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RESUMO

O cancer de boca representa uma importante condicdo de saude uma vez que
apresenta um indice de mortalidade de 3% a 10% em todo o0 mundo e a maioria dos
casos diagnosticados se apresentam em estadios avangados. O diagnostico tardio
do cancer de boca € um dos principais fatores que comprometem o progndstico e a
sobrevida do paciente. Muitos avangos ocorreram no campo da oncologia e mesmo
assim os carcinomas de cabecga e pescog¢o continuam com altas taxas de morbidade
e mortalidade. A ciclina D1 e o Ki-67 sdao marcadores biolégicos que se destacam
nas pesquisas atuais provavelmente relacionadas com a progressao tumoral. Dentro
dos objetivos propostos, este estudo visou avaliar a expressdo destes marcadores
pela técnica de imunoistoquimica e correlaciona-las com os dados clinicos e
morfolégicos nos carcinomas de células escamosas da lingua. Dos 30 pacientes
estudados, 9 (30%) foram a obito pela doenga, 7 (23,3%) se encontram vivos com
doenga em atividade e 14 (46,7%) se encontram vivos sem atividade da doenca.
Dentre as analises estatisticas, observou-se que quanto maior o T, maiores sdo as
chances de recidivas e menor a probabilidade de sobrevida livre de doenga. O
estadiamento T também mostrou possivel associacdo com a ciclina D1 e Ki-67.
Quanto maior a contagem dos marcadores pior foi a sobrevida global e a sobrevida
livre de doencga e a sobrevida global esta inversamente relacionada ao estadiamento
T e N. Enfatiza-se, portanto, a importancia do estadiamento TNM para o seguimento
dos carcinomas de células escamosas de lingua e chama-se atencéo para a relagéo

positiva da expressao destes marcadores com a pior sobrevida destes pacientes.

Palavras-chave: Imunoistoquimica. Carcinoma de células escamosas. Prognostico.

Marcadores biologicos. Ciclina D1. Ki-67.



ABSTRACT

Oral cancer is a major health condition since has a mortality rate of 3 % to 10 %
worldwide, with most cases diagnosed in advanced stages are presented. Late
diagnosis of oral cancer is one of the main factors that impact the prognosis and
patient survival. Many advances have occurred in the field of oncology and still
carcinomas of the head and neck continue with high rates of morbidity and mortality.
The cyclin D1 and Ki-67 are biological markers that stand out in the current research
probably related to tumor progression. Among the proposed objectives, this study
aimed to evaluate the expression of these markers by immunohistochemistry and
correlate them with clinical and morphological data in squamous cell carcinomas of
the tongue. In 30 patients, 9 (30 %) died from the disease, 7 (23.3 %) are alive with
active disease and 14 (46.7 %) were alive without disease activity . Among the
statistical analysis, was observed that the higher the T, the greater the chances of
recurrence and lower the probability of disease-free survival. The T stage also
showed possible association with the cyclin D1 and Ki -67. The higher the count of
markers was worse overall survival and disease-free survival and overall survival is
inversely related to T and N staging. Emphasize, therefore, the importance of TNM
staging for the monitoring of squamous cell carcinomas of the tongue and attention to
the positive relationship between the expression of these markers with worse patient

survival.

Keywords: Immunohistochemistry. Squamous cell carcinoma. Prognosis. Biological
markers. Cyclin D1. Ki-67.
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1 INTRODUGAO

O cancer € o maior problema de saude publica nos Estados Unidos e em
algumas partes do mundo. Nos Estados Unidos uma a cada quatro mortes ocorrem
em decorréncia do cancer. Estimativas de novos casos para 2013 chegam a mais de
1,5 milhdo de pessoas com as mortes chegando a quase 600.000. No ano de 2009 o
cancer foi a segunda principal causa de morte entre todas as idades e em ambos os
géneros, além disso, foi a principal causa de morte entre as idades de 40 a 79 anos
com grande numero de individuos acometidos entre 60 e 79 anos (SIEGEL,;
NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

As estatisticas do cancer bucal para o Brasil em 2012 foram de 9.990 homens
acometidos e de 4.180 mulheres com taxa bruta de 10,41 e 4,18 respectivamente
para cada 100.000 habitantes. Para o estado de Minas Gerais foram registrados 970
novos casos em homens e 430 novos casos em mulheres, com taxas brutas de 9,6
e 4,14 respectivamente para cada 100.000 habitantes. No ano de 2000, na cidade
de Belo Horizonte, ocorreram 104 novos casos em homens e 50 novos casos em
mulheres, sendo que em 2012 a estimativa foi de 150 novos casos em homens e 60
novos casos em mulheres (BRASIL, 2012).

O cancer de boca representa uma importante condicdo de saude uma vez que
apresenta um indice de mortalidade de 3% a 10% em todo o mundo sendo que a
maioria dos casos diagnosticados se apresenta em estagios avangados. O
diagndstico tardio do cancer de boca é um dos principais fatores que compromete o
prognostico e a sobrevida do paciente. Quase 50% dos casos diagnosticados entre
2002 e 2008 nos Estados Unidos da América apresentavam comprometimento
regional e ndo somente uma lesdo localizada (BITTAR et al.,, 2010; SIEGEL;
NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

Para o cancer bucal, a média mundial de sobrevida em 5 anos é de 46% e o
diagndstico precoce e a prevengao através do controle dos fatores de risco s&o
importantes indicadores para uma melhoria na qualidade de vida da populacéo.
Taxas de incidéncia e mortalidades podem ser reduzidas em todo o mundo com
politicas de prevencao, promogao e educagado em saude, enfatizando o diagndéstico
precoce e o tratamento (BITTAR et al., 2010; RAZMPA; MEMARI; NAGHIBZADEH,
2011).
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Amorim Filho et al. (2003) e Fardin et al. (2004) ressaltam uma maior
associagao entre o tabagismo e o cancer de lingua quando comparado a outros
locais na boca. Além disso, ha uma associagao importante entre o estadio avancado
[l e IV com um longo tempo de uso do tabaco e das bebidas alcodlicas, quando o
consumo do tabaco supera o do alcool.

Mesmo em pacientes mais jovens, com menos de 40 anos de idade, o local
de maior incidéncia do cancer de boca € a lingua. O estadio da doenca é associado
significativamente com o prognostico em pacientes jovens e mais idosos. A forte
influéncia do estadio clinico para o melhor prognostico enfatiza a importancia do
diagnostico precoce e tratamento conservador do cancer bucal (SASAKI et al.,
2005).

Ha importantes avangos referentes a oncologia € mesmo assim o0s
carcinomas de cabeca e pescogo continuam com altas taxas de morbidade e
mortalidade. Pesquisas da histéria natural da doenca, particularmente as lesdes
potencialmente malignas ajudam a desenvolver programas de rastreamento para as
desordens individuais. O desenvolvimento de marcadores tumorais com alta
sensibilidade e especificidade auxiliam na deteccdo de pacientes e lesdes de risco
(MASSANO et al., 2006; WARNAKULASURIYA, 2009).

Dentre as alteragbes genéticas frequentemente observadas no cancer de
lingua destacam-se a superexpressdo da ciclina D1, a inativacdo do p53, a
superexpressdao do EGFR e a amplificacdo de c-myc (GOESSEL et al., 2005). A
expressdo elevada do Ki-67 esta correlacionada com recidivas loco-regionais,
tornando-o um marcador potencial na importadncia do tratamento destas lesoes,
podendo ser abordado mais agressivamente diante destas informag¢des (WANGSA
et al.,, 2008). Entretanto, ndo se sabe ao certo como ocorre a interacdo destas
alteragdes genéticas durante a transicdo do epitélio normal ao epitélio com
caracteristicas de malignidade. A habilidade para desvendar este processo sera uma
grande ferramenta de aprimoramento para entendimento do processo da
carcinogénese (GOESSEL et al., 2005).

A ciclina D1 desempenha um papel critico na transi¢cao entre as fases G1 e S
do ciclo celular e, numa cascata de eventos, induz a transcricdo de genes alvo. A
superexpressao da proteina e amplificacdo do gene da ciclina D1 foram relatados

em varios tumores humanos, incluindo carcinomas de células escamosas de cabeca
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e pescoco. A expressdo aumentada dessa proteina € sinal de iminente
transformacédo maligna (MOTOKURA; ARNOLD, 1993; KOVESI; SZENDE, 2006).
Torna-se, portanto, motivante procurar fatores relacionados ao progndstico e
mais estudos sobre marcadores bioldgicos e suas aplicagdes praticas poderao trazer
melhorias no prognostico e no sucesso terapéutico, diminuindo as taxas de

morbidade e mortalidade do cancer.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

O cancer de boca pode ser entendido como um conjunto de neoplasias que
envolvem os labios e a boca, sendo encontrado principalmente na lingua, assoalho
de boca, palato, gengiva e rebordo alveolar (BRASIL, 2012).

Na boca e na faringe ocorrem cerca de 210.000 novos casos de cancer no
mundo, por ano. Estimou-se para o ano de 2013, nos Estados Unidos da América,
41.380 novos casos, em uma proporcao de quase 3:1 entre homens e mulheres
(LAM; LOGAN; LUKE, 2006; BRASIL, 2012; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL,
2013). Agrawal; Rajderkar (2012) encontraram, no cancer de boca, 78,13% de
homens sendo uma taxa de propor¢cao homens/mulheres de 3,57:1.

A lingua é o local de maior incidéncia do cancer de boca, envolvendo mais
que 40% dos casos, com uma taxa global de 0,41% de todas as neoplasias
malignas, sendo classificado como carcinoma de células escamosas na grande
maioria dos casos. Muitos estudos demonstram a maioria dos canceres bucais
acometendo a lingua e a grande incidéncia dos cénceres acomete homens com
mais de 50 anos de idade. A estimativa de 2013 para neoplasias de lingua nos
Estados Unidos da América foi de 13.500 casos num total de 41.380 canceres de
boca e faringe (COSTA; ARAUJO JUNIOR; RAMOS, 2005; SASAKI et al., 2005;
LAM; LOGAN; LUKE, 2006; SILVEIRA et al., 2008; RAZMPA; MEMARI;
NAGHIBZADEH, 2011; AGRAWAL; RAJDERKAR, 2012; SIEGEL; NAISHADHAM;
JEMAL, 2013).

Sobre os fatores de risco para o cancer bucal pode-se destacar o tabaco, em
todas as suas formas, e o etilismo, além do habito de mascar betel e o baixo
consumo de frutas e vegetais. Sdo citados como fatores de risco fortemente
sugestivos a radiagao solar e outras formas de radiagdo; como possiveis fatores de
risco, alguns virus e a deficiéncia imunologica e como fatores de risco especulativos
0s enxaguantes bucais, o consumo de mate, a doenga periodontal e a transmiss&o
familiar (BLOT et al., 1988; PETERSEN, 2003; GILLISON, 2007; PETERSEN, 2009;
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PETTI, 2009; WARNAKULASURIYA, 2009; AGRAWAL; RAJDERKAR, 2012;
BRASIL, 2012; TOBACCO, 2012).

Em todo o mundo 25% das lesdes de céncer bucal sdo atribuidas ao tabaco, 7
a 19% ao alcool, 10 a 15% as deficiéncias nutricionais e mais de 50% ao habito de
mascar betel, sendo a carcinogenicidade dose-dependente e ampliada por multiplas
exposicoes (PETTI, 2009).

No estudo de Blot et al. (1988) foram comparados os pacientes com cancer
bucal e de faringe com um grupo controle e o indice de tabagistas e etilistas entre os
individuos que desenvolveram cancer de boca e faringe foi significativamente maior.
Dentre os pacientes com cancer, 93% dos homens e 83% das mulheres eram
tabagistas, enquanto que as porcentagens eram significativamente menores no
grupo controle (78% dos homens e 53% das mulheres). Entre os pacientes
tabagistas, quase todos (95% homens, 91% mulheres), também eram etilistas.
Quase todos os casos de cancer (94% homens, 82% mulheres) ocorreram em
etilistas, com porcentagens significativamente mais baixas no grupo controle (83%
homens e 60% mulheres). Entre os pacientes que consumiram bebidas alcodlicas,
quase todos (95% homens e 94% mulheres) também eram tabagistas. Este estudo
coloca o tabagismo e o etilismo como principais fatores de risco do cancer de boca e
faringe. Os riscos em individuos tabagistas e etilistas podem aumentar em 35 vezes,
de acordo com a quantidade utilizada e a concomitancia de uso.

Embora a maioria dos céanceres de boca resulte de um efeito combinado de
tabaco e alcool, existe uma forte relagao entre dose e utilizagdo, comprovando que
ambos os produtos, mesmo isolados, podem induzir ao cancer (BLOT et al., 1988).
Para Petersen (2009) o risco associado ao consumo de alcool e tabaco tem sido
estimado em 80% para os homens e 61% para as mulheres, com uma taxa geral de
74%.

A literatura confere importante destaque aos fatores de risco como tabaco e
alcool, no entanto existem aproximadamente 20% de casos de cancer de boca sem
etiologia conhecida, destacando-se o aumento de casos em pacientes mais jovens,
sem historia de tabagismo ou etilismo, o que pode indicar exposicdo a outros
agentes carcinogénicos e uma incidéncia heterogénea em diferentes regides
geograficas. Outro ponto importante € o papel potencial da relagdo do HPV (virus
papiloma humano) na etiologia dessas lesbes devido a mudangas no
comportamento sexual (GILLISON, 2007; VARGAS-FERREIRA et al., 2012).
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As medidas para prevenir o cancer de boca e faringe devem ser voltadas para
a reducao no consumo de tabaco e alcool (BLOT et al., 1988; PETERSEN, 2003;
WARNAKULASURIYA, 2009; RAZMPA; MEMARI; NAGHIBZADEH, 2011;
TOBACCO, 2012), no entanto, do ponto de vista de saude publica, a erradicagéo
deste comportamento € um processo bastante dificil, principalmente com individuos
que ndo conseguem parar devido ao vicio ou ao prazer destes comportamentos
(PETTI, 2009).

2.2 O ESTADIAMENTO TNM

Existe um sistema para classificagdo das lesdes malignas bastante utilizado e
padronizado mundialmente, denominado TNM (tumor, nddulos linfaticos e
metastases). Este sistema é utilizado para descrever a extensdo anatbmica da
neoplasia e tem por base a avaliacdo de trés componentes: T - a extensao do tumor
primario; N - a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em linfonodos
regionais; M - a auséncia ou presengca de metastase a distdncia. A adigdo de
numeros a estes trés componentes indica a extensdo da doenga maligna (TABELAS
01 E 02) (BRASIL, 2004).
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Tabela 1- Classificagdo do tumor primario e o acometimento dos linfonodos no estadiamento TNM.

Estadio
T

Caracteristicas

Estadio
N

Caracteristicas

X

T0

Tis

T1

T2

T3

O tumor primario nao pode ser
avaliado
N&o ha evidéncia de tumor

primario
Carcinoma in situ

Tumor com 2 cm ou menos em

sua maior extensao

Tumor com mais de 2cm e até

4cm em sua maior extensao

Tumor com mais de 4 cm em sua

maior extensao

NX

NO

N1

N2

N2a

Os linfonodos regionais nao
podem ser avaliados
Auséncia de metastase em

linfonodos regionais

Metastase em um uUnico
linfonodo homolateral, com
3 cm ou menos em sua

maior extensao

Metastase em um unico
linfonodo homolateral, com
mais de 3 cm e até 6 cm
em sua maior extensao, ou
em linfonodos homolaterais
multiplos, nenhum deles
com mais de 6 cm em sua
maior extensao; ou em
linfonodos bilaterais ou

contralaterais, nenhum

deles com mais de 6 cm em

sua maior extensao

Metastase em um Unico
linfonodo homolateral, com
mais de 3 cm e até 6 cm

em sua maior extensao
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Tabela 1- Classificagdo do tumor primario e o acometimento dos linfonodos no estadiamento TNM.

(continuagao)

Estadio Caracteristicas Estadio Caracteristicas
T N
T4a Tumor que invade estruturas N2b Metastase em linfonodos
(Labio) adjacentes: cortical 6ssea, nervo homolaterais multiplos,
alveolar inferior, assoalho da nenhum deles com mais de
boca, ou pele da face 6 cm em sua maior
extensao
T4a Invade estruturas adjacentes: N2c Metastase em linfonodos
(Cavidade cortical 6ssea, musculos bilaterais ou contralaterais,
oral) profundos/extrinsecos da lingua nenhum deles com mais de
(genioglosso, hioglosso, 6 cm em sua maior
palatoglosso e estiloglosso), extenséo
seios maxilares ou pele da face
T4b Invade o espago mastigador, N3 Metastase em linfonodo
(Labio e ldaminas pterigoides, base do com mais de 6 cm em sua
cavidade cranio ou carotida interna maior extenséo
oral)

FONTE: Adaptado de BRASIL, 2004.

Tabela 2- Classificagdo da metastase a distancia no estadiamento TNM.

Estadio M Caracteristicas
MX A presencga de metastase a distédncia nao
pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

FONTE: BRASIL, 2004.
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Este sistema foi proposto entre os anos de 1943 e 1952 por Piere Denoix e
estd em constante aprimoramento (BRASIL, 2004). O propodsito do sistema TNM é
de facilitar o planejamento do tratamento, prognéstico, avaliagdo uniforme e
comparacgao dos resultados de tratamento, facilitando a troca de informagdes entre
os centros de tratamento e contribuindo para a continuidade da pesquisa sobre o
cancer (BRASIL, 2004; VAN DER SCHROEFF; BAATENBURG DE JONG, 2009).

O principal propésito a ser conseguido pela concordancia internacional na
classificagdo dos casos de cancer pela extensdo da doenga € fornecer um método
que permita comparagdes entre experiéncias clinicas sem ambiguidade. Para
desenvolver e sustentar um sistema de classificacdo aceitavel para todos os
usuarios ha a necessidade de uma proximidade entre todos os comités nacionais e
internacionais. Somente dessa forma todos os oncologistas estardo aptos a usar
uma linguagem comum na comparagédo de seu material clinico e na avaliagdo dos
resultados do tratamento (BRASIL, 2004).

Duas classificagdes sao descritas para cada localizacdo anatdbmica, a
saber: a) A classificagao clinica (classificagao clinica pré-tratamento), designada
TNM (ou cTNM), tem por base as evidéncias obtidas antes do tratamento. Tais
evidéncias surgem do exame fisico, diagnodstico por imagem, endoscopia, bidpsia,
exploragcédo cirurgica e outros exames relevantes; b) A classificagdo patologica
(classificacdo histopatoldgica pods-cirurgica), designada pTNM, tem por base as
evidéncias conseguidas antes do tratamento, complementadas ou modificada pela
evidéncia adicional conseguida através da cirurgia e do exame histopatologico. A
avaliacdo histopatologica do tumor primario (pT) exige a ressecgao do tumor
primario ou biopsia adequada para avaliar a maior categoria pT. A avaliagado
histopatolégica dos linfonodos regionais (pN) exige a remocgéo representativa de
nodulos para comprovar a auséncia de metastase em linfonodos regionais (pNO) e
suficiente para avaliar a maior categoria pN. A investigacdo histopatologica de
metastase a distancia (pM) exige o exame microscoépico (BRASIL, 2004).

Para simplificar estas 32 possibilidades na combinacdo de T, N e M pode-se
reduzir a classificacdo em 4 estadios (TABELA 03) para refletir e diferenciar mais
homogeneamente entre os estadios (VAN DER SCHROEFF; BAATENBURG DE
JONG, 2009).



Tabela 3 — Agrupamento das diferentes possibilidades do TNM em estadios.
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Estadio T NeM
Estadio 0 Tis NOMO
Estadio | T1 NOMO
Estadio Il T2 NOMO
Estadio llI T1, T2 N1MO
T3 NO, N1 MO
Estadio IVA T1,T2, T3 N2MO
T4A NO, N1, N2 MO
Estadio IVB Qualquer T N3MO
T4b Qualquer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

FONTE: BRASIL, 2004.

O sistema TNM ¢é a maior contribuicdo para os cuidados com a doencga e a
pesquisa, entretanto existem algumas limitagbes importantes porque € baseado
isoladamente na morfologia tumoral e ndo considera fatores relacionados ao
paciente para o progndstico tais como idade, género e comorbidades nem fatores
como marcadores bioldgicos e moleculares. Uma outra limitagdo importante do
sistema refere-se a localizacdo tumoral e n&o difere este fator na classificagdo do
estadiamento. Assim, o sistema TNM n&o é satisfatoriamente completo para suprir
os prognosticos individualizados. Com isso, os autores recomendam enfaticamente
que uma nova melhoria seja feita no sistema TNM que pudesse incluir os fatores
relevantes citados bem como parametros de biologia molecular (VAN DER
SCHROEFF; BAATENBURG DE JONG, 2009).

2.3 MICROSCOPIA E IMUNOISTOQUIMICA

Rapidis et al. (2009), em trabalho de revis&o, concluiram que a técnica de
imunoistoquimica e a identificacdo de alteragdes genéticas levam a uma importancia
significativa do progndstico, além de adicionar um progndstico mais preciso pré e
pos-operatorio. Muitas pesquisas atuais visam estabelecer critérios que determinem
o comportamento biolégico dessas neoplasias. O estudo do comportamento
biolégico de uma neoplasia € muito importante na avaliagdo do seu progndstico
(SCHLUTER et al.,, 1993; GUERRA, 2002; THOMSON et al., 2008; HUMAYUN;
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PRASAD, 2011; KUMAR; KANE; RATHOD, 2012).

A despeito dos progressos alcangados no diagnostico e na terapéutica do
cancer, a elaboragdo adequada do progndéstico para os carcinomas de células
escamosas de boca e lesdes cancerizaveis ainda apresentam grandes dificuldades,
sendo importante ressaltar que uma mudanga significativa no tempo e qualidade da
sobrevida dos pacientes portadores de cancer de boca sé ocorrera com o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e que estao relacionadas com a
padronizacdo de procedimentos técnicos através da utilizagdo dos marcadores
tumorais (BARROS; MAGALHAES; SCHMIT, 2005).

O critério microscopico tem sido usado como indicador do progndstico, no
entanto com algumas desvantagens: grau de diferenciagdo pode variar em
diferentes locais na mesma lesdo; o fragmento de bidpsia pode ser insuficiente; e a
subjetividade do observador. Guerra (2002) e Massano et al. (2006) fizeram uma
revisao da literatura com buscas no PubMed/ Medline e sites das revistas cientificas
especializadas buscando alcancar textos concisos e informativos para os fatores
envolvidos com o cancer tanto os mais bem estabelecidos como os mais recentes,
formulando questdes relacionadas ao paciente, lesdo e fatores relacionados ao
tratamento. Estes autores concluiram que, atualmente, os fatores mais importantes
para o progndstico s&do: estadiamento, acometimento extracapsular, espessura do
tumor e margem de resseccgao livre.

A analise do front de invasdo tumoral € de grande relevancia por indicar
interagbes do tumor com o hospedeiro e, também, por indicar a agressividade e o
prognostico. Deve-se também dar importancia a alguns fatores tais como a distingao
biolégica de cada paciente e a distingdo bioldgica da malignidade que faz com que
existam comportamentos diferentes da doenca frente ao hospedeiro e do hospedeiro
frente a doenga (MASSANO et al., 2006).

Rapidis et al. (2009), em artigo de revisdo, consideram que nos ultimos 30
anos se viu um grande aumento no conhecimento da carcinogénese do cancer bucal
bem como os avangos tecnologicos no diagnostico dessa doenga. Avangos no
tratamento incluiram o esclarecimento de muitos fatores etiopatogénicos, a
valorizagcdo da ciéncia basica, os avangos no diagndstico histopatoldgico e
imaginologico.

A conducdo do tratamento com radioterapia, quimioterapia e cirurgia em

procedimentos combinados que visam preservacao de estruturas nobres, menor
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prejuizo aos tecidos adjacentes e ainda a reabilitagdo e reconstrugdes cirurgicas e
protéticas, vem diminuindo as sequelas e efeitos colaterais do tratamento. Mesmo
com todo este progresso, a sobrevida da doenga aumentou pouco embora a
qualidade de vida tenha melhorado significativamente (RAPIDIS et al., 2009).

A progresséo do tumor € um processo de multiplas etapas e multifatorial onde
os tumores em estadio avancado (T4) e com linfonodos clinicamente positivos
tornam o prognostico desfavoravel, enfatizando a necessidade de melhorar o
controle do cancer e adquirir mais conhecimentos a respeito da evolugao da doencga
(BRASILEIRO FILHO, 2004; MASSANO et al.,, 2006; SIEGEL; NAISHADHAM;
JEMAL, 2013).

2.4 O CICLO CELULAR E A CARCINOGENESE

A carcinogénese envolve um processo de multiplas etapas. As neoplasias
possuem varias caracteristicas como crescimento excessivo, invasividade local e
capacidade de formar metastases. Muitas neoplasias adquirem um potencial
maligno maior durante o passar do tempo, ndo simplesmente representando um
aumento do tumor mas sim uma progressdo tumoral com capacidade de invaséo,
velocidade de crescimento, capacidade metastatica entre outros. Com esta
transformacdo e consequentemente progressdo tumoral, a massa tumoral torna-se
enriquecida por variantes que tem maior potencial de driblar as defesas do
hospedeiro e sao portanto mais agressivas. Acredita-se que cada gene da neoplasia
possua uma fungdo especifica e a sua desregulacédo contribui para a progressao
tumoral (BRASILEIRO FILHO, 2004; KUMAR et al., 2008).

Existem alteracbes fundamentais na fisiologia celular que em conjunto podem
apresentar papel importante nas neoplasias malignas: 1- auto-suficiéncia de fatores
de crescimento; 2- insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento; 3- evasao da
apoptose; 4- potencial replicativo ilimitado; 5- desenvolvimento e manutengao de
angiogénese; 6- capacidade para invadir e metastatizar; 7- instabilidade gendémica
resultando em defeitos no reparo do DNA (HANAHAN; WEINBERG, 2000;
BRASILEIRO FILHO, 2004; KUMAR et al., 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os
canceres podem se tornar autbnomos se os genes que conduzem o ciclo celular se

tornarem desregulados por mutag¢des ou amplificacdo (RUBIN, 2006).
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O ciclo celular consiste em uma série complexa de eventos altamente
regulados que culminam com a duplicacdo do DNA e divisdo celular. No entanto,
uma vez iniciado, o fenbmeno nao progride automaticamente. Existem pontos
estratégicos ou de restrigdo, nos quais ha uma parada (checkpoints), podendo
ocorrer ativagdo ou bloqueio do ciclo (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Assim, no
ciclo celular as células se encontram em duas fases: 1- mitose: as células dividem
seu material nuclear e fazem a citocinese; 2- interfase: periodo entre duas divisdes
celulares (HANAHAN; WEINBERG, 2000; RUBIN, 2006).

As fases constituintes do ciclo celular sao M, GO, G1, S e G2. Nos mamiferos
o principal ponto de regulagdo esta na fase G1 no primeiro ponto de restricdo, que
uma vez ultrapassado permite a célula prosseguir nas fases S e G2. Dependendo da
sua intensidade, lesbes do DNA podem parar o ciclo celular em G1 ou induzir
apoptose. H4 um mecanismo sensor complexo que ativa a expressao da proteina
p53 a qual estimula genes para a sintese de outras proteinas que param o ciclo em
G1, S ou G2 ou induzem apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A progressao do ciclo celular depende de mecanismos reguladores que
envolvem pontos de controle e asseguram que a célula ndo progride até mitose se a
fase S nao estiver completa e se qualquer dano de DNA nao tiver sido reparado. Os
bloqueios na progressdo do ciclo celular em G1 e G2 frequentemente provocam
apoptose como uma via de corregdo. Esse fendmeno contribui para a indugao de
morte de célula tumoral em resposta a diferentes agentes quimioterapéuticos
(RUBIN, 2006).

A regulacdo do ciclo celular é feita sobretudo pelas Cdk (cyclin dependent
kinases: Quinases dependentes de ciclinas) e pelas ciclinas que se ligam as Cdk e
controlam a taxa de fosforilagdo das proteinas responsaveis pelos inumeros
fendbmenos que ocorrem na divisdo celular (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O
complexo ciclina-cdk fosforila as proteinas alvo que conduzem a célula através do
ciclo. As mutagbes desregulam a atividade das ciclinas e CDKs favorecendo a
proliferagao celular. A amplificacdo do gene da cdk4 é encontrada em melanomas e
alguns sarcomas. Os genes da ciclina D estdo superexpressados em muitas
neoplasias como a mama, eso6fago, figado e linfomas (BRASILEIRO FILHO, 2004;
KUMAR et al., 2008).

As ciclinas sdo assim chamadas pela sua natureza ciclica, ou seja, sao
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produzidas e degradadas rapidamente durante o ciclo celular, de forma ciclica, nas
diferentes etapas deste ciclo e recebem nomes diferentes de acordo com algumas
propriedades funcionais e momentos em que atuam (BRASILEIRO FILHO, 2004,
KUMAR et al., 2008).

A progressao ordenada das células através das diversas fases do ciclo celular
€ orquestrada pelas ciclinas e pelas quinases ciclina-dependentes (CDKs) e seus
inibidores. As ciclinas sao sintetizadas durante fases especificas do ciclo celular, e
sua fungao € ativar as CDKs. No término dessa tarefa, os niveis de ciclina caem
rapidamente. Mais de 15 ciclinas foram identificadas; as ciclinas D, E, A e B
aparecem sequencialmente durante o ciclo celular e se ligam a uma ou mais CDKs.
A ciclina D €& a primeira a aumentar no ciclo celular, sendo um fator chave na
progresséo do ciclo. Existem trés formas de ciclina D: D1, D2 e D3 (KUMAR et al.,
2008). A ciclina D1 se expressa em células epiteliais na transi¢do entre as fases G1
e S do ciclo celular. Por meio de imunoistoquimica, sua expressao € localizada na
camada parabasal. Em certos tipos celulares, a ciclina D1 induz a apoptose. A
expressdo aumentada dessa proteina é sinal de iminente transformagdo maligna
(KOVESI; SZENDE, 2006).

A homeostase tecidual e a quiescéncia celular sdo mantidas dentro de um
tecido normal através do funcionamento de multiplos sinais antiproliferativos. As
células podem ser forcadas a sair do ciclo de proliferagao ativa para um estado
de repouso a partir do qual eles podem ressurgir em alguma ocasidao futura,
guando sinais extracelulares permitam. Ou entdo, as células podem abandonar
definitivamente o seu potencial proliferativo por ser induzido a entrar em estado
pos-mitético. Para que as células cancerosas evoluam elas devem driblar estes
sinais antiproliferativos. Grande parte deste funcionamento esta devidamente
relacionado ao ciclo celular mais especificamente aos componentes que regulam
a passagem da célula através da fase G1 do ciclo de crescimento. Em nivel
molecular, a grande maioria dos sinais antiproliferativos sdo canalizados atraveés
da proteina retinoblastoma (pRb) (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O rompimento da via de pRb ativa a liberacdo de E2F e, assim, permite a
proliferacdo das células, tornando as células insensiveis a fatores anticrescimento
que normalmente operam ao longo desta via para bloquear o avango através da fase
G1 do ciclo celular (HANAHAN; WEINBERG, 2000).



27

O ciclo celular progride através de quatro fases sequenciais e a passagem
através do ciclo celular é rigorosamente controlada por CDK. Cada ciclina apresenta
um padrdo caracteristico de expressdo e de degradacdo, o que contribui para a
coordenacao dos eventos da mitose. A ciclina D1 desempenha um papel critico na
transicao de G1 para a fase S do ciclo celular. Complexos de ciclina D1 e CDK 4 ou
6 fosforilam a pRb, liberando fatores de transcricdo E2F e consequentemente, induz
a transcricdo de genes alvo. A superexpressao da proteina e amplificagdo do gene
da ciclina D1 foram relatados em varios tumores humanos, incluindo carcinomas de
células escamosas de cabecga e pescoco (MOTOKURA; ARNOLD, 1993).

2.5 MARCADORES CELULARES KI-67 E CICLINA D1

Ki-67 é uma proteina nuclear ndo-histona humana presente na regido peri-
cromossomal e associada ao controle do ciclo celular. A expressao dessa proteina
esta associada a proliferagcdo celular e € amplamente utilizada como marcador de
proliferacdo, para mensurar a fracdo de crescimento de células em tumores
humanos (SCHLUTER et al.,, 1993). A meia-vida estimada de Ki-67 é de 60 a 90
minutos, comegando a ser expresso na fase S, aumentando progressivamente entre
S e G2, e alcanga um platd na mitose. Apds a divisao celular, as células retornam a
fase G1 com um estoque de Ki-67, cujo nivel diminui rapidamente nessa fase
(HUMAYUN; PRASAD, 2011).

Em um trabalho sobre lesdes cancerizaveis, os pacientes foram analisados
quanto aos fatores de risco, submetidos a excisdo a laser das lesdes e
acompanhados durante 5 anos. Neste periodo, observagdes quanto a recorréncia da
lesdo ou surgimento de lesGes em locais distintos eram analisadas, assim como
observagdes na coloragdo de hematoxilina-eosina, classificando o tipo de displasia.
Por meio da técnica de imunoistoquimica, as amostras eram analisadas em
microscopio acoplado a computador e os indices da expresséao de ciclina A, B1 e Ki-
67 eram calculadas por meio da contagem do numero de células positivas entre
1000 células. Leucoplasias com indice de proliferacdo celular mais alto demonstram
maior incidéncia de recidiva da lesdo, diferenca estatisticamente significante
comparada a lesdes com indices menores que o valor médio. Dessa forma, a
expressao de Ki-67 pode ter um papel essencial como ferramenta clinicamente util
de previsdo do comportamento biolégico da lesdo (THOMSON et al., 2008).
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Humayun e Prasad (2011) analisaram a sobre-expressao de marcadores em
lesbdes cancerizaveis. As amostras foram coletadas de 14 casos (4 carcinomas, 4
leucoplasias, 4 com fibrose submucosa e 2 com mucosa oral nhormal serviram como
caso controle). Dados demograficos foram registrados para todos os pacientes e
incluiram idade, sexo e histéria pessoal sobre fatores de risco. Todos os 14
pacientes foram submetidos a bidpsia incisional e as amostras de tecidos moles
foram fixados em formalina a 10%. Para todos os casos, o diagnostico clinico foi
confirmado histologicamente apods coloragcdo de hematoxilina e eosina dos
espécimes. Os mesmos foram histologicamente classificados e submetidos a
técnica de imunoistoquimica para Ki-67 e p53 e foram analisadas qualitativamente e
quantitativamente quanto a marcacdo. Todos os dados foram analisados
estatisticamente. Em leucoplasias, Ki-67 demonstrou marcagao positiva na camada
de células basais, com intensidade variando de discreta a intensa. O indice de
proliferacdo celular médio foi de 35%.

No trabalho de Kumar, Kane e Rathod (2012) os espécimes removidos
cirurgicamente de 55 pacientes com leucoplasia oral e dez amostras de epitélio oral
normal foram avaliados. As amostras foram submetidas ao processo histologico de
rotina seguido por coloracdo em hematoxilina e eosina. Posteriormente, foram
classificadas histologicamente com base nos critérios da Organizagdo Mundial de
Saude e submetidas a analise quantitativa da expressdo dos marcadores p53, Ki-67
e c-erbB2 por técnica de imunoistoquimica. A marcagao foi restrita a camada basal
em leucoplasias sem displasia, com um aumento na positividade suprabasal a
medida que o grau de displasia aumenta e um aumento estatisticamente significante
no indice de proliferagcdo celular foi observado com o aumento do grau de displasia.

Martinez et al. (2005) ndo encontraram diferengcas estatisticamente
significantes na marcagao pelo Ki-67 entre queilite actinica e labio normal embora
mostrem uma marcagao positiva nas células epiteliais basais, nas camadas
parabasais, a marcacgao foi encontrada esporadicamente.

Para os tumores de cabega e pescocgo, varias investigagcbées mostram uma
correlacdo entre um alto indice de marcagao de Ki-67 e sobrevida, tempo de recidiva
ou metastase ganglionar. No estudo de Sittel et al. (1999) os tumores com maior
numero de células em proliferacdo, consequentemente com maior indice de
marcacado pelo Ki-67, respondem melhor a radioterapia e, portanto, tem menor
indice de recidiva.
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Wangsa et al. (2008) avaliaram a instabilidade gendbmica e a atividade
proliferativa de carcinomas de células escamosas de lingua, através de analise
imunoistoquimica da expressédo do Ki-67 e identificaram alta atividade proliferativa
relacionada com elevado risco de recorréncia loco-regional. Concluiram, portanto,
que o Ki-67 pode ser considerado um marcador util na recorréncia em pacientes
enquadrados no estadio I.

Em relac&o as lesbes cancerizaveis bucais, a expressao de ciclina D1 ocorreu
mais frequentemente em leucoplasias com displasia comparadas as lesées sem
displasia (VIEIRA et al., 2012). Além disso, a expressdo aumenta paralelamente ao
grau de displasia encontrado (KOVESI; SZENDE, 2006).

Turatti et al. (2005) selecionaram espécimes de 41 casos diagnosticados como
leucoplasia classificados com displasia leve, moderada e grave, 24 casos de
carcinomas de ceélulas escamosas orais, 15 casos de mucosa oral normal todos
provenientes da lingua. A displasia foi classificada em graus de acordo com a OMS,
a expressao de c-Jun, c-Fos e ciclina D1 foram avaliadas por meio de técnica de
imunoistoquimica, ocorrendo expressao aumentada para c-Jun a medida que
aumentava o grau de displasia, com a maior expressdo encontrada nos carcinomas
de células escamosas. A expressdo de c-Fos foi alta nas displasias moderadas e
severas e nos carcinomas. A expressao da ciclina D1, observada na maioria dos
carcinomas de células escamosas, mostrou correlagcdo estatistica entre as 03
proteinas e o grau de alteracéo do epitélio.

Em um estudo com 698 casos de carcinomas de células escamosas de cabeca
e pescogo e 777 controles (individuos da mesma regido estudada e com idade e
género correspondentes), a expressdo da ciclina D1 foi avaliada por técnica de
imunoistoquimica. Os autores identificaram que tumores com superexpressdo da
ciclina D1 tiveram um pobre prognostico de sobrevida e isso foi mais bem observado
em tumores estadio 3 e 4 quando comparados aos estadios 1 e 2. Neste trabalho a
ciclina D1 também foi relacionada com pobres progndsticos independentemente de
associagao com outros fatores de risco (MARSIT et al., 2008).

Fujii et al. (2001) estudaram 23 pacientes com carcinoma de lingua por
hibridizagdo fluorescente in situ (FISH), utilizando um espécime incorporado em
parafina. Todos os pacientes receberam a resseccao completa do sitio primario, com
ou sem esvaziamento cervical. A amplificagdo do clone da ciclina D1 foi positiva em

13 (56,5%) dos 23 casos. A taxa de 5 anos de sobrevida livre de doenca foi de
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23,1% para amplificagdo positiva do clone da ciclina D1 e 80,0% para amplificagéo
negativa do clone da ciclina D1. Concluiram, portanto, que a amplificagdo do clone
da ciclina D1 é um fator chave de predicdo para a agressividade dos tumores de
lingua.

Guerra (2002) relata que ocorre maior instabilidade génica nos carcinomas
T2, T3 e T4 havendo maior proliferacdo celular com risco aumentado de
invasibilidade local. A ciclina D1 exerce papel importante na proliferacao celular,
regulando a passagem da fase G1 para a fase S sendo mais expressada em
situagdes de amplificagdo génica. Nao € um marcador absoluto de progndstico, mas
juntamente com outros oncogenes pode contribuir no processo de progressao
tumoral.

Segundo Swaminathan et al. (2012), a Ciclina D1 & mais expressa em
carcinomas de células escamosas bucais e existe uma correlagdo positiva entre a
expressao da p53 mutante e aumento da expressao da ciclina D1 nestes casos. No
estudo de Guerra (2002), nos carcinomas classificados como T1 houve uma
marcacado menor da ciclina D1 quando comparados aos T2, T3 e T4, entretanto néo
houve diferenga estatistica significativa. No carcinoma de labio inferior houve uma
marcagao mais baixa da ciclina D1 quando comparados aos carcinomas de lingua
com importancia estatistica.

A Ciclina D1 pode estar envolvida na maior agressividade dos carcinomas,
porém, ha necessidade de mais estudos para indica-la como marcador de
prognostico para cancer de boca (GUERRA, 2002). Existem uma infinidade de
fatores envolvidos no progndéstico, ndo podendo considerar apenas um unico
marcador.

O incentivo a busca por marcadores celulares relacionados com alteragdes na
progressdo de tumores propiciara melhor compreensdo da biologia molecular e
consequentemente melhores resultados no que tange o tratamento e progndstico.
Mais estudos e conhecimentos sobre os marcadores e a sua aplicagédo pratica na
terapéutica e prognostico destas lesbes sdo necessarios com intuito de diminuir as

taxas de morbidade e mortalidade.
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3 PROPOSIGAO

Constituiu-se proposicdo deste estudo avaliar a expressao dos marcadores
biolégicos Ciclina D1 e Ki-67 pela técnica de imunoistoquimica em carcinomas de
células escamosas de lingua e correlaciona-la com os dados clinicos e morfologicos
destes carcinomas, além de avaliar o estadio T em relacéo a recidiva, sobrevida livre

de doenca e sobrevida global.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 QUESTOES ETICAS

O presente estudo foi desenvolvido apds apreciacédo e aprovagao pelo Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da UNIFAL-MG sob nimero de
parecer 358.828 e mediante aprovacao da comissao cientifica do Hospital Bom
Pastor da cidade de Varginha, MG (Anexos Il e Ill).

4.2 CASUISTICA E SELECAO DA AMOSTRA

Foram incluidos neste estudo 30 pacientes diagnosticados com carcinoma de
células escamosas na lingua atendidos no Centro de Oncologia Dr. Alfredo Peixoto
Cavalcanti, do Hospital Bom Pastor na cidade de Varginha, Minas Gerais entre 2006
e 2013. Todos os prontuarios dos 30 pacientes foram obtidos e revistos quanto a
identificacdo, género, idade, cidade de origem e estadiamento da lesdo. Somente
foram utilizados os prontuarios que estavam com os dados completos e preenchidos
corretamente. Os dados referentes ao estadiamento clinico foram classificados pelo
servico Médico e Odontologico do referido hospital de acordo com os parametros
estabelecidos pela Unido Internacional para o Controle do Cancer (U.I.C.C.).

O formulario com as anotacdes das caracteristicas dos pacientes, das lesbdes
e do tratamento se encontra em anexo, ressaltando os dados de identificagdo e
epidemiologia, caracteristicas da lesdo tais como tipo da les&o, local da lingua
acometido, estadio T e N, tipo de cirurgia realizada. Caracteristicas do tratamento
foram descritas tais como a ocorréncia de cirurgia e qual tipo, se houve tratamento
quimioterapico e radioterapico, da evolucdo da doencga, ressaltando a recidiva
quando houve e a situagado atual do paciente (6bito, vivo com carcinoma, vivo sem
atividade da doenca e o intervalo de tempo corrido desde o diagnostico até o
presente dado). Os aspectos histopatolégicos em hematoxilina e eosina também
foram descritos com as caracteristicas de grau de diferencia¢do, invasao perineural e

angiolinfatica, margens comprometidas e espessura da lesdo em milimetros e
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também os achados imunoistoquimicos com metodologia descrita a seguir (ANEXO
).

Destes pacientes foram obtidos os blocos de parafina no Instituto de
Prevencédo e Diagnostico J. Janini de Varginha, Estado de Minas Gerais. Com as
amostras das lesdes, realizou-se a analise microscopica dos espécimes obtidos em
cortes microscopicos de 3um de espessura e foram corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) seguindo-se os procedimentos histotécnicos de rotina do
Laboratério de Anatomia Patologica ANATOMED de Bauru, Estado de Sdo Paulo.

A analise microscopica dos tumores primarios foi realizada por 02
examinadores (EPG, AACP), utilizando-se um microscépio Optico binocular (AxioLab
Al Plus- Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e complementada com o laudo das pecas
realizado pelo Instituto de Prevencéo e Diagndstico J. Janini.

Os cortes microscépicos corados com Hematoxilina e Eosina foram utilizados
para classificar o grau de diferenciacdo do tumor através do sistema de gradacéo
histolégica proposto por Bryne (1998) e, nos casos em que a biopsia excisional foi
realizada, determinar caracteristicas como espessura em milimetros, invasao
perineural e angiolinfatica, comprometimento linfonodal e de margens.

Foram excluidos da amostra os pacientes com dados clinicos, contidos nos
prontuarios, incompletos, e cujos espécimes da lesdo estivessem com quantidade
insuficiente ou inadequada de material, tanto para analise morfolégica como para o
estudo imunoistoquimico. Apenas 1 caso foi excluido da analise imunoistoquimica
devido a inviabilidade do material para realizagao da técnica.

As reagbes imunoistoquimicas foram direcionadas para a investigacdo da
expresséo de ciclina D1 e Ki-67 e foram realizadas nos blocos de parafina obtidos
no Instituto de Prevengao e Diagndstico J. Janini, da cidade de Varginha, Estado de
Minas Gerais, contendo fragmentos da bidpsia incisional ou excisional dos
carcinomas de células escamosas primarios de lingua, dos pacientes selecionados
neste estudo.

A expressdo da ciclina D1 e do Ki-67 foi verificada pela técnica
imunoistoquimica, utilizando-se o método da Streptoavidina-Biotina, seguindo os
protocolos de reacgdes utilizados no Laboratorio de Patologia ANATOMED em
Bauru-SP, como descrita a seguir:

Os cortes microscopicos de 3 ym de espessura das lesdes de carcinoma de
células escamosas primarios de lingua foram obtidos a partir de blocos de parafina,
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colocados em laminas de vidro do tipo silanizadas (25 x 75 x 1 mm, Superfrost Plus
Easypath) e fixadas em estufa a 65° por 24 horas;

Em seguida realizou-se a desparafinizagdo através da imerséo por trés vezes
em temperatura ambiente por 10 minutos cada e, em seguida, foram submetidas a
quatro imersées em alcool absoluto por 30 segundos cada; e na sequéncia
procedeu-se a lavagem das laminas em agua corrente e destilada;

A recuperacgdo antigénica foi realizada por meio da incubagdo dos espécimes
tumorais em solugdo de tamp&o, e colocados numa panela de presséo (Pascal
S2800, Dako) preenchida com 450 ml de agua destilada. A seguir, a temperatura da
panela foi regulada e as laminas foram fervidas;

As laminas foram retiradas da panela e aguardou-se seu resfriamento por 40
minutos; em seguida realizou-se a lavagem das laminas em agua destilada por 2
vezes;

Realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena mediante a incubacdo dos
cortes teciduais em solugdo de 3% de peroxido de hidrogénio (H20;) durante 15
minutos. Em seguida, procedeu-se a lavagem das laminas em agua corrente e
destilada;

Através da utilizagdo de uma bandeja de coloragdo em camara umida
(EasyPath®, Erviegas), as laminas foram dispostas lado a lado e, com o auxilio de
um sugador, retirou-se o excesso de agua dos cortes;

Procedeu-se a lavagem das laminas em solugdo salina tamponada com
fostatos (PBS= Phosphate Buffered Saline) a 10 mM e pH 7,2;

Para a ciclina D1 foi utilizado o Clone SP4 (Monoclonal de rato, Marca:
SPRING, Lote: 100419) aquecidos a 118°C em panela de pressao por 2 minutos
com diluicdo do anticorpo em 1:400 e tempo de incubagao “overnight”. Para o Ki-67
foi utilizado o Clone MIB-1 (Monoclonal de rato, Marca: DAKO, Lote: 56534)
aquecidos a 121°C em panela de pressao por 1 minuto com diluigdo do anticorpo em
1:300 e tempo de incubagé&o “overnight”;

ApOs incubacgao, as laminas foram mantidas em temperatura ambiente por 10
minutos;

Foi realizada lavagem das laminas em tampao PBS, pH 7,4 com 2 trocas;

Os cortes contendo os fragmentos teciduais foram lavados em agua corrente e
destilada e em seguida desidratados em concentragdes graduais de alcool (80%,
95% e absoluto) mergulhados em solugéo de xilol, e montados com a utilizagéo de
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resina sintética (Entellan Neu, Merck) e laminulas para a observagdo em
microscopia de luz.

Controles positivos e negativos foram utilizados para cada anticorpo. Para
ambos utilizou-se como controle positivo, fragmento de tecido normal de amigdala e,
como controle negativo, um corte representativo deste tecido com omissdo do

anticorpo primario.

4.3 ANALISE DAS CELULAS IMUNOMARCADAS

Foram consideradas positivas todas as células que exibiram coloragao
acastanhada tanto no citoplasma, como na superficie celular, independente da
intensidade de marcacdo. A analise microscopica e a avaliagdo imunoistoquimica foi
feita utilizando-se um microscopio optico binocular (AxioLab Al Plus- Carl Zeiss,
Jena, Alemanha) contendo uma lente objetiva AxioCam MRc de 40X/0,65,
resultando num aumento final de 400X. A avaliagao foi realizada por areas tumorais,
com a captura de imagens através do Programa AxioVision 4 Module Interactive
Measurement, Versao de software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss Light Microscopy)
em 10 campos aleatoérios para cada marcador (ODAJIMA et al., 2005).

Para cada corte foram contadas as células expressadas com cada marcador
nos 10 campos capturados através do Programa AxioVision 4 Module Interactive
Measurement, Versao de software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss Light Microscopy)
(Figura 1). Através da soma da contagem dos 10 campos foi obtida uma média para

cada caso.
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Figura 1- Programa AxioVision em execugao na captura dos cortes.

Fonte: Do autor.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Ap6s a realizagdo de toda a metodologia anteriormente descrita, os
resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos adequados, com o intuito
de correlacionar os dados clinicos, como estadiamento clinico, evolugdo com a
gradacéo histologica de malignidade e a expressdo dos marcadores celulares. Para
as demais variaveis clinicas, como género, idade e raga, foram realizadas analises

descritivas.

A distribuicdo de frequéncias foi utilizada para descrever as variaveis
categoricas e as medidas de tendéncia central e de variabilidade para as numéricas.
Devido a pequena casuistica, 30 casos, para analisar ciclina D1 utilizamos ponto de
corte no terceiro quartil e Ki-67 consideramos a mediana.

Para verificar associagdo entre variaveis categoricas em tabelas de
contingéncia, o teste de frequéncias do qui-quadrado foi utilizado e, quando pelo
menos uma frequéncia esperada foi menor do que 5 em tabelas 2x2 o teste exato de
Fisher foi adotado. Aplicou-se o método de Kaplan-Meier na estimativa das
probabilidades de sobrevida global e livre de doencga (recidiva) e, para verificar as
diferengas entre as curvas de sobrevida, utilizou-se o teste de logrank. Considerou-

se o nivel de significancia de 5% para todos os testes.

O tempo de seguimento considerado foi a data do tratamento ou tratamento
realizado até data do Obito ou ultima data com informag&o do paciente quando vivo.
Para os marcadores Ki-67 e Ciclina D1 foram utilizados pontos de corte para
verificar associagdes e nas probabilidades de sobrevida. O programa estatistico para
computadores STATA versdo 7.0 foi utilizado para realizar todas as analises e

calculos estatisticos.



38

5 RESULTADOS

Dentre os casos de carcinoma de células escamosas de lingua estudados,
observamos uma predominéncia do género masculino perfazendo um total de 21
casos (70%) contra 09 casos (30%) do género feminino. A proporgdo de
acometimento entre homens e mulheres se estabeleceu em 2,33 homens para cada
mulher.

A média de idade dos pacientes acometidos foi de 54,63 anos variando entre
32 e 76 anos. A cor branca prevaleceu em 60% dos casos, com 16,7% de pacientes
melanodermas e 23,3% de pacientes feodermas. Para os habitos elucidados
obtivemos os resultados de 76,7% de pacientes tabagistas e 70% de etilistas.
Dentre os tabagistas, 70% dos pacientes fumavam de 5 a 20 cigarros ao dia (Tabela
04)

A grande maioria dos pacientes ndo soube relatar o tempo de evolugdo da
lesdo (83,3%) e dentre os que relataram o tempo de evolugdo a média foi de 06
meses. Quanto ao tipo de lesdo, 53,3% (16) dos pacientes foram acometidos por
lesdes de margens de lingua, seguidos de 30% (09) em base de lingua e 3,3% com
lesdo de ventre de lingua (01), 3,3% em corpo e base de lingua (01), 3,3% em base
e margens de lingua (01), 3,3% em margem e ventre de lingua (01) (Tabela 4).



Tabela 4 — Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos 30 pacientes.

Variavel Categoria / Medidas Freq. (%) /
Medidas
Idade (anos) Variagéo 32-76
Mediana 54,5
Média (Desvio Padréo) 54,6 (11,0)
Género Masculino 21 (70,0)
Feminino 9 (30,0)
Raca Leucoderma 18 (60,0)
Melanoderma 5(16,7)
Feodema 7 (23,3)
Tabagismo N&o 5(16,7)
Sim 23 (76,7)
Sem informacéo 2(6,7)
Etilismo N&o 5(16,7)
Sim 21 (70,0)
Sem informacéo 4 (13,3)
Local do tumor Corpo da lingua 1(3,3)
Base de lingua 9 (30,0)
Margens de lingua 16 (53,3)
Ventre da lingua 1(3,3)
Corpo + base de lingua 1(3,3)
Base + margem de lingua 1(3,3)
Margem + ventre lingua 1(3,3)
Tempo de histéria N 6
Variagao 3-12
Mediana 6
Média (desvio padréo) 6,2 (3,1)

Fonte: Do autor.



40

Dentre os tipos de lesbes encontradas, 23 foram ulcero-infiltrativas (76,6%), 5
foram ulcero-vegetantes (16,7%) e 2 lesdes cujas formas ndo foram descritas no
prontuario (6,7%) (Tabela 5)

Com relacdo ao estadiamento, os pacientes foram distribuidos no estadio T
com 8 pacientes estadiados em T1 (26,6%), 11 em T2 (36,6%), 4 em T3 (13,3%) e 7
em T4 (23,3%). Ja no estadio N, os pacientes foram distribuidos 16 em NO (53,3%),
4 N1 (13,3%), 1 N2a (3,3%), 5 N2b (16,7%), 3 N2c (10%) e 1 pacientes N3 (3,3%),
totalizando entdo 16 pacientes NO (53,3%) e 14 pacientes N “positivos” (46,7%)
(Tabela 5).

Com relacdo a terapéutica instituida, 23 pacientes passaram por
procedimento cirurgico e 7 pacientes ndo foram submetidos a procedimentos
cirurgicos (23,3%). Dentre os operados, 15 foram submetidos a cirurgia com
esvaziamento cervical ipsilateral (50%), 7 foram submetidos a procedimento
cirurgico sem esvaziamento cervical (23,3%) e 1 paciente foi submetido a
procedimento cirurgico com esvaziamento cervical contralateral (3,3%). Daqueles
pacientes que nao foram submetidos a procedimentos cirurgicos, 6 (85,7%) foram
considerados irressecaveis e 1 paciente (14,3%) se recusou ao procedimento
cirargico proposto. Quinze pacientes realizaram radioterapia e quimioterapia
concomitantemente (50%), 12 pacientes (40%) realizaram radioterapia exclusiva e
03 pacientes néo fizeram radioterapia nem quimioterapia (10%). Dentre os pacientes
sem tratamento, um deles foi por op¢ao terapéutica, outro se recusou em se tratar e

o terceiro, foi a 6bito antes de iniciar o tratamento proposto (Tabela 5).



Tabela 5 — Caracteristicas clinicas, tratamento e de estadiamento dos 30 pacientes.

Variavel Categoria Freq. (%)
Tipo de lesao Ulcero vegetante 5(16,7)
Ulcero-infiltrativa 23 (76,7)

Outras 2(6,7)

Estadio T T1 8 (26,7)
T2 11 (36,7)

T3 4 (13,3)

T4 7 (23,3)
Estadio T T1+T2 19 (63,3)
T3+ T4 11 (36,7)

Estadio N

| NO 16 (53,3)
N+ 14 (46,7)

Tipo de Cirurgia Sem esvaziamento cervical 7 (23,3)
Com esvaziamento cervical ipsilateral 15 (50,0)

Com esvaziamento cervical 1(3,3)

contralateral

Sem cirurgia 7 (23,3)

Tratamento RXT exclusiva 12 (40,0)
RXT + QT 15 (50,0)

Sem RXT e sem QT 3(10,0)

Fonte: Do autor.
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Apos os tratamentos propostos, 18 pacientes se encontram sem recidivas
(60%) e 12 pacientes tiveram recidivas (40%). Dos 6 pacientes considerados
irressecaveis, 05 (83,3%) se encontram com a doenga em atividade.

No momento atual foram observados 9 6bitos (30%), 14 vivos sem atividade
da doenga (46,7%) e 7 vivos com doenga em atividade (23,3 %). Nos pacientes
recidivados, o intervalo médio de tempo para que ela acontecesse foi de 11,8
meses, variando entre 1,2 e 21,7 meses apds o diagnostico inicial (Tabela 6).

Dentre os obitos, o intervalo médio de tempo para a ocorréncia foi de 13,22
meses, variando de 02 a 24 meses apos o diagnostico inicial da doenga. Para os
pacientes vivos, o intervalo médio de acompanhamento foi de 24,14 meses,
variando entre 05 e 81 meses. Dentre os pacientes vivos e sem recidiva, o intervalo
meédio de acompanhamento foi de 27,14 meses variando entre 05 e 81 meses desde

o diagnastico inicial da doencga (Tabela 6).



Tabela 6- Distribuicdo da casuistica de acordo com dados de seguimento e recidivas.

Variavel Categoria Freq. (%) /

Medidas

Situag&o do paciente ao Vivo sem doenga 14 (46,7)

final do estudo Vivo com doenga 7 (23,3)

Obito pela doenga 9 (30,0)

Tempo de seguimento N 30
(meses) Variagao 1,8-81,0
Mediana 17,0

Média (desvio padréo) 20,5 (17,5)

Local da Recidiva Sem recidiva 18 (60,0)

Local 5(16,7)

Pescoco ipsi 4 (13,3)

Pescogo contra 1(3,3)
Local + Pescocgo ipsi 2(6,7)
Recidiva Nao 18 (60,0)
Sim 12 (40,0)
Tempo até ocorréncia de N 12
recidivas (meses) Variagéo 1,2-217
Mediana 11,6
Média (desvio padréo) 11,8 (6,2)

Fonte: Do autor.
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De acordo com o grau de diferenciagdo, 11 casos foram classificados como
bem diferenciados (36,6%); 13 foram classificados como moderadamente
diferenciados (43,3%) e 6 como pobremente diferenciados (20%) (Tabela 7).

Onze pacientes apresentaram invasdo perineural (36,6%) e 9 nao
apresentaram (30%). Os demais pacientes da amostra ndo puderam ser avaliados
por esta caracteristica. Quinze pacientes apresentaram invasao angiolinfatica (50%)
e 6 ndo apresentaram (20%). Os demais pacientes da amostra ndo puderam ser
avaliados por esta caracteristica (Tabela 7).

Quanto as metastases linfonodais, dos 16 pacientes submetidos a
esvaziamento cervical, 8 apresentaram comprometimento (26,7%) e 8 (26,7%) n&o
apresentaram comprometimento linfonodal. Em relagdo as margens da lesdo, dos
pacientes operados 09 apresentaram margens livres (30%) e 09 (30%)
apresentaram margens comprometidas pelo processo neoplasico. Os demais

pacientes da amostra n&o puderam ser avaliados por esta caracteristica (Tabela 7).



Tabela 7- Distribuicao da casuistica de acordo com varidveis histopatoldgicas.

Variavel Categoria / Medidas Freq. (%) /
Medidas
Grau de diferenciagéo Bem diferenciado 11 (36,7)
Moderadamente diferenciado 13 (43,3)
Pobremente diferenciado 6 (20,0)
Invas&o perineural Ausente 9 (30,0)
Presente 11 (36,7)
Nao elucidado 10 (33,3)
Invaséo linfatica Ausente 6 (20,0)
Presente 15 (50,0)
N&o elucidado 9 (30,0)
Linfonodos Nao 8 (26,7)
Sim 8 (26,7)
Sem esvaziamento ou sem 14 (46,7)

cirurgia

Margens Livres 9 (30,0)
Comprometidas 9 (30,0)
Nao elucidado 12 (40,0)

Fonte: Do autor.
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A contagem das células marcadas de acordo com a expresséo da ciclina D1
variou de 0 a 136 células marcadas por campo, obtendo-se uma média de 31,7 e
mediana de 19,5 células marcadas. Para Ki-67 a contagem variou entre 0 e 214 4,
obtendo-se a média 44,4 e a mediana 28,4 (Figuras 2, 3, 4 e 5). Os pontos de cortes
para tais marcadores foram 39,5 para a ciclina D1, considerando o terceiro quartil e

28 para o Ki-67, considerando a mediana (Tabela 8).
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Figura 2- Expresséo imunoistoquimica do anticorpo Ki-67 em carcinoma de células escamosas de
lingua. Aumento de 400x.
Fonte: Do autor.
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Figura 3- Expresséo imunoistoquimica do anticorpo Ki-67 em carcinoma de células escamosas de

lingua. Aumento de 400x.

Fonte: Do autor.
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Figura 4- Expresséo imunoistoquimica do anticorpo ciclina D1 em carcinoma de células escamosas
de lingua. Aumento de 400x.
Fonte: Do autor.
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Figura 5- Expresséo imunoistoquimica do anticorpo ciclina D1 em carcinoma de células escamosas

de lingua. Aumento de 400x.
Fonte: Do autor.
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Tabela 8- Distribuigdo da casuistica de acordo com os marcadores ciclina D1 e Ki-67.

Variavel Categoria / Medidas Freq. (%) /
Medidas
Ciclina D1 (média) N 29
Variagao 0-136
Mediana 19,5
Média (desvio padréo) 31,7 (34,8)
Ciclina D1 (ponto corte <39,5 21 (72,4)
terceiro quartil) > 39,5 8 (27,6)
Ki-67 (média) N 29
Variagao 0-2144
Mediana 28,4
Média (desvio padréo) 44 .4 (51,3)
Ki-67 (ponto corte na <28 14 (48,3)
mediana) > 28 15 (51,7)

Fonte: Do autor.

Foram realizadas analises estatisticas para verificar associagao entre duas
variaveis sendo entdo analisadas o Estadio T e o Estadio T agrupado com situagéo
atual do paciente, com grau de diferenciagdo, com recidiva, com invasao perineural
e invasao angiolinfatica. Observou-se o grau de diferenciagdo bem diferenciado em
3 pacientes T1 e em 3 pacientes T4 enquanto que o grau de diferenciagcéo
pobremente diferenciado foi constatado em 3 pacientes T1 e em nenhum paciente
T4. Dos pacientes vivos sem doencga, 6 estdo estadiados em T1 e 7 em T2. Em
contrapartida, 1 paciente T3 encontra-se vivo sem atividade da doenga. Dentre os
pacientes que evoluiram para o 6bito com a doenca, 2 estdo estadiados em T3, 4
em T4 enquanto que nenhum paciente estadiado em T1 evoluiu ao 6bito. Com
relacao as recidivas, 6 pacientes T1 e 9 pacientes T2 se encontram sem recidivas
enquanto 1 paciente T3 e 7 pacientes T4 apresentaram recidivas (Tabelas 9).
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Tabela 9. Distribuicdo das variaveis de acordo com estadiamento T.

Variavel Categoria T1 T2 T3 T4 |p-valor
N N N N
Grau de Bem 3 5 0 3 NA
diferenciagdo Moderadamente
Pobremente
Situagdo do  Vivo sem doenca 6 7 1 0 NA
paciente ao  Vivo com doenca
final do estudo Obito pela doenca 0 3 2
Recidiva Ausente 6 9 3 0 NA
Presente 2 2 1
Invasao Ausente 3 6 0 0 NA
perineural Presente 4 3 1
Invasao Ausente 3 3 0 0 NA
linfatica Presente 4 7 1

NA= nao avaliavel estatisticamente.
Fonte: Do autor.
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Quanto ao grau de diferenciacédo, 8 pacientes (72,7%) com lesdes
classificadas como bem diferenciadas estdo no grupo T1 + T2 enquanto 3 pacientes
(27,3%) estdo agrupados em T3 + T4. Naquelas lesdes classificadas como
pobremente diferenciadas, tem-se 4 pacientes (66,7%) no grupo T1 + T2 e 2
pacientes (33,3%) no grupo T3 + T4. O grupamento T1 + T2 destacou-se também
em apresentar 13 pacientes (92,9%) vivos sem atividade da doenga contra 1
paciente (7,1%) do grupo T3 + T4 na mesma situagédo e 3 pacientes (33,3%) que
foram a &bito pela doenga contra 6 (66,7%) do grupo T3 + T4. Quanto as recidivas,
15 pacientes (83,3%) T1 + T2 e 3 pacientes (16,7%) T3 + T4 se encontram livres de
recidiva enquanto 4 (33,3%) T1 + T2 e 8 pacientes (66,7%) T3 + T4 apresentaram
recidivas. Todos os pacientes com auséncia de invasao perineural e linfatica

pertencem ao grupo T1 + T2 (Tabela 10).
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Tabela 10. Distribuicdo das variaveis de acordo com estadiamento T agrupado.

Variavel Categoria T1+T2 T3+ T4 p-valor
N (%) N (%)
Grau de Bem 8 (72,7) 3(27,3) NA
diferenciagao Moderadamente 7 (53,8) 6 (46,2)
Pobremente 4 (66,7) 2 (33,3)
Situagéo do Vivo sem doenga 13 (92,9) 1(7,1) NA
paciente ao final do Vivo com doenga 3 (42,9) 4 (57,1)
estudo Obito pela doenga 3 (33,3) 6 (66,7)
Recidiva Ausente 15 (83,3) 3(16,7) 0,009
Presente 4 (33,3) 8 (66,7)
Invaséo perineural Ausente 9 (100,0) 0 (0,0) 0,094
Presente 7 (63,6) 4 (36,4)
Invasao linfatica Ausente 6 (100,0) 0 (0,0) 0,281
Presente 11 (73,3) 4 (26,7)

NA= ndo avaliavel estatisticamente.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
Fonte: Do autor.
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O Estadio N foi avaliado com as mesmas variaveis e, quanto ao grau de
diferenciagdo, 7 pacientes (63,6%) classificados como bem diferenciados tinham
auséncia de comprometimento linfonodal ao mesmo tempo que 4 (36,4%) bem
diferenciados tinham comprometimento linfonodal. Dos pacientes vivos sem
atividade da doenga, 10 (71,4%) tinham auséncia de comprometimento linfonodal
enquanto 4 (28,6%) tinham comprometimento linfonodal. Daqueles que foram a 6bito
pela doenga, 2 (22,2%) eram NO enquanto 7 (77,8%) eram N+. Quanto a invasao
angiolinfatica e perineural, 12 pacientes que apresentaram auséncia de invaséo

eram NO contra 14 N+ que apresentaram invas&o (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuigdo das variaveis de acordo com estadiamento N agrupado.

Variavel Categoria NO N+ p-valor
N (%) N (%)
Grau de Bem 7 (63,6) 4 (36,4) NA
diferenciacao Moderadamente 5 (38,9) 8 (61,5)
Pobremente 4 (66,7) 2 (33,3)
Situagéo do Vivo sem doenga 10 (71,4) 4 (28,6) NA
paciente ao final do Vivo com doenga 4 (57,1) 3(42,9)
estudo Obito pela doenca 2(22,2) 7 (77.8)
Recidiva Ausente 10 (55,6) 8 (44,4) 0,765
Presente 6 (50,0) 6 (50,0)
Invasdo perineural Ausente 7(77,8) 2 (22,2) 0,197*
Presente 5(45,4) 6 (54,6)
Invaséo linfatica Ausente 5 (83,3) 1(16,7) 0,281*
Presente 7 (46,7) 8 (53,3)

NA= nao avaliavel estatisticamente.

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
*p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Fonte: Do autor.
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O Grau de diferenciagao foi avaliado com a invasdo perineural, invasao

angiolinfatica e metastases linfonodais com distribui¢des bastante equilibradas entre

0s grupos, sem nenhuma avaliag&o estatistica significativa (Tabela 12).

Tabela 12. Distribuigdo das variaveis de acordo com grau de diferenciagao.

Variavel Categoria Bem Moderado Pobre | p-valor
N (%) N (%) N (%)
Invasao linfatica Ausente 1(16,7 3 (50,0) 2 (33,3 NA
Presente 8 (53,3 5 (33,3) 2(13,3
Invas&o perineural Ausente 4 (44,4) (33,3) 2 (22,2) NA
Presente 5 (45,4 4 (36,4) 2 (18,2
Linfonodo Ausente 6 (75,0) 1(12,5) 1(12,5) NA
Presente 3 (37,5 4 (50,0) 1(12,5)

NA= nao avaliavel estatisticamente

Fonte: Do autor.

As metastases linfonodais foram avaliadas com a invasdo perineural e

invasdo angiolinfatica sendo que 4 pacientes que n&o tinham metastases linfonodais

também n&o apresentavam invasao perineural nem invasio linfatica. Ao mesmo

tempo, 12 pacientes que apresentavam comprometimento linfonodal também

apresentavam invasao angiolinfatica e perineural (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo das variaveis de acordo com comprometimento de linfonodos.

Variavel Categoria Ausente Presente p-valor
N (%) N (%)

Invasao perineural Ausente 3 (60,0) 2 (40,0) 0,999
Presente 5 (50,0) 5 (50,0)

Invaséo linfatica Ausente 1 (50,0) 1 (50,0) 0,999
Presente 7 (50,0) 7 (50,0)

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Fonte: Do autor.
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Foram realizadas analises de sobrevida global em 6 meses e 1 ano de acordo
com faixa etaria, género, raca, tabagismo e etilismo sem observar diferencga

significativa estatisticamente (Tabela 14).

Tabela 14. Probabilidade de sobrevida global 6-meses e 1-ano.

Probabilidade de Sobrevida Global
Variavel Categoria (%) p-valor
6-meses 1-ano

Sobrevida Global 89,7 82,0

Faixa etaria <54 86,7 86,7 0,927
(anos) > 54 92,9 76,7

Género Masculino 85,0 79,1 0,160
Feminino 88,9 88,9

Raca Branca 100,0 87,1 0,190
N&o branca 75,0 75,0

Tabagismo Nao 80,0 80,0 0,887
Sim 90,9 90,9

Etilismo Nao 100,0 100,0 0,175
Sim 90,0 84,2

p-valor obtido pelo teste de logrank.
Fonte: Do autor.
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Na tabela 15 evidencia-se a probabilidade de sobrevida global com as
variaveis tipo de lesdo, estadio T e estadio T agrupado, estadio N, tipo de cirurgia,
tratamento, grau de diferenciagdo, invasdo perineural, invasao angiolinfatica,
comprometimento de linfonodos, comprometimento de margens e pontos de corte da
ciclina D1 e do Ki-67. As variaveis estadiamento T, estadiamento N e Ki-67 com
ponto de corte na mediana mostram diferencga estatistica significativa nas curvas de
sobrevida, observando que quanto maior o estadio T, pior foi a probabilidade de
sobrevida global, 0 mesmo acontecendo com o estadio N, onde o N+ apresenta pior
sobrevida global. Em relagdo a expressdao de marcagdo do Ki-67, quanto maior a
marcagao, pior também foi a sobrevida global. Os graficos com as curvas de
sobrevida com significado estatistico s&do apresentados a seguir (Grafico 1, 2 e 3).

Tabela 15. Probabilidade de sobrevida global 6-meses e 1-ano.
Probabilidade de

Variavel Categoria Sobrevida Global (%) p-valor

6-meses 1-ano

Tipo de leséo Ulcero vegetante 100,0 100,0 0,183
Ulcero-infiltrativa 87,0 77,8

Estadio T T1 100,0 100,0 0,006
T2 90,5 80,4
T3 71,4 23,8
T4 85,7 85,7

Estadio T T1+T2 94,6 88,9 0,003
T3+ T4 81,0 69,4

Estadio N NO 100,0 86,2 0,020
N+ 77,8 77,8

Tipo de Cirurgia Sem esvaziamento cervical 85,7 85,7 0,492
Com esvaziamento cervical 87,1 80,1

ipsilateral ou contralateral



Tabela 15. Probabilidade de sobrevida global 6-meses e 1-ano.

(continuagao)

Probabilidade de

Variavel Categoria Sobrevida Global (%) p-valor
6-meses 1-ano

Tratamento RXT exclusiva 66,7 66,7 0,142
RXT + QT 100,0 90,5
Sem RXT e sem QT 86,2 78,4

Grau de Bem diferenciado 90,9 81,8 0,241
diferenciacao Moderadamente diferenciado 84,0 75,2
Pobremente diferenciado 100,0 100,0

Invaséo perineural Ausente 88,9 77,8 0,313
Presente 80,9 80,9

Invaséao linfatica Ausente 83,3 83,3 0,372
Presente 86,2 78,7

Linfonodos Nao 100,0 85,7 0,122
Sim 75,0 75,0

Margens Livres 88,2 88,2 0,283
Comprometidas 88,9 76,2

Ciclina D1 <395 85,4 80,0 0,926
> 39,5 100,0 84,6

<28 92,6 84,2 0,016
Ki-67 > 28 86,2 69,8

Fonte: Do autor.
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Kaplan-Meier survival estimates, by estadio T
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Grafico 1- Probabilidade de sobrevida global relacionada ao estadio T.
Fonte: Do autor.

Kaplan-Meier survival estimates, by estadiamento T
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Grafico 2- Probabilidade de sobrevida global relacionada ao estadio T agrupado.
Fonte: Do autor.



Kaplan-Meier survival estimates, by ki-67
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Grafico 3- Probabilidade de sobrevida global relacionada a expressao de Ki-67.
Fonte: Do autor.
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As analises de sobrevida livre de doenca foram realizadas e elucidadas nas
tabelas 16 e 17 utilizando as mesmas variaveis analisadas na sobrevida global. As
variaveis estadiamento T, estadiamento T agrupado e ciclina D1 com ponto de corte
no terceiro quartil mostram diferenga estatistica significativa sendo que quanto maior
o estadio T, pior foi a sobrevida livre de doenca, e a expressdo de marcacédo da
ciclina D1 mostrou que quanto maior a marcagao, pior também foi a sobrevida livre
de doenga. Os demais resultados ndo mostraram significancia estatistica. As curvas
de sobrevida com significado estatistico sdo apresentadas nas figuras a seguir
(Gréficos 4, 5 e 6).

Tabela 16. Probabilidade de sobrevida livre de recidivas 6-meses e 1-ano.

Probabilidade de Sobrevida Livre
Variavel Categoria de Doenga (%) p-valor
6-meses 1-ano
Sobrevida Livre de Doenca 92,9 76,7
Faixa etaria <54 100,0 84,0 0,893
(anos) > 54 85,7 69,4
Género Masculino 94,7 75,8 0,137
Feminino 88,9 77,8
Raca Branca 94,1 74,6 0,847
Nao branca 90,9 80,2
Tabagismo Nao 60,0 60,0 0,387
Sim 95,4 84,7
Etilismo Nao 80,0 57,1 0,714
Sim 94,9 771

p-valor obtido pelo teste de logrank.
Fonte: Do autor.



Tabela 17. Probabilidade de sobrevida livre de recidivas 6-meses e 1-ano.
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Probabilidade de Sobrevida

Variavel Categoria Livre de Doenga (%) p-valor
6-meses 1-ano

Tipo de leséo Ulcero vegetante 100,0 100,0 0,860
Ulcero-infiltrativa 90,9 71,2

Estadio T T1 100,0 100,0 0,021
T2 90,0 78,7
T3 100,0 33,3
T4 85,7 57,1

Estadio T T1+T2 94,4 88,3 0,002
T3+ T4 90,0 54,0

Estadio N NO 93,5 79,7 0,554
N+ 92,0 72,6

Tipo de Cirurgia Sem esvaziamento cervical 100,0 81,8 0,868
Com esvaziamento cervical 86,7 86,7

ipsilateral ou contralateral

Tratamento RXT exclusiva 100,0 100,0 0,120
RXT + QT 91,3 81,7
Sem RXT e sem QT 92,9 68,6

Grau de Bem diferenciado 81,8 72,7 0,737
diferenciacao Moderadamente diferenciado 100,0 80,0
Pobremente diferenciado 100,0 75,0

Invaséo perineural Ausente 88,2 75,6 0,756
Presente 90,0 90,0

Invaséao linfatica Ausente 100,0 80,0 0,964
Presente 85,7 85,7



Tabela 17. Probabilidade

de sobrevida livre de recidivas 6-meses e 1-ano.
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(continuagao)

Probabilidade de Sobrevida

Variavel Categoria Livre de Doenga (%) p-valor
6-meses 1-ano

Linfonodos Nao 86,7 70,9 0,821
Sim 86,7 86,7

Margens Livres 100,0 84,6 0,377
Comprometidas 88,9 77,8

Ciclina D1 <395 89,7 78,2 0,020
> 395 100,0 69,2

<28 92,6 84,9 0,288
Ki-67 > 28 92,6 64,8

Fonte: Do autor.
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Kaplan-Meier survival estimates, by estadio T
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Grafico 4- Probabilidade de sobrevida livre de doenca relacionada ao estadio T.
Fonte: Do autor.
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Gréfico 5- Probabilidade de sobrevida livre de doenga relacionada ao estadio T agrupado.
Fonte: Do autor.
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Kaplan-Meier survival estimates, by ccnd1
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Grafico 6- Probabilidade de sobrevida livre de doenca relacionada a expresséo de ciclina
D1.
Fonte: Do autor.

A distribuicdo da casuistica também foi analisada frente as mesmas variaveis
de acordo com Ki-67. Os pacientes que apresentaram marcac¢ao do Ki-67 abaixo do
seu ponto de corte eram em sua maioria (63,2%) estadiados em T1+T2 enquanto
que a grande maioria (80%) dos pacientes T3 + T4 tinham marcag&o acima do ponto
de corte do Ki-67. 10 pacientes (66,7%) que apresentavam marcacédo abaixo do
ponto de corte do Ki-67 foram classificados em NO, enquanto que 10 (71,4%) N+
apresentaram marcagao acima do ponto de corte do Ki-67. 12 pacientes (57,1%)
apresentaram marcacao abaixo do ponto de corte para os 2 marcadores enquanto 6
pacientes (75%) apresentaram marcagdo acima do ponto de corte para os 2
marcadores (Tabela 18).



Tabela 18. Distribuicdo da casuistica de acordo com Ki-67 (ponto de corte na mediana).

Ki-67
Variavel Categoria <28 > 28 p-valor
N (%) N (%)
Tipo de leséo Ulcero vegetante 2 (40,0) 3 (60,0) 0,999
Ulcero-infiltrativa 11 (50,0) 11 (50,0)
Estadio T T1+T2 12 (63,2) 7 (36,8) 0,050
T3+ T4 2 (20,0) 8 (80,0)
Estadio N
stadio NO 10(66,7) 5(333) 0,066
N+ 4 (28,6) 10 (71,4)
Grau de Bem diferenciado 6 (60,0) 4 (40,0) NA
diferenciagao Moderadamente 5 (38,9) 8 (61,5)
diferenciado 3 (50,0) 3 (50,0)
Pobremente diferenciado
Invas&o perineural Ausente 6 (66,7) 3 (33,3) 0,999
Presente 7 (70,0) 3 (30,
Invaséo linfatica Ausente 5 (83,3) 1(16,7) 0,613
Presente 9 (64,3) 5 (35,7
Linfonodos Nao 6 (85,7) 1(14,3) 0,282
Sim 4 (50,0) 4 (50,
Margens Livres 6 (75,0) 2 (25,0) 0,999
Comprometidas 6 (66,7) 3 (33,
Ciclina D1 <39,5 12 (57,1) 9 (42,9) 0,215
> 39,5 2 (25,0) 6 (75,0

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Fonte: Do autor.
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A distribuicdo da casuistica de acordo com a ciclina D1 mostrou 16 pacientes
(84,2%) agrupados em T1 +T2 que apresentaram marcagéo abaixo do ponto de
corte da ciclina D1. Quanto ao estadio N, 10 pacientes (66,7%) classificados em NO
apresentaram marcagao da ciclina D1 abaixo do ponto de corte. 8 (80%) pacientes
com grau de diferenciagao bem diferenciados apresentaram marcagéo da ciclina D1
abaixo do ponto de corte enquanto 2 (20%) se apresentaram acima do ponto de
corte (Tabela 19).

Tabela 19. Distribuigdo da casuistica de acordo com ciclina D1 (ponto de corte no terceiro quartil).

CCND1
Variavel Categoria <39,5 > 39,5 | p-valor
N (%) N (%)
Tipo de leséo Ulcero vegetante 2 (40,0) 3 (60,0) 0,091
Ulcero-infiltrativa 18 (81,8) 4 (18,2)
Estadio T T1+T2 16 (84,2) 3(15,8) 0,083
T3+ T4 5 (50,0) 5 (50,0)
Estadio N
stadio NO 10(66,7) 5(33,3) 0,682
N+ 11 (78,6) 3(21,4)
Grau de Bem diferenciado 8 (80,0) 2 (20,0) NA

diferenciacdo Moderadamente diferenciado 10 (76,9) 3 (23,1)
Pobremente diferenciado 3 (50,0) 3 (50,0)

Invaséo Ausente 8 (88,9) 1(11,1) 0,999
perineural Presente 9 (90,0) 1(10,0)
Invaséo Ausente 5 (83,3) 1(16,7) 0,521

linfatica Presente 13 (92,9) 1(7,1)



Tabela 19. Distribuicdo da casuistica de acordo com ciclina D1 (ponto de corte no terceiro quartil).
(continuagao)

CCND1
Variavel Categoria <39,5 > 39,5 | p-valor
N (%) N (%)
Linfonodos Nao 6 (85,7) 1(14,3) NA
Sim 8 (100,0) 0(0,0)
Margens Livres 7 (87,5) 1(12,5) 0,999
Comprometidas 8 (88, 1(11,1)

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Fonte: Do autor.
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Doze pacientes (63,2%) agrupados em T1 + T2 tiveram marcag&o abaixo do

ponto de corte para a ciclina D1 quando se considerou a mediana. Sete pacientes

(36,8%) agrupados em T1 + T2 tiveram marcagdo acima do ponto de corte.

Daqueles pacientes agrupados em T3 + T4, 2 (20%) apresentaram marcacg&o abaixo

do ponto de corte, enquanto 8 (80%) apresentaram marcagdo acima do ponto de

corte (Tabela 20).

Tabela 20. Distribuigdo da casuistica de acordo com ciclina D1 (ponto de corte na mediana).

CCND1
Variavel Categoria <19 >19 p-valor
N (%) N (%)
Estadio T T1+T2 12 (63,2) 7 (36,8) 0,027
T3+ T4 2 (20,0) 8 (80,0)

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

No céncer de boca, muito se sabe sobre os fatores de risco, dados
epidemioldgicos e da importancia do diagndstico precoce para se alcangar um
melhor progndstico da doenga. Embora haja bastante conhecimento sobre a
carcinogénese, muito se trabalha para desvendar todos os seus caminhos na
tentativa de elucidar o desenvolvimento da doenga oncoldgica, visando, portanto,
sua prevencao e tratamento. Destaca-se atualmente a importancia dos marcadores
biolégicos que podem estar intimamente relacionados com os processos de
progresséo tumoral e que podem complementar a classificagdo TNM uma vez que
esta apresenta algumas limitagbes importantes.

Inicialmente, podemos destacar os dados epidemioldgicos relacionados ao
cancer de boca sendo que existe uma taxa de propor¢cdo de homens/mulheres
variando de 3,5 a 3:1 com uma tendéncia atual de diminuicdo desta propor¢do como
visto em muitos estudos (CARLOS DE VICENTE et al., 2002; LAM; LOGAN; LUKE,
2006; AGRAWAL; RAJDERKAR, 2012; BRASIL, 2012; SIEGEL; NAISHADHAM;
JEMAL, 2013). Os dados encontrados em nosso estudo vem ao encontro destes,
representando 70% de pacientes do género masculino e uma proporgéo de 2,33
homens para cada mulher.

Em nossa analise, dentre os pacientes acometidos com carcinoma de células
escamosas de lingua, a média de idade encontrada foi de 54,63 anos, variando
entre 32 e 76 anos, se assemelhando a muitos estudos os quais demonstram que na
maioria dos canceres bucais acometendo a lingua, a grande incidéncia € em
homens com mais de 50 anos de idade (CARLOS DE VICENTE et al., 2002;
COSTA; ARAUJO JUNIOR; RAMOS, 2005; SASAKI et al., 2005; LAM; LOGAN;
LUKE, 2006; SILVEIRA et al., 2008; RAZMPA; MEMARI; NAGHIBZADEH, 2011;
AGRAWAL; RAJDERKAR, 2012; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

Habitos como o tabagismo e o etilismo foram encontrados, em nosso estudo,
em 76,7% e 70% respectivamente confirmando muitos estudos que comprovam tais
habitos como fortes fatores de risco para o desenvolvimento da doenga (BLOT et al.,
1988; PETERSEN, 2003; GILLISON, 2007; PETERSEN, 2009; PETTI, 2009;
WARNAKULASURIYA, 2009; AGRAWAL; RAJDERKAR, 2012; BRASIL, 2012;
TOBACCO, 2012).
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Embora o padrédo classico do carcinoma de células escamosas seja
enquadrado em homens, tabagistas e etilistas, acima dos 50 anos de idade, a
literatura contemporanea salienta que aproximadamente 20% de casos de cancer de
boca nao tem etiologia conhecida, destacando-se o aumento de casos em pacientes
mais jovens, sem historia de tabagismo ou etilismo, o que pode indicar exposi¢ao a
outros agentes carcinogénicos tais como o importante papel do HPV (virus papiloma
humano) na etiologia dessas lesées devido a mudangas no comportamento sexual
(GILLISON, 2007; VARGAS-FERREIRA et al., 2012).

Em nosso estudo comprovamos uma distribuicao bastante equilibrada entre o
estadiamento T e N. Quando optamos por analisar variaveis com o T agrupado, o
grupamento T3 + T4 destacou resultado estatistico significativo quando associado
com a variavel recidiva. Cabe ressaltar também que, embora n&do houvesse
resultado estatistico significativo, todos os casos sem invasdo perineural e
angiolinfatica eram T1 + T2. Embora n&o avaliavel estatisticamente, de acordo com
a situacdo do paciente, 6 dos pacientes que se encontram vivos sem doencga se
enquadram em T1, 7 em T2, sendo que nenhum paciente no estadio T1 foi a 6bito,
contra nenhum paciente T4 vivo sem doenca e 6 pacientes T3 + T4 que foram a
obito.

As probabilidades de sobrevida global foram analisadas no periodo de 6
meses a 1 ano e houve significancia estatistica quando o estadio T foi analisado
isoladamente ou agrupado, assim como na analise do estadio N, observando que
estadios avancados tém menor sobrevida. Muitos estudos comprovam que um
estadio avangado como T4 e linfonodos positivos tornam o progndstico desfavoravel
(CARLOS DE VICENTE et al., 2002; BRASILEIRO FILHO, 2004; MASSANO et al.,
2006; DAS et al., 2011; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

Em muitos estudos como os de Thomson et al. (2008), Humayun e Prasad
(2011) e Kumar, Kane e Rathod (2012), a expressdo aumentada do Ki-67 foi
relacionada com alto indice de proliferagao celular ou aumento do grau de displasia
embora o trabalho de Martinez et al. (2005) nao trouxesse diferenca
estatisticamente significativa na expressao do Ki-67 em queilites actinicas e labio
normal. Em contrapartida, Sittel et al. (1999) e Freudlsperger et al. (2012) citam que
tumores com alta proliferagdo tem maior indice de marcacéo de Ki-67 e respondem
melhor a radioterapia, com menor indice de recidivas. Ja Wangsa et al. (2008)
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relacionaram a alta expresséo de Ki-67 com alta atividade proliferativa e aumento do
risco de recorréncia loco-regional.

Em nosso estudo, com relagdo aos marcadores, a contagem da expresséo de
Ki-67 com valores maiores que 28 encontrou menor sobrevida global do que a
contagem da expressao de Ki-67 com valores menores que 28 (p<0,05). O estadio T
mostrou associacdo importante com Ki-67, onde 80% dos casos T3 + T4 tiveram a
contagem da expresséo de Ki-67 maior que 28 (p=0,05). Demais variaveis do nosso
estudo ndo mostraram diferengas entre as curvas.

Para sobrevida livre de doencga (recidivas) notamos diferengca nas
probabilidades somente para estadio T e ciclina D1. Observa-se que estadiamento
avangado mostra mais recidivas ou seja tem menor sobrevida livre de doencga, assim
como mostram outros estudos (MASSANO et al., 2006; MARSIT et al., 2008; DAS et
al., 2011; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013).

Em nosso estudo, para a ciclina D1 os valores maiores que 39,5 mostram
pior sobrevida (p<0,05). Quando utilizamos ponto de corte da ciclina D1 na mediana
somente o estadiamento T mostra diferenga significativa, mas nao se observa
associagao significativa com demais variaveis.

Turatti et al. (2005) relatam alta expressdo da ciclina D1 nos carcinomas
relacionados a maior grau de alteracdo do epitélio. Em lesdes cancerizaveis, Kovesi
e Szende (2006) e Vieira et al. (2012) relacionaram um aumento na expressao de
Ciclina D1 em lesbes com displasia quando comparado as lesées sem displasia e
quanto maior o grau de displasia, maior foi a expressao da Ciclina D1 encontrada.
Tal como Marsit et al. (2008) que encontraram relagdo da ciclina D1 com pobres
prognosticos especialmente em tumores T3 e T4 quando comparados com T1 e T2
e Fujii et al. (2001) que consideraram a expressao da ciclina D1 como um fator
chave na agressividade dos tumores de lingua, o nosso estudo revelou que a
expressao para a ciclina D1 com valores maiores que 39,5 mostraram pior sobrevida
e quando o ponto de corte da ciclina D1 foi realizado na mediana o estadiamento T
também teve resultado significativo estatisticamente com pacientes T1 e T2 com
menor expressao da ciclina D1 e consequentemente com melhor sobrevida livre de
doencga.

Carlos de Vicente et al. (2002) obtiveram uma correlagéo positiva entre Ki-67
e ciclina D1 e Swaminathan et al. (2012) relatam que além da ciclina D1 ser mais

expressa em carcinoma de células escamosas, existe uma correlagéo positiva entre
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a expressao do p53 mutante com o aumento da expressdo da ciclina D1. A
correlacado positiva entre a ciclina D1 e o Ki-67 n&o foi possivel estatisticamente em
nosso estudo.

Embora a analise de sobrevida global e sobrevida livre de doenga tenha sido
realizada com significados estatisticos importantes, € preciso ter cautela em sua
interpretacdo uma vez que foi observado um minimo de acompanhamento de 6
meses, sendo que normalmente os estudos realizados com sobrevida sejam de 5
anos (LAM; LOGAN; LUKE, 2006; HARRIS et al., 2011; GANLY; PATEL; SHAH,
2012; LIN et al., 2012; WANG et al., 2012).

Sabe-se da limitagdo e da diferenga do estudo de pecgas cirurgicas e bidpsias
incisionais, no entanto, a op¢do na manutencdo das bidpsias incisionais, neste
estudo, seguiu o objetivo de confrontar o comportamento de pacientes com lesdes
avancgadas frente aqueles com possibilidades cirurgicas e, com relagao a expresséo
dos marcadores. Todos os pacientes com bidpsias incisionais tiveram marcagao
positiva para Ki-67 maior que 28 e 71,4% das bidpsias incisionais com marcagao
positiva para ciclina D1 estavam acima do seu ponto de corte (39,5).

Mineta et al. (2000) associaram a superexpressdao da ciclina D1 em
carcinomas bucais com menor sobrevida e pior progndstico, relacionando este
marcador com maior acometimento linfonodal e ndo diferenciaram pegas cirurgicas
de biopsias incisionais, em seu estudo. Carlos de Vicente et al. (2002) encontraram
correlagao positiva entre a expressao de ciclina D1 e Ki-67 nos carcinomas bucais e
relataram que estes marcadores podem indicar estagios avangados da doenga, no
entanto, em seu estudo, analisaram somente pecgas cirurgicas. No estudo de Kuo et
al. (1999) a superexpressao da ciclina D1 foi demonstrada nos carcinomas bucais
indicando que a mesma pode representar um importante fator na carcinogénese e
um pior prognodstico e sobrevida, sem diferenciar pegas cirurgicas de bidpsias
incisionais. Alguns estudos como o de Lingen et al. (2000) que analisaram a
expresséo de p53 em lesdes de carcinoma de lingua, ndo relataram a natureza das
amostras. No estudo de Saawarn et al. (2012) sobre a analise de ciclina D1 em
carcinomas bucais e sua expressdo aumentada de acordo com a diferenciagao
histologica dos casos, as amostras analisadas foram em fragmentos de biopsia
incisional. Diante destes trabalhos, parece ndo haver uma uniformizagdo na
literatura sobre utilizagdo de pegas cirurgicas ou biopsias incisionais na
caracterizagao dos estudos ou no confronto dos resultados.
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O estudo de Carlos de Vicente et al. (2002) também correlaciona além da
superexpressao da ciclina D1 com o tamanho do tumor, o comprometimento
linfonodal. Ja o Ki-67, no estudo deste autor, foi relacionado também com o grau de
diferenciagao histoldgica das pegas o que ndo foi encontrado estatisticamente em
nosso estudo.

Mais estudos sdo necessarios para testar estas hipdteses ou estudos que
envolvam um periodo de tempo maior de acompanhamento e/ou um numero maior

de pacientes envolvidos para se obter resultados estatisticos mais significativos.
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7 CONCLUSOES

Diante da casuistica apresentada e dos dados analisados podemos verificar que:

- Quando o estadiamento T foi analisado houve correlagdo importante com o
indice de recidiva, indicando que quando maior o T, maior a chance de

recidivas.

- O estadiamento T avangado, assim como o estadio N positivo apresentaram
menor sobrevida global.

- O estadiamento T avancado tem menor sobrevida livre de doenga.
- O estadiamento T mostra possivel associagdo com Ki-67 e Ciclina D1.

- A contagem da expresséo de Ki-67 com valores maiores que 28 encontrou
menor sobrevida global do que a contagem da expressao de Ki-67 com

valores menores que 28.

- A contagem da expressdo de Ciclina D1 com valores maiores que 39,5
apresentou maior probabilidade de terem recidivas e pior sobrevida livre de

doencga.

- Nao houve correlagao positiva entre Ciclina D1 e Ki-67.
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ANEXOS

ANEXO |
FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Odontologicas / Unifal- MG

Departamento de Estomatologia- Area de Patologia
Hospital Bom Pastor — Varginha MG

“ANALISE DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA CICLINA D1 E DO Ki-67
NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA”

Eduardo Pereira Guimaraes
Prof. Dr. Alessandro Anténio Costa Pereira

I. Identificagdo e dados demograficos:

1. Numero no estudo:

2. RGH:

3. Idade: anos

4. Género: [ ]1-masculino [ ]2-feminino

5. Raga:[ ]1-branca [|2-amarela [ ]3-negra [ |4-outra

6. Residéncia:

Il. Historia clinica:

7. Tempo de histéria: meses (999 se desconhecido)

8. Tabagismo:[ |0-ndo []1-+ [J2-++ []3-+++ []4-++++ []9-desc.
9. Etilismo:[]0-ndo []1-+ []2-++ []3-+++ [ |4-++++[]9-desc.

lll. Loco-regional:

10. Local de tumor: [ ] 1-apice da lingua [] 2-corpo de lingua [ ] 3-apice e corpo de lingua [ ] 4-base
lingual [] 5-bordo lingual

11. Tipo de leséo: [ ] 1-tlcero-vegetante [ ] 2-Ulcero-infiltrativa [ ] 3-outra
12. Estadio T:[]1-T1 [J2-T2 []3-T3 []4-T4 []9-Tx
13. EstadioN:[JO-NO [J1-N1 []2-N2a []3-N2b [J4-N2c []5-N3 []9-Nx

IV. Cirurgia:
14. Data da cirurgia: __ /[

15. Cirurgia tumor primario: [_] 1- cirurgia sem esvaziamento cervical [ ] 2- cirurgia com esvaziamento cervical
ipsilateral [ ] 3- cirurgia com esvaziamento cervical contralateral (simultaneo)
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V. Radioterapia pos-operatoria:

16.

[]J0-ndo [ ]1-sim

VI Quimioterapia pds-operatéria

17.

VL.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

VIL.
36.
37.

38.
39.

[]J0-ndo [ ]1-sim

Anatomopatolégico da pega da cirurgia inicial:
Numero do AP:
Histologia do t. primario: [ ] 1-CEC/BD []2-CEC/MD []3-CEC/PD

Disposi¢éo em paligada: [ ] 0-ausente [ | 1-presente

Pontes intercelulares: [ ] 0-ausente [ ] 1-presente

Figuras de mitoses: [_] 0-ausente [ | 1-presente

IM ao anticorpo ciclina D1: /mm?

2

IM ao anticorpo Ki-67: /mm

Ca Espinocelular - Pérolas corneas: [ ] 0-ausente [ ] 1-presente

Ca Espinocelular - Disqueratose: [ ] 0-ausente [ | 1-presente

Ca Espinocelular - Pontes intercelulares: [ | 0-ausente [ ] 1-presente

Ca Espinocelular - Figuras de Mitoses: [ | 0-ausente [ ] 1-presente

Ca Espinocelular - Hipercromatismo: [ ] 0-leve [ ]1-moderado [ | 2-intenso

Ca Espinocelular - Pleomorfismo:[ ]0leve [ ]1-moderado [ |2-intenso

Embolizagéo vascular:[ ] 0-ndo [ ] 1-linfatica []2-sangliinea [ ]3-ambas [ ]9-ign.
Infiltrag&o perineural: [ ]0-ndo0 [ ] 1-presente [ | 9-ignorado

Infiltragdo muscular: [ ] 0-ndo [ ] 1-presente [ ] 9-ignorado

Margens: [ | O-livres [ ] 1-presente [ | 2-comprometidas [ | 9-ign.

Linfonodos comprometidos (patoldgico): [ ]0-ndo [ ] 1-presente [ | 9-ignorado

Evolugao:

Data da primeira recidiva: ___ /[

Locais de recidiva: [ ] 0-ndo teve [ ] 1-local  [] 2-pescogo ipsi [] 3-pescogo contra [ | 4-pulmao
[]5-0sso []6-figado [] 7-outra a distancia [] 8-teve recidiva, local
ignorado [ ] 9-ignorado (perdido de vista assintomatico < 5 anos)

Data da ultima informagéo objetiva de seguimento: ___ /  /

Situagdo na ultima informagdo de seguimento: [ ] 1-vivo 000 [] 2-vivo com CA []3-MOCI []4-
MOCA
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALFENAS %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA EXPRESSAO IMEJNOISTOQU]MICA E DO VALOR PROGNOSTICO DA
CICLINA D1 E DO Ki 67 NO CANCER DE LINGUA

Pesquisador: Alessandro Antonio Costa Pereira

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 15691313.9.0000.5142

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 358.828
Data da Relatoria: 05/09/2013

Apresentagéo do Projeto:

O projeto é destinado a dissertagdo de mestrado e propde avaliar a expressdo dos marcadores biolégicos
Ciclina D1 e o Ki 67 pela técnica de imunoistoquimica e correlaciona-las com o sistema TNM, através da
consulta aos prontuarios dos respectivos pacientes, para determinag¢éo do prognéstico de carcinoma de
lingua.

Objetivo da Pesquisa:

Constitui-se proposi¢do deste estudo avaliar a expressdo dos marcadores biolégicos Ciclina D1 e o Ki 67
pela técnica de imunoistoquimica e correlaciona-las com o sistema TNM, na determinagdo do prognéstico
dos carcinomas de lingua.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:
Os beneficios superam os riscos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é exequivel dentro do proposto, e relevante, por se tratar de acréscimo de informagdo sobre
importante agravo de satde publica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

N&o ha.

Enderego: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3299-1318 Fax: (35)3299-1318 E-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALFENAS %aﬂ

Continuagéo do Parecer: 358.828

Recomendacodes:
N&o ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Sem pendéncias.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O CEP acata o parecer do relator.

ALFENAS, 13 de Agosto de 2013

Assinador por:
Maria Betania Tinti de Andrade

(Coordenador)
Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700
Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3299-1318 Fax: (35)3299-1318 E-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br
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!

FUNDACAO HOSPI‘L\LAR DO MUNICIPIO DE VARGINHA
HOSPITAL BOM PASTOR

RELATORIO/ DECLARACAO

O Cirurgido Dentista, Dr. Eduardo Percira Guimaries, especializado em cirurgia buco
maxilar, solicitou ao Hospital Bom Pastor, acesso ao arquivo hospitalar com finalidade de
estudo dos registros ¢ anotagdes referentes a  propedéutica, exames complementares e

tratamentos realizados em pacientes com cincer bucal.

O solicitante relatou necessitar dofipencionado acesso para subsidiar estudo académico em
sua drea  de atuagdo profissiondl, informando que ndo usara nenhuma informagdo de

identificagdo pessoal e/ou postal dé pacientes, constantes no objeto do presente relatorio.
i

Instado & manifestagdo a respeito, na condigdo de integrante da Comissdo de Etica do

Hospital Bom Pastor, assim fago.

Considerando a relevancia de permanentes estudos para melhorias de tratamentos de saude
humana, a meu ver, NAO HA OBJEGCAO AO PRETENDIDO ACESSO DO
SOLICITANTE, PARA USO CONFORME RETRO INFORMADO.

! Varginha, MG 18/04/2013

- g o

PRESIDENTE DA/COMISSAO DE ETICA
FHOMUY - Hospital bom Pastor

fa



