores
sugerem que a proliferacdo celular front invasivo de CEOs revela uma importante
associagdo com a gradacéao histolégica de maligaidadumor.

Kurokawa et al. (2005) estudaram a expressao inhigtoguimica do Ki-67 e
a p53 em 62 casos de CEO e verificaram que a médiadice de positividade para o Ki-67
era maior nas lesdes positivas para a p53 (10,.a8b)comparacdo com as lesdes negativas
(8,0%). Além disso, os autores constataram umeelegd@o significante entre a gradacao
histol6gica de malignidade Hmnt invasivo, avaliado conforme os parametros proogts
Bryne (1998), e o indice de positividade para &Ki-

Vieira et al. (2008) analisaram a expressao imustmfuimica do Ki-67 em
relacdo a gradacdo histolégica e malignidade everatin, como resultado estatisticamente
significante, uma maior imunorreatividade do Ki4g&ra o grupo de CE classificados como
indiferenciados (60,3%) e concluiram com isso qex@essao desse marcador evidenciou
relacdo com o indice de mitoses e consequentenaepteliferacdo celular e a gradacao
histologica de malignidade.

Rocha et al. (2007) compararam os indices de prafifio celular por meio de
imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo anti&i-em casos de CEOs HPV positivos e
HPV negativos, e ndo identificaram diferencas issiizdmente significantes entre os indices
de proliferagéo celular entre os dois grupos. Rstas autores, a participagdo do HPV na

etiologia do CEO permanece inconclusiva.
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3 PROPOSICAO

Esta pesquisa objetivou comparar o indice de pralf@o celular em
carcinomas epidermoides de lingua, por meio daesgsfip imuno-histoquimica do Ki-67,
entre dois grupos etarios constituidos de pacieadakos com até quarenta anos e pacientes
com mais de cinquenta anos de idade, assim corabarapossiveis diferencas no indice de
proliferacdo celular em relacdo ao estadiamentnoicoli e a gradacdo histologica de
malignidade das lesdes. Foi realizada, tambémaksardo perfil dos pacientes acometidos
por esta neoplasia nestes dois grupos etarios. €stanestudo, espera-se contribuir para uma
melhor compreensdo das possiveis diferencas entoengportamento dos carcinomas

epidermaides de lingua nos grupos etarios difesentdizados no presente estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 IMPLICACOES ETICAS

O Projeto de Pesquisa relativo ao presente estidulbmetido ao Comité de
Etica em Pesquisa da Liga Norte Riograndense Camt@ancer (CEP/LNRCC), sendo
aprovado conforme Parecer n° 051/051/2009. (Anexo)

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho representou um estudo climemfolégico e imuno-
histoquimico realizado nfsont de invasdo do tumor, constituido por andlise diziva da
expressdo do Ki-67 em CEs de lingua, em pacientiedtoa jovens e idosos.Sendo
considerados no primeiro grupo pacientes com idaéle@uarenta anos e no segundo grupo
pacientes com idade acima de 50 anos.

4.3 POPULACAO

O universo desta pesquisa abrangeu os casos denCHsgua, registrados no
Hospital Dr. Luiz Antdnio da Liga Norte RiograndenSontra o Cancer na cidade do Natal-
RN, Brasil, no periodo de 2003 a 2008. A escollssadocalizacdo anatémica foi devido a

alta frequéncia de acometimento descrita na litemahdependentemente da idade.
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4.4 AMOSTRA

A amostra foi constituida de 16 casos de CE dpuéirem pacientes adultos
jovens com idade até 40 anos e 20 casos de pacamitos idosos com idade acima de 50
anos. O fato do menor niumero de casos no grupadalerpes com idade até 40 anos deveu-se
a dificuldade de obtenc&o da amostra ou pela escdgscasos dentro desta caracteristica ou

pela auséncia de tumor nos blocos do materialipachd.

4.5 CRITERIOS DE SELECAO DA AMOSTRA

4.5.1 Critérios de Inclusao

» Casos diagnosticados como CE com localiza¢do améem lingua incluindo
suas regides topograficas e que apresentaram abateficiente para o estudo
morfolégico e imuno-histoquimico;

» Casos que continham nos prontuarios médicos infgiesaem relacdo a idade e
ao sexo dos pacientes;

» Casos de pacientes que ndo foram submetidos ménatia prévio quimioterapico
e radioterapico;

» Pacientes com idade acima de 18 anos, por serdtosadue ndo fazem parte do

grupo vulneravel

4.5.2 Critérios de exclusao

» Casos que apresentaram material insuficiente passtwdo morfolégico e
imuno-histoquimico;

» Casos com localizacdo anatémica fora da lingua;
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» Casos em que cujos prontuarios medicos fossem revatka a auséncia das
informacdes citadas nos critérios de incluséo;

» Casos de pacientes que tivessem sido submetidoataanénto prévio de
quimioterapia e radioterapia;

» Pacientes com idade abaixo de 18 anos, por fazesetendo grupo vulneravel

4.6 ESTUDO CLINICO

Os dados foram coletados dos prontuarios médicepadaentes atendidos no
Hospital Dr. Luiz Antdnio, sendo estes dados refie® principalmente a idade, sexo além da
informacédo quanto aos habitos de tabagismo ematilidos pacientes, tamanho do tumor em
centimetros e estadiamento clinico. Estes dad@snfdranscritos para uma ficha clinica
previamente preparada para esta pesquisa (ApéAiliee posteriormente, esses parametros
foram utilizados para analise estatistica. Os daglesentes ao estadiamento clinico, quando
presente no prontudrio, foram classificados peteige Médico e Odontologico do referido
hospital de acordo com os parametros utilizadoa pelido Internacional Contra o Cancer
(U.I.C.C).

4.7 METODOLOGIA

4.7.1 Estudo morfologico

Os blocos de parafina contendo as amostras cisasgibtidas de bidpsias
excisionais foram submetidos a cortes histologam$u de espessura e foram corados pela
técnica histoquimica da hematoxilina/eosina (H&€ndo avaliados em microscopia de luz
quanto as caracteristicas morfologicas e postgradacédo histolégica de malignidade. A
técnica de coloracéo pela H/E que foi utilizadaugeg protocolo do laboratério de Patologia

Oral do Departamento de Odontologia da UFRN, coméodescrita a seguir:



54

» Xilol'I (15 minutos)

> Xilol Il (15 minutos)

> Alcool etilico absoluto | (3 minutos)
> Alcool etilico absoluto 1 (3 minutos)
> Alcool etilico absoluto Ill (3 minutos)
> Agua corrente (3 minutos)

» Hematoxilina de Harris (2 a 5 minutos)
> Agua corrente (3 minutos)

» Eosina de Lison (1 a 2 minutos)

> Alcool etilico absoluto | (2 minutos)
> Alcool etilico absoluto 1l (2 minutos)
> Alcool etilico absoluto 11l (2 minutos)
> Xilol I (3 minutos)

> Xilol Il (3 minutos)

»  Xilol Il (3 minutos)

» Montagem enPermoun® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

4.7.2 Analise morfolégica

Os cortes histoldgicos foram avaliados por doian@radores previamente
treinados, que realizaram a andlise histomorfoddglo tumor baseada nos critérios de

malignidade, conforme o sistema de gradacéo hgit@&ugerido por Bryne (199&)uadro 1)
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Escore de malignidade

Aspectos morfologicos
1 2 3 4

Alto (mais de 50% | Moderado (20 a | Baixo (5 a 20% | Ausente (0 a 5%

Grau de ceratinizagéo } ) } }
das células) 50% das células) | das células) das células)

Pouco (mais de Moderado (50 a | Intenso (25 a 50 Extremo (0 a 25%
Pleomorfismo nuclear 75% de células 75% de células | % de células de células

maduras) maduras) maduras) maduras)

Bordas infiltrativas| Corddes, bandas | Pequenos Infiltracdo difusa e

bem delimitadas | e/ou trabéculas | grupamentos ou pronunciada, em

solidas corddes de pequenos
Padréo de invaséo infiltrativas células grupamentos
infiltrativas celulares e/ou
(N>15) células individuais
(N<15)
Infiltrado inflamatorio Intenso Moderado Escasso Ausente

Quadro 1: Sistema de gradacao de malignidade preconizadBrgoe (1998)

A analise das caracteristicas morfoldgicas foiizadh nafront invasivo sob a
forma de estudo cego, sem que os examinadoresssambea qual faixa etaria pertencia o
caso de CE. A finalidade foi de obter a gradac&toliigica de cada caso enquadrando-o em
alto ou baixo grau de malignidade atribuido pelooes de 1 a 4 para cada parametro
morfologico, conforme consta no quadro 2. Para cada, foi calculado o somatorio total de
pontos adquiridos para cada parametro, obtendo raugpgho final que determinou a
classificagédo em baixo grau (escore variando d& $@ntos) ou alto grau (escore total maior
que 8 pontos), a classificagao utilizada foi maedifia por Miranda et al. (2002) conforme
citado no estudo de Silveira et al. (2007). Os dadesta avaliagdo foram devidamente

tabulados em ficha previamente elaborada paraaastse. (Apéndice B)

4.7.3 Estudo imuno-histoquimico

Para a técnica da imuno-histoquimica, os blocoafipados foram submetidos
a cortes de 3 de espessura e estes foram montados em laminadrdepreparadas com



56

adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltiétilano, Sigma Chemical Co, St Louis,

MO, USA), sendo submetidos a técnica da imunopdeasd pelo método da estreptoavidina-
biotina (LSAB, labeled streptoavidin-biot)nutilizando anticorpo monoclonal de rato anti-
Ki-67.

Como controle positivo para o anticorpo anti-Ki-&3i utilizado cortes
histol6gicos de tonsilas. Como controle negativaanticorpo primario foi substituido por
albumina de soro bovino a 1BA — Bovine Serum Alburpiem solucao tampéao.

A técnica utilizada seguiu o protocolo do laboratdle Imuno-histoquimica da
Disciplina de Patologia Oral do Departamento der@alogia da UFRN, conforme descrita a
sequir:

» Desparafinizacdo do espécime em banhos de xilol:

Xilol 1 (10 minutos));

Xilol 1l (10 minutos);

» Reidratagdo em cadeia descendente de etanqis:

Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);

Alcool etilico absoluto Ill (5 minutos);

Alcool etilico 95°GL (5 minutos);

Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

» Remocéao de pigmentos formolicos com hidréxido déraana 10% em etanol 95° GL
(10 minutos);

» Lavagem em &gua corrente por 10 minutos;

> Agua destilada (2 passagens) por 5 minutos cada;

» Recuperacao dos sitios antigénicos (Quadro 2);

» Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

> Agua destilada (2 passagens) por 5 minutos cada;

» Duas passagens, pelo periodo de 10 minutos cadaso&mdo de peroxido de
hidrogénio (HO,) a 10 volumes, para bloqueio da peroxidase endogeidual;

» Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

> Agua destilada (2 passagens) por 5 minutos cada;

» Duas passagens em solucdo tampdo TRIS-HCI [0,048M] rtris-hidroximetil-
aminometano, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) édéacl [0,1454 mol/l] pH 7,4
por 5 minutos cada;

» Incubacdo com o anticorpo primario (Quadro 2) 60utts em temperatura ambiente;
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» Duas passagens em solucdo de TRIS/Tween 20 a 1P@gdr 5 minutos cada;

» Utilizac&o do Kit LSAB (Dako), ref:K0690, 30 minig@m cada reagente;

» Incubagdo com o anticorpo secundario;

» Duas passagens em solucao tampédo TRIS/Tween 2Qp&d I%dpor 5 minutos cada;

» Imersédo em TRIS-HCI pH 7,4, duas trocas de 5 mgoéala,;

» Aplicacdo do agente cromégeno diaminobenzidina 26 g (3,3-diaminobenzidina,
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), diluida @®0 ml TRIS-HCI pH 7,4,
acrescida de 1,2 ml de peroxido de hidrogénigga 10 volumes durante 3 minutos
na camara escura;

» Lavagem em 4gua corrente por 10 minutos;

> Agua destilada (2 passagens) por 5 minutos cada;

» Contra- coloracdo com hematoxilina de Harris pomlutos;

» Lavagem em &gua corrente por 10 minutos

> Agua destilada (2 passagens) por 5 minutos cada;

» Desidratagcado em cadeia ascendente de etandis:

Alcool etilico 80°GL (2 minutos);

Alcool etilico 95°GL (2 minutos);

Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

Alcool etilico absoluto 1l (5 minutos);

Alcool etilico absoluto Ill (5 minutos);
» Diafanizacado em dois banhos de xilol:

Xilol I (2 minutos);

Xilol 1l (2 minutos);

> Montagem da laminula contra a lamina com resteamount® (Fischer Scientific,
Fair Lawn, NJ, USA).

. A Tempo de
Especificidade | Clone| Diluicdo Fabricante Recuperaghantigénica . .
incubacédo
Ki-67 MIB-1 1:50 DAKO Denmark | Steamer, EDTA pH 8.0, 60| 60 minutos

minutos, 95°C.
Quadro 2: Especificidade do anticorpo, clone, diluigdo, fedonte, recuperagéo antigénica e tempo de

incubacédo do anticorpo primario utilizado no estudo
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4.7.4 Analise de expressdo imuno-histoquimica

A andlise da expressdo do anticorpo empregado reseme estudo foi
realizada por um examinador, previamente calibr@@oy que o mesmo soubesse a faixa
etaria a que pertencia o caso de CE. Esta anélisedliizada ndront de invasdo das lesées,
sob microscopia de luzOfympus CX31,Tokyo,Japgnutilizando aumento de 100x para
selecionar campos de maior imunorreatividade aca@apb anti-Ki-67. Nesses campos, sob
aumento de 1.000x, foram contadas de forma alea®rtom auxilio de um aparelho de
contagem (Leucotron LS-I11), 1.000 células neoplssid-oram consideradas células positivas
aquelas que apresentaram coloracdo acastanhadsmmuodependente da intensidade da
coloracdo. De posse do numero de células positeste montante de 1.000 células
neoplasicas, foi estabelecido um indice de podéne (IP) para o Ki-67. Para isso, o0 niumero
de células neoplasicas positivas foi multiplicado p00 e dividido por 1.000, culminando
com a obtencao de resultados percentuais. Essagimfoi uma adaptacdo da metodologia

preconizada por Kurokawa et al. (2005). (Apéndite C

I[P = NUmero de Células Positivagd 00
1000

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos pacientes foram organizaddsleztas feitas utilizando
o programaMicrosoft Excel, que fizeram parte de um banco de dados que foram,
posteriormente, codificados e transferidos parsoftware SPSS (Statistical Package for
Social Science version 17,0 for Windows XP, Chichigmis, USA). Esses dados foram
submetidos a teste estatistico ndo parameétriddade- Whitneycom nivel de significancia
de 5%) e Quguadradocom o0 objetivo de verificar as hipéteses levantadaspresente
pesquisa.

Para analisar a variavel independente estadianaimico, as lesbes foram
categorizadas em dois grupos: grupo | compreerslestagios | e Il da doenca e o grupo Il

foi composto pelos estagios Il e IV da doenga.
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O teste de Qui-quadrado foi utilizado para averigp@vaveis diferencas
estatisticas entre os grupos estudados em relaclwetastase regional e a distancia,
estadiamento clinico categorizado, gradacdo hgittdéde malignidade; bem como entre
estadiamento clinico categorizado e gradacédo bgita de malignidade.

O teste deMann-Whitneyfoi aplicado para verificar possiveis diferencas
estatisticas entre os indices de positividade paki-67, em relacdo a faixa etaria dos
pacientes, gradacdo histologica de malignidadesepga ou auséncia de metastase e

estadiamento clinico categorizado.

4.9 VARIAVEIS ESTUDADAS

As variaveis dependentes e independentes avalietda pesquisa, inseridas
no contexto do trabalho, estdo demonstradas naqaagkguir.

Variavel Categoria Classe

1- Feminino . _
Sexo ) Categorica nominal
2- Masculino

1- Grupo com idade até 40 anos ) _
Idade ) Categorica nominal
2- Grupo acima de 50 anos

1- Tabagismo

2- Etilismo
Habito 3- Tabagismo e Etilismo Categ6rica nominal
4- Ausente
1- 0a3cm
Tamanho do tumor 2- 3a6cm Categorica nominal

3- Acimade 6 cm

1- Estéagiol
2- Estagio ll ) _
TNM ) Categorica nominal
3- Estagio lll
4- Estagio IV
L - 1- Alto L :
Gradacao histolégica de malignidade ) Categ6rica nominal
2- Baixo
Biomarcador Ki-67 Contagem de células Quantitativa discreta

Quadro 3: Variaveis independentes e dependente.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS DADOS CLINICOS

O grupo de pacientes com até 40 anos de idade di@icterizado pelo
acometimento preferencial do sexo masculino (n =6205%), com uma proporcao entre
homens e mulheres de 1,66: 1. Os casos foram diiggdos em individuos com 19 e 40
anos inclusive, com uma idade média de 33,50 anabke(a 1). Ao analisar a idade dos
pacientes em relacdo ao sexo, esta revelou umaméddade de 35,70 anos para homens e
de 29,83 anos para mulheres (Tabela 1). Com rekaddixa etaria, constatou-se predominio
dos casos na 42 década de vida (n = 12; 75,0%ndQuse relacionou esse dado com a
variavel “sexo”, a 42 década de vida foi a maigjdente para os homens (n = 9; 90,0%)
enquanto que, para as mulheres, constatou-se quetagle encontrava-se na 42 década de
vida (n = 3; 50,0%) (Tabela 2).

O grupo de pacientes com mais de 50 anos tambémmdis frequente em
individuos do sexo masculino (n = 13; 65,0%), comayproporcdo entre homens e mulheres
de 1,86: 1. Os casos foram diagnosticados em ghadgi com 52 e 96 anos inclusive, com
uma idade média de 67,35 anos (Tabela 1). A andéisdade dos pacientes em relacdo ao
sexo revelou uma média de idade de 65,92 anoshpanans e de 70 anos para mulheres
(Tabela 1). Com relacdo a faixa etaria, constatopredominio dos casos na 62 década de
vida (n = 8; 40,0%). Ao analisar esse dado em d@elap sexo, a 62 década de vida foi a mais
frequente para os homens (n = 7; 53,8%). Por smapara as mulheres, a 82 década foi a

mais comum (n = 3; 42,9%) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Tamanho da amostra, variacdo e média de idadeaf@s), desvio padréo e
intervalo de confianga (IC) nos grupos de paciejgesns e idosos em relagdo ao sexo dos
pacientes. Natal-RN, 2010

Grupo Sexo N Variacao Média Desvio padréo IC (95%)
<40 anos M 10 27 -39 35,70 3,91 32,90 - 38,50
F 6 19-40 29,83 8,28 21,14 — 38,52
Total 16 19 -40 33,50 6,37 30,10 - 36,90
> 50 anos M 13 52 - 96 65,92 14,26 57,30,5474
F 7 53-90 70,00 12,12 58,79 - 81,21
Total 20 52-96 67,35 13,37 61,09 - 73,61

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antonio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
Legenda: M — Masculino; F — Feminino

Tabela 2- Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientengoe idosos, de acordo com a

faixa etaria e sexo dos pacientes. Natal-RN, 2010

Sexo
Grupo Faixa etaria Masculino Feminino Total
n % n % n %
<40 anos 11 — 20 anos 0 0,0 1 16,7 1 6,3
21 — 30 anos 1 10,0 2 33,3 3 18,8
31 - 40 anos 9 90,0 3 50,0 12 75,0
Total 10 100,0 6 100,0 16 100,0
> 50 anos 51 - 60 anos 7 53,8 1 14,3 8 40,0
61 — 70 anos 2 154 2 28,6 4 20,0
71 — 80 anos 1 7,7 3 42,9 4 20,0
81 — 90 anos 2 15,4 1 14,3 3 15,0
91 - 100 anos 1 7,7 0 0,0 1 50
Total 13 100,0 7 100,0 20 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Ao analisar a distribuicdo topografica dos casos vierificado que esta
informac&o encontrava-se descrita em nove case3%9&lo grupo de pacientes com até 40
anos. Deste total, constatou-se como localizacas fnre@uente a borda lateral da lingua (n =
6; 66,7%), seguida pelo ventre (n = 2; 22,2%) (TaaBg Ao analisar a regido da lingua mais

acometida em relacdo ao sexo dos pacientes, a betal foi a mais frequente para os
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homens (n = 4; 80,0%). Para as mulheres, as fre@g&foram iguais para a borda lateral (n =
2; 50,0%) e para o ventre (n = 2; 50,0%) (Tabela 3)

Em relacdo ao grupo de pacientes com mais de ¥)dmmlade, a informacéo
da distribuicdo topografica na lingua estava disgdnem 19 casos (95,0%). Deste total,
evidenciou-se como localizagdo mais comum a batad (n = 12; 63,2%), seguida pela
base (n = 4; 21,1%) (Tabela 3). Ao analisar estéwa em relacdo ao sexo dos pacientes,
verificou-se que a borda lateral se apresentou ceitim mais comum, tanto para homens
(n =9; 75,0%) como para mulheres (n = 3; 42,9%jaRs regides de ventre, base e apice, as
mulheres apresentaram distribuicdo igual (n = 13%4, enquanto os homens, uma maior
frequéncia na base de lingua (n = 3; 25,0%) (Ta®ela

Tabela 3— Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientesigogedosos, de acordo com a

regido topografica da lingua e sexo dos pacieN&sl-RN, 2010

Sexo
Grupo Regiado topografica Masculino Feminino Total
n % n % n %
<40 anos Borda lateral 4 80,0 2 50,0 6 66,7
Ventre 0 0,0 2 50,0 2 22,2
Base 1 20,0 0 0,0 1 111
Total* 5 100,0 4 100,0 9 100,0
> 50 anos Borda lateral 9 75,0 3 42,9 12 63,2
Ventre 0 0,0 1 14,3 1 53
Base 3 25,0 1 14,3 4 21,1
Apice 0 0,0 1 14,3 1 5,3
Borda lateral e dorso 0 0,0 1 14,3 1 53
Total** 12 100,0 7 100,0 19 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
*(Q7 casos ndo apresentavam essa informacéo
** 01 caso ndo apresentava essa informacao

Com respeito a presenca ou ndo dos habitos de (tetzagismo ou etilismo),
para todos os casos validos (n= 13; 81,25%) noogdeppacientes com até 40 anos, somente
dois casos (15,4%) relataram auséncia e trés ¢a8p55%) nao continham esse dado no
prontuério (Tabela 4). No geral, o grupo apreseotouo habito mais frequente o tabagismo
e etilismo associados (n = 8; 72,7%), seguido pslo isolado do fumo (n = 2; 18,2%)
(Tabela 5). Todos os homens (n = 9; 100,0 %) aptagam algum tipo de habito. O mais
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frequente foi o fumo e o consumo de alcool de focmgunta (n = 8; 88,9%), seguido pelo
tabagismo (n = 1; 11,1%). Para as mulheres, a érega foi igual tanto para os habitos de
tabagismo (n = 1; 50%) quanto etilismo (n = 1; %6),QTabela 5).

No grupo de pacientes com mais de 50 anos, coasidiera presenca ou nao
de habitos dos pacientes, para todos os caso®vdhd= 19; 95,0%) no estudo verificou-se
gue somente dois casos (10,5%) relataram auséadiahitos (Tabela 4). No geral, o grupo
apresentou como habito mais frequente o tabagissocedo ao etilismo (n = 9; 52,9%),
seguido pelo tabagismo isolado (n = 7; 41,2%) (Tleabg Todos os homens (n = 13; 100,0%)
apresentavam algum tipo de habito, sendo maisdrgqp tabagismo associado ao etilismo
(n = 9; 69,2%), seguido pelo habito de fumar isatadnte (n = 3; 23,1%). Em relacdo aos
pacientes do sexo feminino, informacdes a resukttipo de habito foram constatadas em

quatro casos (66,7%), sendo em todos estes (r18040%) reportado o habito do tabagismo
(Tabela 5).

Tabela 4- Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientesngoe idosos, de acordo com a

presenca ou auséncia de habito e sexo dos pacidatat-RN, 2010

Sexo
Grupo Habito Masculino Feminino Total
n % n % n %

<40 anos Presente 9 100,0 2 50,0 11 84,6
Ausente 0 0,0 2 50,0 2 15,4
Total* 9 100,0 4 100,0 13 100,0

> 50 anos Presente 13 100,0 4 66,7 17 89,5
Ausente 0 0,0 2 33,3 2 10,5
Total** 13 100,0 6 100,0 19 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antonio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
*(03 casos ndo apresentavam essa informacéao
** 01 caso ndo apresentava essa informacao
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Tabela 5— Distribuicdo dos casos nos grupos nos gruposadeites jovens e idosos, de
acordo com o tipo de habito relatado e sexo doep@s. Natal-RN, 2010

Sexo
Grupo Tipo de Habito Masculino Feminino Total
n % n % n %
<40 anos Tabagismo 1 111 1 50,0 2 18,2
Etilismo 0 0,0 1 50,0 1 9,1
Tabagismo e etilismo 8 88,9 0 0,0 8 72,7
Total* 9 100,0 2 100,0 11 100,0
> 50 anos Tabagismo 3 23,1 4 100,0 7 41,2
Etilismo 1 7,7 0 0,0 1 59
Tabagismo e etilismo 9 69,2 0 0,0 9 52,9
Total** 13 100,0 4  100,0 17 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
*05 casos ndo apresentavam essa informacgéo
** 03 casos hado apresentavam essa informacao

Em relacdo a presenca ou ndo de metastase regiunédtal de casos que
apresentavam esta informacao (casos validos nestdog (n = 13; 75,0%) para o grupo de
pacientes com até 40 anos, a presenca de lesOastatieas foi evidenciada em nove casos
(69,2%) (Tabela 6). Por sua vez, para o grupo desipiees com idade acima de 50 anos, do
total de casos validos (n = 19; 95,0%), a auséheimetastase foi o0 achado predominante (n
= 13; 68,4%) (Tabela 6). A analise estatisticaicaptio o teste do Qui-quadrado, revelou
associacao significativa entre a presenca de mst&segional e os pacientes com idade até
40 anosf = 0,036) (Tabela 7).



66

Tabela 6— Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientengoe idosos, de acordo com a
presenca ou auséncia de metastase regional e a@ypacentes. Natal-RN, 2010

Sexo
Metastase ) . Total
Grupo ) Masculino Feminino
regional
n % n % n %
<40 anos Presente 7 87,5 2 40,0 9 69,2
Ausente 1 12,5 3 60,0 4 30,8
Total* 8 100,0 5 100,0 13 100,0
> 50 anos Presente 5 38,5 1 16,7 6 31,6
Ausente 8 61,5 5 83,3 13 68,4
Total** 13 100,0 6 100,0 19 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
*(03 casos ndo apresentavam essa informacéo
** 01 caso ndo apresentava essa informacao

Tabela 7— Distribuicdo absoluta e relativa e significanestatistica da presenca ou auséncia

de metastase regional em relacdo aos grupos denpejovens e idosos. Natal-RN, 2010

Metastase regional

Total )
Grupo Presente Ausente X p
n (%)
n (%) n (%)
<40 anos 9 (69,2) 4 (30,8) 13 (100,0) 4,394 0,036
> 50 anos 6 (31,6) 13 (68,4) 19 (100,0)

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Quando da analise da varidvel presenca ou ndo thstae a distancia, no
grupo de pacientes com até 40 anos, consideratatalae casos validos (n = 12; 75,0%) foi
evidenciado que predominou os casos com auséncretdstase a distancia (n = 11; 91,7%)
(Tabela 8). De forma similar, quando da analisgmpo de pacientes com idade acima de 50
anos, levando-se em consideracdo o total de cadmoy (n = 16; 8%), foi constatado
predominio de auséncia de metastases a distancial@® 93,8%) (Tabela 8). A analise
estatistica realizada aplicando o teste do Quitguad ndo demonstrou diferencas
significativas entre os grupos de pacientes joeelt®sos em relacdo a presenca ou auséncia

de metéstase a distange=0,832) (Tabela 9).
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Tabela 8- Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientengoe idosos, de acordo com a
metastase a distancia e sexo dos pacientes. Ndt2R 0

Sexo
Metéstase a ) . Total
Grupo o Masculino Feminino
distancia
n % n % n %
<40 anos Presente 1 12,5 0 0,0 1 8,3
Ausente 7 87,5 4 100,0 11 91,7
Total* 8 100,0 4 100,0 12 100,0
> 50 anos Presente 1 10,0 0 0,0 1 6,3
Ausente 9 90,0 6 100,0 15 93,8
Total** 10 100,0 6 100,0 16 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
*04 casos ndo apresentavam essa informacéo
** 04 casos ndo apresentavam essa informacédo

Tabela 9— Distribuicdo absoluta e relativa e significanestatistica da presenca ou auséncia

de metastase a distancia em relacédo aos grup@waies jovens e idosos. Natal-RN, 2010

Metéastase a distancia

Total )
Grupo Presente Ausente X p
n (%)
n (%) n (%)
<40 anos 1(8,3) 11 (91,7) 12 (100,0) 0,045 0,832
> 50 anos 1(6,3) 15 (93,8) 16 (100,0)

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Outro aspecto analisado no presente estudo fomartao do tumor sendo
evidenciado que no grupo de pacientes com idadéGaaios, o tamanho dos tumores variou
de 0,6 cm a 7,0 cm, apresentando uma média decBiZFabela 10). No grupo de pacientes
com idades acima dos 50 anos, o tamanho das leafies de 1,3 cm a 9,5 cm, com uma
média de 3,24 cm (Tabela 10).
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Tabela 10— Tamanho da amostra, variacdo e média do tamamiientbr (em cm), desvio
padréo e intervalo de confianca (IC) nos grupopatgentes jovens e idosos em relagéo ao

sexo dos pacientes. Natal-RN, 2010

Grupo Sexo n Variacéao Média Desvio padréo IC (95%)
<40 anos M 10 0,6 -7,0 3,49 2,42 1,75-5,22
F 6 1,1-6,5 2,96 2,55 0,28 — 5,64
Total 16 0,6-7,0 3,29 2,40 2,01 - 4,57
> 50 anos M 13 2,0-95 3,53 1,96 2,35-4,72
F 7 1,3-4,0 2,68 1,03 1,72 -3,64
Total 20 1,3-95 3,24 1,71 2,43-4,04

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antonio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
Legenda: M — Masculino; F — Feminino

Informacédo a respeito do estadiamento clinico @istatada na maioria dos
casos do grupo de pacientes com até 40 anos (n 8713R6). Considerando-se o total de
casos validos para este grupo, o estagio Il fimiais frequente (n = 6; 42,9%), seguido pelo
estagio IV (n = 5; 35,7%) (Tabela 11). Para o grdpopacientes com mais de 50 anos, 0
estagio Il foi o mais frequente (n = 8; 40,0%),8dg pelo estagio | (n = 5; 25,0%) (Tabela
11).

Tabela 11— Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientesgoe idosos, de acordo com o

estadiamento clinico e sexo dos pacientes. NatalZRMN)

. Sexo
Estadiamento ) . Total
Grupo . Masculino Feminino
clinico
n % n % n %
<40 anos Estégio | 0 0,0 1 20,0 1 7,1
Estagio Il 1 11,1 1 20,0 2 14,3
Estagio Il 5 55,6 1 20,0 6 42,9
Estagio IV 3 33,3 2 40,0 5 35,7
Total* 9 100,0 5 100,0 14 100,0
> 50 anos Estagio | 2 15,4 3 42,9 5 25,0
Estagio Il 5 38,5 3 42,9 8 40,0
Estagio Il 2 15,4 1 14,3 3 15,0
Estagio IV 4 30,8 0 0,0 4 20,0
Total 13 100,0 7 100,0 20 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antbnio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
* 02 casos nao apresentavam essa informacéo
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Com o intuito de verificar possiveis diferencasrems grupos de pacientes
com idades até 40 anos e acima dos 50 anos endoedacestadiamento clinico, os casos
pertencentes aos estagios | e Il foram reunidoaramnico grupo. De forma similar, 0os casos
que pertenciam aos estagios lll e IV foram agrupagifm uma Unica categoria. ApOs esse
procedimento, constatou-se que a maioria dos pasi@om até 40 anos se apresentava nos
estagios Ill e IV (n = 11; 78,6%). Por sua vez,aanpropor¢do dos individuos acima de 50
anos se apresentou nos estagios | e Il (n = 18965 A analise estatistica aplicando o teste
do Qui-quadrado revelou associacdo significativagdgo de pacientes com idade até 40

anos com estagios clinicos mais avancapdes(,012) (Tabela 12).

Tabela 12— Distribuicdo absoluta e relativa e significanestatistica do estadiamento clinico

categorizado em relacdo aos grupos de pacientesgavidosos. Natal-RN, 2010

Estadiamento clinico
Total

Grupo Estagio I/ Il Estagio I/ IV r p
n (%)
n (%) n (%)
<40 anos 3(21,4) 11 (78,6) 14 (100,0) 6,275 0,012
> 50 anos 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (100,0)

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
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5.2 ANALISE DOS DADOS MORFOLOGICOS

Os dados referentes a gradacao histolégica enonisgaexpressos em tabelas
tanto para os pacientes com até 40 anos (Tabela& IBijgura 1) como para o grupo de
pacientes com idade acima de 50 anos (Tabela(Hywa 1).

Tabela 13 — Escores e gradacao histologica de malignidade cdgss de Carcinoma

Epidermdide de lingua em pacientes jovens. NatalZHl0

Caso Grau de Pleomorfismo  Padréo de Infiltrado Escore Gradacéo
ceratinizagéo nuclear invasao inflamatario total histolégica
1 3 2 1 3 09 Alto grau
2 3 2 2 3 10 Alto grau
3 1 1 2 1 05 Baixo grau
4 2 2 3 3 10 Alto grau
5 2 2 2 3 09 Alto grau
6 4 2 2 2 10 Alto grau
7 4 2 2 3 11 Alto grau
8 1 1 3 1 06 Baixo grau
9 3 2 3 3 11 Alto grau
10 1 1 2 1 05 Baixo grau
11 1 1 2 2 06 Baixo grau
12 1 1 1 3 06 Baixo grau
13 1 2 2 3 08 Baixo grau
14 3 3 3 2 11 Alto grau
15 4 3 3 3 13 Alto grau
16 2 2 1 1 06 Baixo grau

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antonio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
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Tabela 14 — Escores e gradacdo histolégica de malignidade cdges de Carcinoma
Epidermdide de lingua em pacientes idosos. NatglzZRM0

Caso Grau de Pleomorfismo Padréo de Infiltrado Escore Gradacao
ceratinizacao nuclear invaséo inflamatario total histolégica
1 2 2 1 2 07 Baixo grau
2 3 3 2 2 10 Alto grau
3 1 3 3 2 09 Alto grau
4 3 3 3 1 10 Alto grau
5 3 3 1 2 09 Alto grau
6 3 3 2 1 09 Alto grau
7 2 2 3 1 08 Baixo grau
8 1 1 2 2 06 Baixo grau
9 3 2 2 2 09 Alto grau
10 1 1 2 1 05 Baixo grau
11 2 2 2 1 07 Baixo grau
12 1 2 2 2 07 Baixo grau
13 3 3 2 1 09 Alto grau
14 2 2 2 2 08 Baixo grau
15 1 1 1 1 04 Baixo grau
16 3 3 2 2 09 Alto grau
17 3 4 2 1 10 Alto grau
18 1 2 1 1 05 Baixo grau
19 3 3 3 3 12 Alto grau
20 1 1 2 1 05 Baixo grau

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Para o grupo de pacientes com idade até 40 anostatau-se uma frequéncia
maior dos casos classificados em alto grau de mdéide (n = 9; 56,2%) (Tabela 15). Para o
grupo de pacientes com idade acima de 50 anos{rébdicao foi homogénea, apresentando
10 casos (50,0%) classificados em alto grau degmdhde e 10 casos (50,0%) classificados
em baixo grau de malignidade (Tabela 15). A ana®&atistica aplicando o teste do Qui-
quadrado ndo demonstrou diferencas significativase eos grupos de pacientes jovens e

idosos em relacao a gradacéao histolégica de mdhgei dos tumorep € 0,739) (Tabela 16).
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Tabela 15— Distribuicdo dos casos nos grupos de pacientesngoe idosos, de acordo com a
gradacéo histolégica de malignidade e sexo doepias. Natal-RN, 2010

Grupo Gradacao Sexo Total
histolégica Masculino Feminino
n % n % n %
<40 anos Alto grau 7 70,0 2 33,3 9 56,2
Baixo grau 3 30,0 4 66,7 7 43,8
Total 10 100,0 6 100,0 16 100,0
> 50 anos Alto grau 7 53,8 3 42,9 10 50,0
Baixo grau 6 46,2 4 57,1 10 50,0
Total 13 100,0 7 100,0 20 100,0

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Tabela 16— Distribuicdo absoluta e relativa e significanessatistica da gradacgéo histologica

de malignidade em relagcédo aos grupos de pacientesg e idosos. Brasil, Natal-RN, 2010

Gradacao histoldgica

i Total )
Grupo Alto grau Baixo grau X p
n (%)
n (%) n (%)
<40 anos 9 (56,3) 7 (43,8) 16 (100,0) 0,139 0,739
> 50 anos 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100,0)

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Com intuito de verificar possiveis diferencas ergradacdo histologica de
malignidade dos tumores em relacdo ao estadiandimizo, 0os casos pertencentes aos
estagios | e Il foram reunidos em um Unico grupe.f@ma similar, os casos que pertenciam
aos estagios Ill e IV foram agrupados em uma Uonatagoria. Apds esse procedimento,
constatou-se que a maioria dos tumores nos esthgidis(n = 12; 75%) revelava um baixo
grau de malignidade, ao passo que a maior propaigfitesdes nos estagios lll e IV (n = 14;
77,8%) exibia um alto grau de malignidade. A aeadstatistica aplicando o teste do Qui-
quadrado revelou associacao significativa entr@gess clinicos mais avancados e a presenca

de tumores com alto grau histolégico de malignidade 0,002) (Tabela 17).
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Tabela 17— Distribuicdo absoluta e relativa e significanessatistica da gradacgéo histologica

de malignidade em relagédo ao estadiamento cligitagorizado. Natal-RN, 2010

Gradacao histoldgica

Estadiamento clinico Alto grau Baixo grau Tozal x p
n (%) n (%) n (%)
Estagio I/l 4 (25,0) 12 (75,0) 16 (100,0) 9,471 0GR
Estagio lI/IV 14 (77,8) 4(22,2) 18 (100,0)

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antbnio, 2003-2008, Brasihtal-RN

5.3 ANALISE DA IMUNORREATIVIDADE DO Ki-67

A analise da expressao do Ki-67, por meio do indegositividade (IP), foi
realizada nofront de invasdo da lesdo de acordo com a metodologiosta para esta
pesquisa. Em relacdo ao grupo de pacientes core m@d0 anos, 0s tumores apresentaram
IPs entre 26,5% e 61,4%, com uma média de 45,28%sUa vez, no grupo de pacientes com
idade acima de 50 anos, as lesdes apresentaraemties9,0% e 59,4%, com uma meédia de
42,5%. A analise comparativa dos IPs para o Ki#{feeos grupos de pacientes jovens e
idosos, realizada por meio do teste ndo-paraméteddann-Whitney nao revelou diferenca
estatisticamente significativa € 0,494) (Tabela 18) (Figura 2).

Tabela 18— Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75iame@édoma dos postos,
estatistica U e significancia estatistica para dicende positividade (IP), em relacdo aos
grupos de pacientes jovens e idosos. Natal, RNLS 20

Média dos Soma dos

Grupo n Mediana Qs U p
postos postos
<40 anos 16 44,25 40,87-53,25 19,84 317,50 138,504940
> 50 anos 20 44,15 37,60-48,20 17,43 348,50

Fonte: Hospital Dr. Luiz Antbnio, 2003-2008, Brasikhtal-RN
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Ao avaliar os IPs de todos os casos estudados éamdoea gradacao
histoldgica, constatou-se, para as lesdes congedtode malignidade, uma variacdo de 9,0%
a 61,40%, com uma média de 45,76%. Por sua vez ggatasos classificados como de baixo
grau de malignidade, evidenciou-se uma variacatPrae 26,5% a 54,3%, com uma media
de 41,47%. A analise comparativa dos IPs para 67Kem relacdo a gradacao histolégica de
malignidade dos tumores, realizada por meio de te&b-paramétrico ddann-Whitneynao
revelou diferenca estatisticamente significativeieelesdes de alto grau e lesdes de baixo grau
de malignidadep= 0,076) (Tabela 19).

Tabela 19— Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75jane@doma dos postos,
estatistica U e significaAncia estatistica para dicén de positividade (IP), em relacdo a
gradacao histologica de malignidade dos tumore®INRN — 2010

Média dos Soma dos

Grau histolégico n Mediana Q75 U p
postos postos
Alto grau 19 48,20 40,20-56,20 21,45 407,50 105,500,076
Baixo grau 17 42,00 37,90-46,85 15,21 258,50

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Ao comparar o IP dos casos validos estudados eagéeela presenca ou
auséncia de metastase regional, constatou-se, asas com presenca de metastase, uma
variacdo no IP de 9,0 % a 61,4%, com uma meédia3dib%. Para os casos sem metastase
regional, foi possivel observar uma variacdo naéP28,1 % a 59,4%, com uma média de
43,61%. A andlise comparativa dos IPs para o Ke@i/relagdo a presenca ou auséncia de
metastase, realizada por meio do teste nado-paiaméte Mann-Whitney ndo revelou
diferenca estatisticamente significativa entredssiom ou sem metastape=(0,734) (Tabela
20).
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Tabela 20— Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75jane@doma dos postos,
estatistica U e significaAncia estatistica para dicén de positividade (IP), em relacdo a
presenca ou auséncia de metastase regional. Ratat, 2010

Média dos Soma dos

Metastase n Mediana 26075 U p
postos postos

Presente 15 46,30 36,10 — 53,90 17,10 256,50 118,50,734

Ausente 17 42,80 39,35-48,20 15,97 271,50

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Ao comparar o IP dos casos validos estudados eagdeela presenca ou
auséncia de metastase a distancia, observou-s&asos com presenca de metastase, uma
variacdo no IP de 48,2 % a 51,3%, com uma med#ddhb%. Para os casos sem metastase a
distancia, foi possivel observar uma variagcdo naldM,0% a 61,4%, com uma média de
42,21%. A andlise comparativa dos IPs para o Ke@i/relagdo a presenca ou auséncia de
metastase, realizada por meio do teste ndo-paiaméte Mann-Whitney ndo revelou
diferenca estatisticamente significativa entredssiom ou sem metastape=(0,181) (Tabela
21).

Tabela 21— Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75jane@@doma dos postos,
estatistica U e significaAncia estatistica para dicén de positividade (IP), em relacdo a
presenca ou auséncia de metastase a distancig.Rdta 2010

Média dos Soma dos

Metastase n Mediana 26075 U p

postos postos
Presente 2 49,75 40,20 - 22,00 44,00 11,00 0,181
Ausente 26 42,40 36,50 — 48,70 13,92 362,00

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN

Por sua vez, quando se comparou o IP dos casoev@studados em relacao
ao estadiamento clinico, constatou-se, no grupstitoito pelos estagios I/ll, uma variacao
no IP de 28,1% a 59,4%, com uma média de 43,11%.d°grupo composto pelos estagios

[1/1V, foi possivel observar uma variagdo no IP 9® % a 61,4%, com uma média de
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43,46%. A andlise comparativa dos IPs para o Ke6¥ relagdo ao estadiamento clinico
categorizado dos tumores, realizada por meio de t&®-paramétrico ddann-Whitneynao

revelou diferenca estatisticamente significativleieens gruposp(= 0,617) (Tabela 22).

Tabela 22 - Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75jane@@doma dos postos,
estatistica U e significAncia estatistica para dicen de positividade (IP), em relacdo ao
estadiamento clinico categorizado. Natal, RN — 2010

Estadiamento Média dos Soma dos
n Mediana &-Qrs u p
clinico postos postos
Estégio I/l 16 42,40 37,60 — 48,20 16,59 265,50 9,82 0,617
Estégio lI/IV 18 45,85 39,17 — 51,95 18,31 329,50

Fonte: Hospital Dr. Luiz Anténio, 2003-2008, Brasiatal-RN
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6 DISCUSSAO

O CE é a neoplasia maligna mais comum da cavideadeamrrespondendo a
mais de 90% de todos os canceres orais. Segunaistituio Nacional do Cancer brasileiro
(INCA), espera-se para o ano de 2010 um total d&2D4novos casos para todo o pais
(INCA, 2010). Mundialmente, tem-se observado um entm na incidéncia dessa neoplasia
mas, em alguns paises, como india, Paquistio eanti@ ha uma prevaléncia
significativamente mais alta (IAMAROON et al., 2004

Estudos epidemiolégicos mostram que o CEO acomeséerpncialmente
homens entre a sexta e a oitava décadas de vigladmente, 0os pacientes possuem habitos
de risco para o desenvolvimento do cancer oraloccomsumo de tabaco e alcool de forma
isolada ou associada de maneira continua, sendingaal o sitio anatdbmico mais
frequentemente afetado (IAMAROON et al., 2004; GARALO; SPREAFICO; GAINI;
2007; RIBEIRO et al., 2009). A incidéncia do CE@pecialmente em pacientes jovnes, &
relativamente baixa, variando de 0,4% a 6,0% destas casos relatados (CUSUMANO et
al., 1998, IAMAROON et al., 2004, SIRIWARDENA et.,aP007), entretanto, um estudo
retrospectivo realizado recentemente no Brasilssgoteu uma taxa de 12,0% de ocorréncia
em pacientes com menos de quarenta anos de id#BEIRO et al., 2009). Chidzonga e
Mahomva (2006) por sua vez, também evidenciaranurea populacéo africana, que 18,4%
dos CEOs ocorreram em pessoas com idade abaix® dao%. Outro estudo realizado por
lamaroon et al.(2004) com 587 casos de CEO no darfeilandia estes autores encontraram
uma ocorréncia de 12,8% em pacientes com meno8 daat de idade. Veness et al. (2003)
encontraram um percentual de 13,4% de pacientesrams de 40 anos diagnosticados com
CE de lingua. Todos estes achados podem ser ucaiivdi de que, mesmo sendo pouco
frequente em pacientes jovens, a incidéncia do 8&sfe grupo etario vem aumentando em

vérias partes do mundo.

No presente estudo foi evidenciada predilecdo pasaxo masculino, tanto
para o grupo de pacientes com até 40 anos (62¢s#h),uma propor¢cdo homem: mulher de
1,66:1, como para o grupo com mais de 50 anos %©5,80 qual foi evidenciada uma

proporcao entre homens e mulheres de 1,86:1, $#@g&consagrado na literatura mundial.
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Os achados desta pesquisa em relagdo ao grupoctmtpa jovens foram
semelhantes aos encontrados nos estudos de lametradn (2004), Sasaki et al. (2005),
Sherin et al. (2008), Ribeiro et al. (2009) e Ahdis-Tadbir, Mehralani e Heydan (2010)
porém, divergiu dos resultados do estudo de Kusialat al. (1992) e Veness et al. (2003) no

qual foi relataram uma maior frequéncia em mulhgyas o grupo de pacientes jovens.

Quando se analisa o aspecto relacionado a locatizagatomica da lesdo, de
modo geral, a literatura demonstra que a linguaié frequentemente afetada pelo carcinoma
epiderméide, independentemente da idade do paci@AURIACOSE et al.,, 1992,
MACKENZIE et al.,, 2000; IAMAROON et al.,, 2004; CHAPANARUX et al., 2006;
HIROTA et al.,, 208; De PAULA et al.,, 2009; ANDISHEFADBIR; MEHRALANI;
HEYDAN, 2010). Em pesquisa realizada por Myresl.e{2900), observou-se que de 5,0% a
10,0% dos canceres de lingua ocorriam em pacieatesdade abaixo de 40 anos sendo que,

em muitos desses casos, ndo foram identificadésa®s de risco tradicionais.

Ao analisar os resultados desta pesquisa, em cetadstribuicdo topografica
na lingua, os casos para 0s grupos com idade a#nd® e acima dos 50 anos foram
semelhantes, ambos apresentando a borda lateralindga como a regido mais
frequentemente acometida com indices de 66,7%2%63gespectivamente. Ao avaliar essa
regido da lingua em relacdo ao sexo dos paciesdastatou-se um acometimento maior nos
homens pertencentes ao grupo com idade até 40(80@%6). Para os pacientes do grupo
com idade acima de 50 anos, a borda de linguarfgiao mais comum tanto para os homens
(75,0%) como para as mulheres (42,9%). Este achadncordante com a pesquisa realizada
no Brasil por Hirota et al. (2008), que encontramafnorda lateral como a regido da lingua
mais acometida para ambos 0s grupos, com maioréomi@ no grupo de pacientes com
menos de 40 anos (76,9%). Por outro lado, em urdhisanepidemiolégica do cancer de
lingua realizada por Lam, Logan e Luke (2006),cfomstatado que a regido da lingua mais
envolvida para os homens foi a base, seguida pate & a borda lateral. Na presente

pesquisa, a base de lingua foi a segunda regid&ofraguente.

Quando se analisa os fatores de risco associado@naer oral, varios estudos
demonstram relacdo com o habito de fumar e consdioool e, estima-se que esses fatores
estdo associados em 75% dos casos de CEO (Llevetllgh, 2004; SASAKI et al., 2005).
Porém, o significado desses fatores de risco i@mwits na carcinogénese oral em pacientes

jovens, permanece controverso. Nesta pesquisarvobisge um predominio da presenca de
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habitos, sendo estes evidenciados em 84,6% dos,aas@rupo com idade abaixo dos 40
anos. Quando analisado qual tipo de hébito estaesepte, destacou-se a informacéo do uso
de tabaco e alcool utilizados de forma conjunta 70%), corroborando os achados de
Llewellyn et al. (2004), os quais relataram que paxientes com menos de 40 anos
apresentaram fatores de risco similares aos emcm#ma populacdo em geral. Também, no
estudo realizado por lamaroon et al. (2004) conta&ms de CEO em pacientes tailandeses
com idade abaixo de 45 anos, os autores observquanos fatores de risco tradicionais
permaneceram importantes no desenvolvimento daeca@mal naquela populacdo. Ribeiro et
al. (2009), em estudo retrospectivo em pacientemn® brasileiros, constataram a presenca do
consumo de tabaco e alcool nesse grupo etéariota-gtaal. (2008), analisando a presenca do
consumo de tabaco e/ou alcool em um grupo de gasienm menos de 40 anos, verificaram
a presenca destes habitos em 92,3% dos casos enquanpara o grupo de pacientes com
idade acima dos 40 anos, em 60,5% dos casos, tedeiéncia do uso de bebida alcodlica e
de fumo. Contrariamente, a pesquisa realizada strdia, por Veness et al. (2003), indicou
que a frequéncia do habito de fumar era menor npogde pacientes com idade abaixo dos
40 anos. Em um trabalho atual, realizado por Aratishadbir, Mehrabani e Heydari (2010)
com 186 pacientes iranianos com CE de cabeca ®gmesoonstatou-se que a maioria dos
pacientes com idade abaixo de 40 anos (68,4%) pé&esentava nenhum fator de risco

associado a doenca, achado este contrario ao esmomia presente pesquisa.

Sasaki et al. (2005) observaram que tanto os masieom idade abaixo dos
40 anos quanto aqueles acima dos 40 anos de iestd®, expostos de maneira similar aos
fatores de risco tradicionais. De acordo ainda estes autores, embora 0s pacientes mais
jovens apresentem menor tempo de exposicdo aoedatle risco e, consequentemente,
menor tempo para a acdo carcinogénica do fumo @ocdol, mesmo assim as lesées foram
semelhantes aquelas do grupo mais velho, tantowuko jple vista clinico quanto morfologico.
Entretanto, outros autores, como Kuriacose etl8PZ) e Mackenzie et al. (2000), sugeriram
gue esses fatores de risco tradicionais ndo esgseies em pacientes com menos de 40
anos. Possiveis explicacbes para essa divergéadampestar relacionadas com variagdes
geograficas, bem como aspectos socioeconémicokuatsl das populacdes analisadas. Em
trabalho realizado no Brasil por De Paula et ab0@, foi percebido que a maioria dos
pacientes com idade abaixo de 45 anos relatarasnsumo de &lcool e tabaco por um longo
periodo, refletindo com isso a relagdo dos fatsmEsoecondmicos com o alto consumo de

bebidas alcodlicas e cigarro, que é muito altoais.p
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Os fatores envolvidos no desenvolvimento do CE@\xalteracdes genéticas,
modificages moleculares, deficiéncias nutricion@minossupressao, ocupacao profissional,
aspectos relacionados ao estilo de vida do indiyidixposicdo a fatores carcinogénicos
quimicos e fisicos e fatores histomorfolégicospeassido-se de maneira complexa e variada,
sdo os motivadores de muitos estudos que visamegoinsgdados relevantes em relacdo as
caracteristicas do desenvolvimento do CEO, bem @maliar o progndstico da doenca.

Quando se analisa o prognéstico de pacientes cod, @&a pacientes com
idade abaixo dos 40 anos, a literatura apreseritaniacées contraditorias o que gera
controvérsias ao assunto. Aspectos como localizay@oaria do tumor, presenca de
metastase regional ou a distancia e caracterigiitasas e morfolégicas da lesdo sao fatores

gue influenciam tanto no prognéstico, como na sotleedo paciente.

Para melhor entender o comportamento clinico ddesao, a Unido
Internacional Contra o Cancer desenvolveu o sistERM que tem por objetivo classificar os
casos de cancer em grupos, de acordo com os estdmios e para isto sdo avaliados o
tamanho do tumor (T), envolvimento de linfonodogiograis (N) e a presenca ou ndo de
metédstase a distancia (M). Essa classificacdo wsuagi se perceber que pacientes que
apresentavam tumores localizados possuiam taxa®hitevida maiores aqueles que ja se

apresentavam de modo disseminado (BRASIL, 2004).

No presente estudo, buscou-se verificar a preseng@uséncia de metastase
regional, sendo constatado que no grupo de pasieom®@ até 40 anos, lesdes metastaticas
para linfonodos regionais esteve presente em 69,80% casos. No entanto, quando
comparado ao grupo de pacientes com mais de 50est®$d0 apresentava metastase para
linfonodos regionais em 68,4% dos casos. Aplicadteste do Qui-quadrado, o mesmo
demonstrou haver uma associacao significante dpogaom menos de 40 anos com a
presenca de metastase regiormal=( 0,036). Esses resultados diferiram dos obtidas po
Friedlander et al. (1998), os quais relataram qaeieptes com menos de 40 anos, no
momento inicial do diagnéstico, ndo apresentavartéstese linfonodal e de Ribeiro et al.
(2008) que relataram em seu estudo auséncia dstassaegional por ocasido do diagnostico
inicial dos pacientes com menos de 40 anos, pomsaos resultados foram similares aos
encontrados no estudo de Veness et al. (2003) sadla, que mostraram haver uma maior
propor¢cdo de pacientes com menos de 40 anos afmedenmetastase regional (45,5%)

quando comparado com o0s pacientes mais velhos%24e7com o estudo de lype et al.
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(2001) que encontraram envolvimento dos linfonodegonais em 51,3% dos casos de
pacientes com menos de 40 anos na India. Por gu&iavardena et al. (2007) apresentaram
taxas significativamente maiores de metastasenotfal no grupo de pacientes com idade

acima de 40 anos.

Outro aspecto analisado no presente estudo, cotnitoide verificar possiveis
variacdes que interferissem no progndstico doseptes jovens acometidos pela neoplasia
em estudo, foi quanto o estadiamento clinico. Qslt@dos dessa pesquisa demonstraram
gue, nos pacientes com até 40 anos, houve um pheidodo estagio I, correspondendo a
42,9% dos casos. Entretanto, para os pacientesdamia acima dos 50 anos, o estagio mais
frequente foi o Il (40,0% dos casos), achado esteethante ao encontrado por Silveira et al.
(2007) em que a maioria dos casos com idade acin?) chnos encontrava-se no estagio |l.
Ainda reportando-se ao estudo de Silveira et @072, apenas um caso com idade de 40 anos
no momento do diagnaostico, ja estava no ultimogestéinico (IV) e apresentava baixo grau
de malignidade. Em trabalho realizado por Ho et24108) foi evidenciado que para 28 casos
pertencentes ao grupo de pacientes com menos dmae¥) onze casos (39,3%) estavam
classificados no estagio IV, achado similar ao atrado na presente pesquisa enquanto que
para o grupo com idade acima de 40 anos, houvdneauEncia maior de casos classificados

nos estagios | e 1l (46,4%).

Ainda com o objetivo de verificar se havia difer@n@ntre os grupos, foram
agrupados os casos dos estagios | e Il em um gnipo e 0 mesmo foi feito para os estagios
[l e IV. Assim, foi possivel observar que a maodos pacientes com menos de 40 anos
(78,6%) apresentava-se nos estagios Il e IV, aidlo um estado mais avancado da doenca,
engquanto que no grupo com mais de 40 anos, predoeminos estagios | e Il, demonstrando
dessa forma, um estado mais precoce da lesaoadplic teste do Qui-quadrado, evidenciou-
se uma associacao significativa do grupo com atané@ com estadiamentos clinicos mais
avancados, no momento do diagnoéstico inic@l=( 0, 012). Esse resultado apresenta
consonancia com os achados de lype et al. (200lyue constataram que 0s pacientes com
menos de 35 anos ja estavam nos estagios Il ealdfoenca, de Chitapanarux et al. (2006)
gue evidenciaram um percentual de 55% dos casomwans tailandeses classificados no
estagio Il e IV e de Siegelmann-Danieli et al. 98P que encontraram que pacientes com
idade abaixo de 45 anos ja apresentavam estagioocihais avancado quando comparado ao

grupo controle, no momento do diagnadstico.
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Ao analisar os dados deste trabalho em relacaaugm gle pacientes até 40
anos com a presenca de metéstase regional e estdgi® avancados da doenca no momento
do diagnéstico inicial, sugere-se que pode seriypeisem comportamento bioldégico mais
agressivo dos tumores no grupo de pacientes code id& 40 anos do que no grupo de
pacientes com idade acima dos 50 anos, mesmo goesagstejam expostos aos mesmos
fatores de risco (RIBEIRO et al., 2009; HIROTA kf 2008; VENESS et al., 2003; SASAKI
et al.,2005).

Além dos aspectos clinicos do CE de lingua indimaralor progndstico para a
lesdo, ha também outros aspectos para avaliar partamento biologico dessas lesfes tais
como suas caracteristicas morfolégicas e estenrativou a criagcdo de diversos sistemas de
gradacdo histoldégica de malignidade, como os ptopagor Broders (1920, 1941), Wahi
(1971), Anneroth e Hansen (1984), Anneroth, BassakLuna (1987), Bryne et al. (1989),
Bryne (1998) e Cardesa et al. (2005), tendo contiob central entender a agressividade do

tumor por meio das altera¢cdes morfologicas apradast

Varios estudos foram realizados, principalmentel@senvolvidos por Bryne
no final dos anos 80 e durante a década de 90risdgeevidéncias de que em carcinomas,
células malignas presentes em regifes mais prauddaumor, conhecidas confiont de
invasdo tumoral, possuem caracteristicas moleculaags diferenciadas, com a capacidade
de metastatizar, quando comparadas com regidesfisigie e centrais do tumor, tornando
essa regido a area mais importante do tumor pa&antdeacdo do seu prognostico. Baseado
neste aspecto, os resultados do estudo de Kurodaaba(2005) confirmam este fato uma vez
que foi encontrado que elevados escores de gradagfimnt invasivo foram altamente
prognésticos em casos de CE de lingua. Entretambtmla permanece controverso nas
pesquisas realizadas mundialmente se é possidiz@red comportamento bioldgico do CE
associando fatores prognésticos clinicos, histolisyi ou moleculares (BANKFALVI,
PIFFKO, 2000).

Considerando os aspectos morfolégicos analisadesanpesquisa, para o
grupo com até 40 anos, houve uma maior tendéndacaeos serem classificados em alto
grau de malignidade (56,2%). No entanto, no grup@akientes acima de 50 anos, houve
uma distribuicdo equilibrada entre os casos graakiadh alto e baixo grau de malignidade,
com 50% em cada grau. Esses achados foram simdasegncontrados por Silveira et al.

(2007), em que a distribuicao foi igual entre atdaixo grau de malignidade. Entretanto,
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quando aplicados testes estatisticos, ndo foi eeidéa diferenca estatistica significativa
entre os gruposp(= 0, 739). Considerando este aspecto, Atula €1886) relatam que, de
um modo geral, ha pouca evidéncia de que lesbgmermntes com idade abaixo dos 40 anos
sao histologicamente diferentes ou mais agresguwasaquelas de pacientes com idade acima
de 40 anos. Estes resultados se assemelham aesaadbs por Effiom et al. (2008) que
encontraram uma maior frequéncia do subtipo higiotd pobremente diferenciado para
47,6% dos 233 casos que compuseram a amostra uidoedo entanto, no estudo de
Odukoya et al. (1986) os mesmos evidenciaram quecas®s de CEOs pobremente
diferenciados estavam presentes no grupo formad@amentes com idades entre 31 e 40

anaos.

Diferentemente do observado no presente estudmlmahos apresentados por
Atula et al. (1996), Sasaki et al., (2005), lamara al. (2004), Ribeiro et al. (2008),
Garavello, Speafico e Gaini (2007), Chitapanarual e2006), Chidzonga (2006) e Sherin et
al. (2008) constataram que a maioria dos paciepessentava lesdes classificadas de bem a
moderadamente diferenciada, sugerindo que, histalognte, o CE de lingua em pacientes
com menos de 40 anos ndo seja muito diferenteumglte pacientes classicos. Talvez, uma
possivel explicacdo para essa disparidade nostadssl encontrados possa ser tanto em
relacdo a subjetividade dos sistemas de gradasiadgica de malignidade, concordando
com o raciocinio de Chidzonga (2006), como em &ag utilizacdo de metodologias
diferentes para gradacao histologica de malignidade

Ao aplicar o teste do Qui-quadrado, foi possiveldenciar associacdo
significante entre os estagios clinicos mais avdogala doenca com tumores classificados
em alto grau de malignidade € 0,002), sugerindo que os graus histologicosedgad podem
indicar o comportamento biolégico do CE de lingtamtretanto, esses achados foram
discordantes dos estudos de lamaroon et al. (2004) ndo encontraram correlacao
significativa entre a gradacao histologica de nmidigde e o estadiamento clinico,tanto no
grupo de pacientes com menos de 45 anos quantpacientes acima de 45 anos. No estudo
realizado por Silveira et al.(2007) nao foi evidada associagao significativa entre o sistema
de gradacdao histologica de malignidade e o estadfiBmtlinico, concluindo os autores que a
caracteristica morfolégica ndo pode ser utilizasfaa indicador do comportamento biolégico
do CEO.
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Dessa forma, observa-se que as pesquisas revedaftades conflitantes em
relagcdo a utilizacdo de fatores clinicos e morficldgyy como possiveis indicadores do
progndéstico e comportamento bioldgico em carcinoemdermoides orais e, devido a isso,
muitos estudos estdo sendo desenvolvidos utilizanttos fatores, como a avaliacéo do ciclo
celular (KUROKAWA et al., 2005), alteragcbes moleaek (SILVA et al., 2004) e fatores
genéticos (FOULKES et al., 1996), na tentativa dadhor elucidar esse comportamento
agressivo dos carcinomas, principalmente em lingua apresentam altos indices de

metastase para linfonodos cervicais (MYOUNG et24l06).

A capacidade proliferativa aumentada € uma dasipdrs caracteristicas para
a formacdo dos tumores (RABENHORST, BURINI, SCHMJTI®93) sendo que esta
atividade proliferativa das células neoplasicaslgente indica o grau de agressividade do
tumor por relacionar-se com o grau de malignidadlengsmo (TUMULURI et al., 2002;
TUMULURI et al., 2004). Alguns estudos tém sidolialos com a finalidade de se detectar
e quantificar as células tumorais em proliferac@m@ um parametro importante para o
progndéstico do paciente, bem como correlaciondelam @lgumas caracteristicas clinico-
patologicas, tais como estagio TNM, grau histoldgie malignidade, recidiva tumoral e
sobrevida do paciente (VICENTE et al.,2002; FUMIONKIC et al.,2003; SILVA et
al.,2004; KUROKAWA et al., 2005).

Variados métodos de deteccaouantificacdo de ceélulas proliferantes foram
desenvolvidos e protocolados, tais como a tradatioontagem de mitoses em microscopia
de luz, o estudo da incorporagéo da timidina tiitia posteriormente da bromodesoxiuridina
(BrdU), histoquimica (técnica AgNOR) e a imuno-tigiimica (van DIEST; BRUGAL;
BAAK, 1998; KRECICKI et al., 1999; FUMIC-DUNKIC dil., 2003). Dentre os marcadores
imuno-histoquimicos, 0os mais comumente utilizadams pesquisas para estudar a proliferacao
celular sdo o antigeno nuclear de proliferacdolae(@CNA) e o antigeno Ki-67, que sao
considerados ferramentas importantes para analigasliferacdo de células do tumor de uma
forma rapida e pratica (TUMULURI et al., 2002; MY@QGN\et al., 2006).

Nesta pesquisa, utilizou-se o marcador imuno-histogto Ki-67, uma vez
que é relatado na literatura que o mesmo € expsesaente em células proliferantes, isto é,
células que se encontram nas fase$SGG e M, tornando-se ausente nas células quiescentes.
Apds a mitose, o antigeno é rapidamente degradadimando assim que sua expressao
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encontra-se restrita aos eventos proliferativos RRKAWA et al., 2005; BRUNO,
DARZNKIEWICZ, 1992).

No presente estudo, a analise da expressdo do Ke6meio do indice de
positividade (IP) foi realizada rfoont de invasao tumoral por ser considerada a regias mai
representativa da lesdo em relacédo as alteractidaree (KUROKAWA et al., 2005). Nao
foram observadas diferencas significativas em &elagos IPs entre os grupos de pacientes
jovens e idoso9(= 0,494), indicando que para esse estudo a idagaadente parece nao ter
influenciado na proliferagéo celular. De forma $amiTumuluri et al.(2004), avaliando dois
casos em pacientes com idade abaixo de 40 anoarentg e cinco casos de pacientes com
idade acima de 40 anos, ndo observaram difereggéicativa entre 0os grupos em relacao a
proliferagcéo celular néront de invasédo do tumop = 0,52). Entretanto, Silva et al. (2008) ao
avaliarem 102 casos de CEO puderam constatar uor imgiice de marcacao para o Ki-67

em pacientes com idade acima de 59 apes(,05).

Ao avaliar os IPs de todos os casos estudadoserarye pesquisa, em relacao
a gradacao histolégica de malignidadép foi possivel observar diferenca estatistica (
0,076), divergindo dos achados reportados por Tumnek al. (2004) e Kurokawa et al.
(2005). Estes autores observaram que a proliferegi@lar, medida pela expresséo do Ki-67,
no front de invasdo tumoral apresentou uma forte correlpg&tiiva com o grau histologico
de malignidade em CEO. De acordo com Kurokawa .e(28i05), valores mais altos dos
indices de marcacédo para o Ki-67 podem indicar bimlagia mais agressiva para o tumor.
Uma possivel explicagdo para essa divergéncia mstier relacionada a utilizacdo de
metodologias diversificadas. Kurokawa et al.(20@aya obtencdo do indice de marcacgéao do
Ki-67, realizaram a contagem de 1000 células nsaasa utilizando a microscopia de luz em
aumento de 200x nioont de invasao tumoral. Por sua vez, Tumuluri et2604) realizaram
a analise quantitativa do Ki-67 utilizando imageapturadas por uma macro desenvolvida

especialmente para o estudo.

Quando realizada a andlise estatistica dos IPs @ata67 em relagdo as
metastases tanto regionas £ 0,734) como a distancip € 0,181), neste estudo néo foi
possivel verificar diferencas estatisticas sigaiftes. Em relacdo a metastase regional, o
resultado encontrado nesta pesquisa foi concord¢anteos estudos de Roland et al. (1994) e
Piffko et al. (1996), os quais ndao encontraramcégasignificativa entre proliferagéo celular e

envolvimento linfonodal. Para a metastase a digamc resultado encontrado na presente
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pesquisa foi compativel ao reportado no estudoalerid et al. (1994), que nao constataram
relacdo entre a expressao do Ki-67 e a presengaetistase. Entretanto, foi discordante do
achado por Tumuluri et al (2004), que observaram umdia de marcacdo do Ki-67 maior
(66%) em tumores que apresentavam metastase aathstilando comparados com tumores
sem metastase, esse achado foi estatisticamenificasigte = 0,045). De acordo com estes
autores, tumores com alto indice de proliferacdalare podem indicar um potencial de

metastase a distancia.

Ao comparar o IP para o Ki-67 em relacdo ao estaelido clinico
categorizado, no presente estudo, ndo se conslif¢oenca estatisticamente significane=(
0,617). Este resultado discorda do encontrado ponuluri et al. (2004), que observaram
relacdo direta entre proliferacdo celularframt de invasdo tumoral e o estadiamento clinico.
No estudo destes autores, os tumores pertencesgesstagios Il e IV apresentaram uma
meédia do indice de marcacdo para o Ki-67 maior de gs tumores categorizados nos
estagios | e Il = 0,034). Em consonancia com os achados desgatogumuluri et al.
(2004), Silva et al. (2008) observaram uma assaciagstatisticamente significante entre o
indice de proliferacéo celular, expresso pela piditde para o Ki-67, com o estagio clinico
da doenca. De acordo com Silva et al. (2008), pggseque apresentavam tumores com altos

indices de positividade para o Ki-67, possuiam taxa de sobrevida reduzida.

Frente aos achados dessa pesquisa, verificamos quaior agressividade
relatada para os casos de CEO em pacientes jovats méao esta relacionada com a
proliferacdo celular uma vez que ndo foi evidermiatiferenca entre os indices de
proliferacdo nos dois grupos estudados. Aléem dist@videnciada a participacédo dos fatores
de risco tradicionais no grupo de pacientes comeddaé 40 anos uma vez que em 84,6 % dos
casos havia relato de sua presenca. Sendo assiros @spectos ainda nédo esclarecidos
podem estar relacionados com a agressividade dalatssses casos merecendo a atencao dos
estudiosos no assunto e na busca de mais inforsagi@epossam auxiliar o entendimento

dessas lesbes em pacientes jovens.
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6 CONCLUSAO

» Na&o houve diferenca estatisticamente significagwére os indices de proliferacao
celular, obtidos pela expresséao do Ki-67, dos GEndjua entre o grupo de pacientes

com até 40 anos e o grupo acima de 50 anos de idade

» Na&o houve diferencga estatisticamente significatimtre os grupos de pacientes com
idade até 40 anos e o grupo acima de 50 anos egéoeh gradacdo histolégica de

malignidade dos CEs de lingua;

» Os fatores de risco associados ao cancer orakseqmados pelo uso do fumo e do

alcool, estavam presentes no grupo de pacientestznd0 anos;

» Foi evidenciada uma associacdo estatisticamentafisgmte entre o grupo de
pacientes com idade até 40 anos e metastase reiortg036) bem como os estagios

clinicos mais avancados da doenga@,012).
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APENDICES

APENDICE A

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Odontologia
Programa de Pés-Graduagédo em Patologia Oral
Projeto de Pesquisa:
Estudo comparativo da expresséo do Ki-67 em carcinta epidermoide de lingua em
pacientes jovens e idosos
Ficha para coleta de dados

N° do prontuério: N° do bloco Idade

Sexo ( ) 1- masc;2 - fem.
Habito: ( ) 1- fuma; 2- bebe; 3 - fuma e bebe;4 - ndo possui nenhum habito9 - ndo

informado
TNM: __ 1-Estag. I;2- Estag.ll;3- Estag.lll;4- Estag.IV,9- ndo informado
Tamanho do tumor: 1- 0-2 cm;2- 2-4 cm;3- acima de 4 cm; 9- ndo informado

Observacgoes:




APENDICE B

Ficha para anotagéo da anélise histomorfoldgica
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APENDICE C

Ficha para anotacao da imunomarcagao

Caso| Campol| Campo 4 Campo|l3 Campp4 Campgo5 GCadmp&ampo?7 | Campo8l Campo9 Campo)

+ - + - + - + - + - + - + - + - + - + -

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40




ANEXOS




111

ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA ORAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite para vocé participar da pesdisaudo comparativo da
expressao do Ki-67 em carcinoma epidermoide de ling em pacientes jovens e idosos”
que é coordenada pela Prof2. Dr2, Lélia Batist8aleza. Sua participacéo € voluntéria, o que
significa que vocé poderé desistir a qualquer maemeatirando seu consentimento, sem que
isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Essa pesquisa procura estudar o papel da probi@reglular através do uso
desses dois marcadores na tentativa de melhor cenbenecanismo de progressao do tumor
e assim estabelecer medidas que possam contribsirtratamentos empregados até o
momento para este tipo de lesdo. Caso decida moeitanvite, o (a) senhor (a) permitira a
utilizacdo dos blocos de parafina contendo amaltriesao que foi removida por indicacao
cirdrgica objetivando o diagndstico e tratamentaestes blocos serdo obtidos cortes
histoldgicos para confeccdo de laminas para o estéb havendo qualquer prejuizo para
vocé. ApOs a obtencdo dos cortes histolégicos paraferido projeto, os blocos serdo
devolvidos para os Arquivos do Servico Anatomopggiclo do Hospital Dr. Luiz Antdnio da

Liga Norte Riograndense Contra o Cancer.
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Todas as informagfes obtidas serdo sigilosas e@ae ndo sera identificado
em nenhum momento. Os dados serdo guardados emskgaro e a divulgacdo dos
resultados sera feita de forma a néo identificarobsntarios.

Se voce tiver algum gasto que seja devido a sugipacao na pesquisa, Vocé
sera ressarcido, caso solicite. Em qualquer momes#o vocé sofrer algum dano
comprovadamente decorrente desta pesquisa, vécéiteito a indenizacao.

Vocé ficara com uma copia deste Termo e toda addugue vocé tiver a
respeito desta pesquisa, podera perguntar diretarparna a Dr2. Lélia Batista de Souza, no
Departamento de Odontologia da UFRN situado naS®gado Filho, 1787- Lagoa Nova-
CEP: 59056-000, na disciplina de Patologia Orapelo telefone (84)3215-4132.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , declaro que compreendi os

objetivos desta pesquisa, como ela sera realizaslasiscos e beneficios envolvidos e
concordo em participar voluntariamente da pesquisa.

“Estudo comparativo da expressao do Ki-67 em carcoma epidermdide de lingua em
pacientes jovens e idosos”

Assinatura do Partaife

Profé. Dra. Lélia Batista de Souza.
Pesquisadora responsavel
Av. Sen. Salgado Filho, 1787, Lagoa Nova, CEP: 690 — Natal/RN
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ANEXOS

. LIGA NORTE RIOGRANDENSE CONTRA O CANCER
Liga DEPARTAMENTO DE ENSINO, PESQUISA
Contra o E EDUCAGAO COMUNITARIA
v\( Cancer COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Natal, 30 de setembro de 2009.

Parecer Consubstanciado N°. 051/051/2009.

Protocolo de Estudo: “Estudo comparativo da expressdo do MCM-2 e Ki-67 em
Carcinoma de lingua em pacientes jovens e idosos”

Pesquisadores Responsaveis: Thais Gomes Benevenuto e Profa. Dra Lélia Batista

Documentos presentes e adequados:
v" TCLE, com alteragdes sugeridas pelo CEP/LNRCC

Parecer: O termo de consentimento, bem como no projeto foi incluida a informacéao que o
bloco do paciente sera devolvido para a instituicdo tao logo as laminas sejam
confeccionadas, pois se for necessario uma revisdo do diagnéstico anatomo-patolégico
para uma decisao do tratamento oncolégico deste paciente, o material estara disponivel, e
assim nao retardara o novo tratamento proposto.

Portanto, o Comité de Etica da Liga Norte Riograndense expressa o seu parecer a
este estudo como APROVADO.

Informagdes ao pesquisador: segundo a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP, através do “Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa” e resolugao
196/96 do CNS o pesquisador responsavel devera:

1. Entregar ao sujeito da pesquisa uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE, na integra, por ele assinada (Res. 196/96 — CNS);

2. Desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado (Res. 196/96
— CNS);

3. Apresentar ao CEP/LNRCC eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original,
com justificativa; :

4. Apresentar ao CEP/LNRCC relatérios parciais (a cada 6 meses) e final apoés
conclusao da pesquisa.

OBS: Informamos também que nenhum dos pesquisadores envolvidos no estudo participou
e também ndo aprovou ou expressou sua opinido através de procuragdo a membros do CEP
para analise, aprovagao ou ndo, dos documentos }éferidos.

Dr. Edilmar de Moura Santos
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Liga Norte Riograndense Contra o Cancer
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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