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Lista de Abreviaturas 
 

ADH – Álcool desidrogenase 

ALDH – Aldeído desidrogenase 

BSA – “Bovine serum albumin” - Albumina sérica bovina 

°C - Graus Celsius 

cDNA - Ácido desoxirribonucléico complementar 

CEC – Carcinoma espinocelular 

DAB - Diaminobenzidina 

DMSO – Dimetil sulfóxido 

EGF – “Epidermal growth factor” - Fator de crescimento epidérmico 

EGFR – “Epidermal growth factor Receptor” - Receptor do fator de crescimento 

epidérmico 

FAS – “Fatty acid synthase” – Ácido graxo sintetase 

INCA – Instituto Nacional do Câncer 

kDa – Quilodaltons 

LHRH – “Luteinizing hormone releasing hormone” - Fator liberador do hormônio 

luteinizante 

mM - Milimolar 

ml - Mililitros 

mM - Milimolar 

NADPH – “Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate” - Nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato 

nM - Nanomolar 

PBS – “Phosphate Bufferes Saline” - Solução salina tamponada com fosfato 

PCNA – “Proliferating Cell Nuclear Antigen” - Antígeno nuclear de proliferação 

celular 

PI-3K – “Phosphatidylinositol-3- kinase“ - Fosfoinositídio-3-quinase 

RA - Receptor de Andrógeno 
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RNA -Ácido ribonucléico 

SCC – “Squamous cell carcinoma” 

SNC – Sistema nervoso central 

SRE - “Sterol regulatory element” - Elemento regulatório de esteróide 

SREBP - “Sterol regulatory element binding protein” - Proteína ligante do elemento 

regulatório de esteróide 

µM - Micromolar 
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Resumo 
 

A enzima ácido graxo sintetase (FAS) tem um papel central na biossíntese de 

ácidos graxos a partir dos precursores acetil-CoA e malonil-CoA. Em condições 

fisiológicas, FAS participa de processos biológicos como o armazenamento de 

energia, a produção de ácidos graxos durante a lactação e a síntese de 

membranas celulares. Vários trabalhos recentes têm demonstrado que a 

expressão de FAS é elevada em neoplasias malignas como as de próstata, mama, 

ovário, bexiga, endométrio, tireóide, esôfago, estômago, pulmão, melanoma e 

sarcomas de partes moles. Apenas um estudo imunohistoquímico realizado em 

carcinomas espinocelulares (CEC) bucais descreve a produção de FAS neste tipo 

de neoplasia, sugerindo que a produção desta enzima possa ser indicadora das 

etapas iniciais de transformação maligna. ErbB2, um receptor da família ErbB, é 

capaz de aumentar a expressão de FAS em uma linhagem celular derivada da 

glândula mamária, a qual se torna então sensível ao tratamento com bloqueadores 

da atividade de FAS, entrando em apoptose. Como ainda não existem na literatura 

marcadores moleculares com aplicabilidade clínica para se estimar agressividade 

e determinar prognóstico dos CECs de cabeça e pescoço, este trabalho teve como 

objetivo avaliar, através de reações imunohistoquímicas, a expressão de FAS, 

ErbB2 e de Ki-67 em amostras desta neoplasia. Positividade citoplasmática para 

FAS foi intensa nas lesões histologicamente bem diferenciadas, enquanto que 

ErbB2 exibiu dois padrões bastante distintos de marcação, um localizado na 

membrana plasmática e o outro intra-citoplasmático. Uma alta porcentagem 

(81,25%) das células fortemente positiva para FAS foi também intensamente 

marcada para ErbB2, com correlação positiva estatisticamente significante (p = 

0,01). A positividade para ErbB2 foi correlacionada com o grau histológico dos 

tumores, sendo as áreas bem diferenciadas mais fortemente marcadas na 

membrana plasmática. Entretanto, nas áreas menos diferenciadas, com maior 

pleomorfismo celular, a expressão citoplasmática de ErbB2 foi mais evidente. 
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Todos os casos da amostra estudada mostraram positividade nuclear para o 

antígeno de proliferação Ki-67, sendo as lesões com maior índice de marcação 

associadas a uma sobrevida global mais curta (p=0,03). Estes resultados mostram 

que a maioria dos CECs bucais analisados expressa concomitantemente FAS e 

ErbB2, sugerindo a participação desta última molécula na regulação da expressão 

gênica de FAS, a qual pode ter um papel biológico na patogênese destas lesões. 

Além do mais Ki-67 se mostrou um marcador molecular para o prognóstico destas 

lesões. 
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Abstract 
 

Fatty acid synthase (FAS) is a key metabolic enzyme responsible for the 

biosynthesis of saturated fatty acids using acetyl-CoA and malonyl CoA as 

substrates. FAS has specialized physiologic functions that include the storage of 

lipids in adipose tissue, production of milk lipids in the lactating breast tissue and 

synthesis of cell membranes. Overexpression of FAS has been reported in several 

human malignancies, such as prostate, breast, ovarian, bladder, endometrium, 

thyroid, esophagus, stomach, lung, melanoma and soft tissue sarcomas. There is 

only one immunohistochemical study with oral squamous cell carcinoma (SCC) 

samples suggesting that the expression of FAS is increased at the early stages of 

malignant transformation. ErbB2, a transmembrane tyrosine kinase member of the 

ErbB receptor family, is able to increase the expression of FAS in a breast 

epithelial cell line, which becomes susceptible to apoptosis by FAS inhibition. 

Herein we analyzed by immunohistochemistry the expression of FAS, ErbB2, and 

the proliferation marker Ki-67 in 62 head and neck squamous cell carcinoma 

(HNSCC) samples. FAS positivity was cytoplasmic and the strongest reactions 

were found in well differentiated tumors. Two distinct patterns of ErbB2 positivity 

were identified, a sharply demarcated membrane staining, found in the adjacent 

normal epithelium and well differentiated areas of the tumors, and a cytoplasmic 

reaction observed mainly in undifferentiated cells. Most of the lesions (81,25%) that 

showed a high expression of FAS were also positive for ErbB2 (p=0.01). The 

immunolabeling for ErbB2 at the cell membrane was also stronger in histologically 

well differentiated lesions while cytoplasmic positivity was found in undifferentiated 

tumors. All the cases of the studied sample showed nuclear expression of Ki- 67, 

which was significantly associated with a poor prognosis (p=0.03). Taken together, 

the results presented here show that FAS and ErbB2 are co-expressed in HNSCC 

and suggest that ErbB2 regulates FAS expression in these tumors. Moreover, our 

data point out Ki-67 as a useful prognostic marker for HNSCC. 
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1. Introdução 

 
Cresce rapidamente a quantidade de informações sobre a biologia do 

câncer, um conjunto de doenças distintas com causas, cursos clínicos e formas de 

tratamento diferentes. Atualmente, os países desenvolvidos já têm maior controle 

sobre as doenças de origem infecciosa, o que faz do câncer um problema comum 

e centro de grande atenção científica. 

Os carcinomas são neoplasias malignas de origem epitelial caracterizadas 

por crescimento descontrolado e disseminação de suas células, que invadem 

tecidos e órgãos, podendo espalhar-se para outras regiões do corpo. Sua origem 

é complexa, sendo causados por alterações genéticas geralmente associadas a 

fatores ambientais (Line et al., 1995; Coletta et al., 2002). Das neoplasias 

malignas que ocorrem na boca, o carcinoma espinocelular (CEC), também 

denominado de carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermóide, é 

uma enfermidade de causa multifatorial (Llewwellyn et al., 2001). Não há um 

carcinógeno isolado, mas fatores intrínsecos e extrínsecos que, em conjunto, 

causam a transformação maligna do epitélio escamoso queratinizado ou não 

queratinizado que reveste a cavidade bucal (Neville et al., 1998). 

No Brasil, o câncer representa a segunda causa de morte por doença e o 

CEC em boca está entre os seis tipos de câncer que mais acometem os homens, 

sendo o oitavo mais comum nas mulheres (Moore et al., 1999; Ministério da 

Saúde, 2003). Os indivíduos portadores dessa entidade são geralmente homens 

acima de 40 anos de idade e o local mais acometido é a borda lateral de língua, 

seguida pelo lábio inferior (Zakrzewska, 1999; Coletta et al., 2002; Kowalski et al., 

2003). 

O conhecimento detalhado da patogênese desta doença e a identificação 

de marcadores biológicos clinicamente eficientes podem fornecer informações 

úteis na determinação do prognóstico e individualização dos tratamentos. A FAS é 

uma enzima envolvida na síntese de ácidos graxos saturados de cadeias longas 

usando acetil-CoA e malonil-CoA como substratos (Kuhajda, 2000; Baron et al., 
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2003). Em condições fisiológicas FAS participa do armazenamento de energia, da 

produção de ácidos graxos durante a lactação e da síntese de membranas 

celulares (Kuhajda, 2000; Swinnen et al., 2003). A expressão de FAS tem sido 

recentemente descrita como elevada em neoplasias malignas, como as de colon 

(Rashid et al., 1997; Visca et al., 1999), próstata (Shurbaji et al., 1992; Epstein et 

al., 1995; Swinnen et al., 1997; Kuhajda, 2000; Dhanasekaran et al., 2001; Welsh 

et al., 2001; Myers et al., 2001; Swinnen et al., 2002; Rossi et al., 2003), mama 

(Chalbos et al., 1990; Pizer et al., 1996a; Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 2000; 

Oskouian et al., 2000; Wang et al., 2001), ovário (Pizer et al., 1996b; Alo et al., 

2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), pulmão (Piythilake et al., 2000), bexiga 

(Visca et al., 2003), esôfago (Nemoto et al., 2001), estômago (Kusakabe et al., 

2002), tireóide (Vlad et al., 1999), mesoteliomas (Gabrielson et al., 2001), 

melanomas (Innocenzi et al., 2003) e sarcomas (Takahiro et al., 2003). Apenas um 

estudo imunohistoquímico realizado em CECs bucais sugere que o aumento da 

produção desta enzima pode ser indicador das etapas iniciais de transformação 

maligna (Krontiras et al., 1999). Assim, a expressão diferencial de FAS entre 

tecidos normais e tumorais a torna um alvo terapêutico em potencial (Kuhajda, 

2000; Kuhajda et al., 2000; Gabrielson et al., 2001). 

ErbB2 é um receptor transmembrânico membro da família ErbB com 

atividade de tirosina-quinase, envolvido na regulação do crescimento e 

diferenciação celular (O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003). Alguns 

autores encontraram uma expressão anormalmente alta deste receptor na 

superfície das células de diversos tumores, particularmente os de mama, nos 

quais ErbB2 tem sido usado como marcador prognóstico e como alvo molecular 

para o tratamento (Slamon, 1987; Albanell, 1996; Yarden, 2001). ErbB2 foi 

recentemente descrito como sendo capaz de estimular a expressão da enzima 

FAS em células epiteliais da glândula mamária em cultura (Kumar-Sinha et al., 

2003). Considerando-se a expressão de ErbB2 em CECs bucais parece estar 

aumentada (Hou et al., 1992; Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1997; Xia et al., 

1999; Bei et al., 2001; Khan et al., 2002), este pode também estar envolvido na 
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ativação das vias intracelulares que controlam a expressão do gene que codifica 

FAS nos CECs bucais. 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar, através de reações 

imunohistoquímicas, a expressão de FAS, ErbB2 e do marcador de proliferação 

celular Ki-67 em CECs de cabeça e pescoço de pacientes tratados no 

Departamento de Cirurgia de Cabeça e Pescoço e Otorrinolaringologia do Hospital 

do Câncer A.C. Camargo. Correlação entre a positividade para estas proteínas e 

os dados clínicos e histopatológicos de cada paciente são estudadas através dos 

testes qui-quadrado, teste exato de Fisher e método de Kaplan-Meier. 
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2. Revisão da Literatura 

 

2.1. Epidemiologia 

 
A “American Cancer Society” estimou, em 1993, que um a cada três 

americanos vivos desenvolveria uma malignidade em algum ponto do seu 

organismo (Neville et al., 1998). A incidência de câncer é muito variável ao redor 

do mundo, acometendo tanto os países desenvolvidos como aqueles em 

desenvolvimento (Moore et al., 1999; Wünsch-Filho, 2002). Estima-se que o CEC 

bucal seja o sexto tipo mais comum de câncer no mundo e o mais comum na Índia 

(Boyle et al., 1990; Zakrzewska, 1999; Moore et al., 1999; Llewellyn et al., 2001). 

O Ministério da Saúde estima para 2003, em todo o Brasil, 402.190 novos 

casos e 126.960 óbitos por câncer. Para o sexo masculino, são esperados 

186.155 casos novos e 68.350 óbitos, enquanto que, para o sexo feminino, são 

estimados 216.035 casos novos e 58.610 óbitos (Tabela 1). O principal tipo de 

câncer na população brasileira será o de pele não melanoma, seguido pelas 

neoplasias da mama, próstata, pulmão e estômago. Nos homens, o câncer de 

pele não melanoma também será o mais freqüente seguido pelos de próstata, 

pulmão, estômago e cólon e reto. Nas mulheres, destacar-se-ão os cânceres de 

pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon e reto e estômago (Ministério da 

Saúde, 2003). 

Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), o CEC representa 

cerca de 95% de todos os tumores malignos da boca (Ministério da Saúde, 2003). 

No Brasil, a incidência de CECs da cavidade bucal em homens da cidade de São 

Paulo está entre as mais altas do mundo (8/100.000) (Kowalski et al., 2003). O 

CEC de boca é um dos seis tipos de neoplasias malignas que mais acometem 

homens e o oitavo mais comum nas mulheres (Tabela 1). Os indivíduos 

portadores dessa entidade são com maior freqüência homens acima de 40 anos 

de idade (Zakrzewska, 1999; Coletta et al., 2002; Kowalski et al., 2003) e a região 
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anatômica mais afetada é o lábio inferior, seguido pela borda lateral de língua e 

assoalho bucal (Coletta et al., 2002; Kowalski et al., 2003). 

A incidência do CEC em orofaringe é maior em homens do que em 

mulheres (4:1), ocorrendo principalmente na quinta ou sexta décadas de vida 

(Kowalski et al., 2003). No município de São Paulo há uma das maiores 

incidências mundiais de CEC de laringe, sendo de 14,9/100.000 em homens e 

5,1/100.000 em mulheres, numa proporção de 10:1 (Mirra et al., 2001). No Brasil, 

a maioria dos tumores são transglóticos no momento do diagnóstico, seguindo-se 

em ordem decrescente os glóticos, supraglóticos e subglóticos (Kowalski et al., 

2003). 

Um fato que piora o prognóstico do câncer é o diagnóstico tardio. De 

acordo com o Ministério da Saúde, menos de 1% dos casos de CEC bucal são 

detectados precocemente, ainda como carcinoma in situ, quando é possível obter 

a cura sem maiores prejuízos estéticos e funcionais ao paciente. A maioria dos 

casos, cerca de 60%, é diagnosticada em estágios avançados, quando a lesão é 

destrutiva e infiltrativa, os linfonodos palpáveis e o prognóstico invariavelmente 

sombrio (Ministério da Saúde, 2003). Cerca de metade dos pacientes já 

apresentam metástases regionais no momento do diagnóstico, o que contribui 

para reduzir a sobrevida, que é de aproximadamente 50% após um período de 

cinco anos e geralmente acompanhada de graves seqüelas estéticas e funcionais 

no aparelho estomatognático (Lopes et al., 1998; Kowalski et al., 2003). 
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Tabela 1: Estimativas para o ano 2003 do número de casos novos e de óbitos por câncer, 

em homens e mulheres, segundo localização primária, no Brasil. 

Fonte: Ministério da Saúde, 2003. 

 

 

2.2. Etiologia e Fatores de Risco 

 
O desenvolvimento do câncer está associado ao acúmulo de alterações 

genômicas, particularmente nos genes que regulam o crescimento, a 

diferenciação e a morte celular, a estabilidade e o reparo do DNA e a imunidade 

celular ou humoral (Scully, 1993; Line et al., 1995; Scully et al., 2000; Coletta et 

al., 2002). Estas alterações genéticas podem ser mutações espontâneas, de 

caráter hereditário ou não, ou provocadas por fatores externos ou epigenéticos, 

como diversos agentes carcinogênicos químicos, biológicos ou físicos (Kowalski et 

al., 2003). 

O risco para o CEC de boca está associado a fatores ambientais, dentre os 

quais se destacam o consumo de tabaco e álcool (Franco et al., 1989; Smith, 

1989; Johnson & Warnakulasuriya, 1993; Andre et al., 1995; Macfarlane et al., 

 

Estimativa de casos novos Estimativa de óbitos 
Localização Primária  

Masculino Feminino Total Masculino Feminino Total 

Pele não Melanoma 39.000 43.155 82.155 510 365 875 

Mama Feminina - 41.610 41.610 - 9.335 9.335 

Traquéia, Brônquio e Pulmão 15.165 6.920 22.085 11.315 4.915 16.230 

Estômago 13.630 7.010 20.640 7.330 3.815 11.145 

Colo de útero - 16.480 16.480 - 4.110 4.110 

Próstata 35.240 - 35.240 8.230 - 8.230 

Cólon e Reto 9.530 10.545 20.075 3.700 4.270 7.970 

Esôfago 6.775 2.120 8.895 4.320 1.275 5.595 

Leucemias 4.065 3.315 7.380 2.510 2.095 4.605 

Cavidade Oral 7.750 2.885 10.635 2.540 705 3.245 

Pele Melanona 2.185 2.185 4.370 645 480 1.125 

Outras Localizações 52.815 79.810 132.625 27.250 27.245 54.495 

Total 186.155 216.035 402.190 68.350 58.610 126.960
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1996; Zakrzewska, 1999; Schlecht et al., 1999), além da radiação actínica nos 

casos de CEC de lábio inferior (Line et al., 1995; Moore et al., 1999). Parece 

existir uma relação entre a dose e o tempo de exposição aos carcinógenos 

encontrados no cigarro e no álcool e o desenvolvimento do CEC bucal, sendo o 

risco potencializado nas pessoas que fumam e também consomem bebidas 

alcoólicas (Franco et al., 1989; Line et al., 1995; Schlecht et al., 1999; Znaor et al., 

2003). Entre as substâncias potencialmente mutagênicas do tabaco encontram-se 

os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, nitrosaminas, aldeídos e aminas 

aromáticas (Znaor et al., 2003). O mecanismo pelo qual o álcool atua nas células 

epiteliais ainda é incerto. Embora o etanol por si só não seja mutagênico, os 

produtos de seu metabolismo, principalmente os acetaldeídos, são produtores de 

radicais livres e causam mutações no DNA (Macfarlane et al., 1996). Para o 

metabolismo do álcool são necessárias duas enzimas presentes no fígado e na 

mucosa do trato digestivo superior, incluindo a cavidade bucal. A primeira delas é 

a álcool desidrogenase (ADH), que oxida o etanol gerando acetaldeído, o qual é 

transformado em água e gás carbônico, inócuos para as células, pela aldeído 

desidrogenase (ALDH). Assim, se as células apresentarem deficiências na 

atividade de ALDH ou forem submetidas a doses de álcool superiores a sua 

capacidade de metabolismo, pode ocorrer um acúmulo do acetaldeído e aumento 

do risco de mutações (Macfarlane et al., 1996). Neste contexto, polimorfismos no 

gene que codifica a enzima ADH3, um dos subtipos de ADH, foram recentemente 

relatados como um potencial fator de risco para carcinomas das vias 

aerodigestivas superiores, principalmente em um grupo de pacientes com baixo 

consumo relativo de álcool e tabaco (Nishimoto et al., 2004). 

A radiação solar, particularmente os raios ultravioletas, é a principal causa 

dos cânceres de pele e do CEC de lábio inferior, estando provavelmente 

associada à formação dos dímeros de pirimidina pela ligação covalente entre duas 

bases pirimidicas adjacentes no DNA (Line et al., 1995; Moore et al., 1999). 

Associações etiológicas com outros fatores externos, como a sífilis, infecção por 

HPV e estado sistêmico do paciente também tem sido sugeridas (Walker et al., 
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2003). A radiação X pode causar neoplasias malignas (sarcomas ou carcinomas) 

como efeito colateral após tratamentos radioterápicos (Onodera et al., 1998). 

Estudos moleculares tem detectado o DNA de vírus HPV em amostras de CEC 

bucal, entretanto sua relação com a etiologia deste tumor não foi ainda 

estabelecida (Neville et al., 1998; Walker et al., 2003). A exposição profissional a 

fibras têxteis, metais, couro, níquel, álcool isopropílico e ácido sulfúrico parecem 

também aumentar o risco para o CEC de boca (Kowalski et al., 2003). 

O CEC da orofaringe apresenta características semelhantes ao CEC da 

cavidade bucal, tendo como principal fator de risco o tabagismo potencializado 

pelo etilismo. Da mesma forma, o consumo de tabaco e de bebidas alcoólicas são 

os principais fatores de risco para o carcinoma de laringe. Algumas exposições 

profissionais, como ao níquel ou asbestos, bem como o trabalho em indústrias 

têxteis parecem estar relacionados a um aumento na taxa de risco para o câncer 

na laringe (Kowalski et al., 2003). 

 

 

2.3. Características Clínicas e Histopatológicas 

 
O CEC bucal apresenta-se clinicamente como uma massa exofítica, com ou 

sem ulceração, de aspecto leucoplásico, eritroplásico ou eritroleucoplásico, e 

bordas geralmente irregulares, endurecidas e elevadas. No início é indolor, 

havendo sintomatologia quando a lesão apresenta-se ulcerada, com invasão da 

musculatura ou de nervos. Outros sintomas mais tardios são sialorréia, 

sangramentos, mobilidade dentária, halitose, trismo e emagrecimento (Neville et 

al., 1998; Zakrzewska, 1999; Kowalski et al., 2003). As lesões ocorrem mais 

comumente no gênero masculino, predominando na sexta e sétima décadas de 

vida (Moore et al., 1999; Llewellyn et al., 2001; Wünsch-Filho, 2002). O local mais 

comum de envolvimento do CEC é a língua (40%), seguida pelo assoalho bucal 

(20%) (Neville et al., 1998; Kowalski et al., 2003). Outros locais são também 

afetados, como gengiva, rebordo alveolar, palato mole e mucosa jugal, porém, 
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com menor freqüência. O CEC de lábio inferior representa cerca de 30% dos 

cânceres de boca, sendo importante em países tropicais como o Brasil, no qual 

grande número de trabalhadores rurais ficam expostos por tempo prolongado à 

radiação actínica (Ministério da Saúde, 2003). 

O carcinoma de orofaringe pode ser, quando no início, assintomático ou 

apresentar algum desconforto mínimo durante a deglutição. Otalgia, odinofagia, 

disfagia, trismo ou metástases cervicais são outros sinais clínicos importantes. A 

disfagia e a otalgia são sintomas preponderantes, freqüentemente acompanhados 

de linfonodos cervicais metastáticos. O trismo, nas lesões da parede lateral da 

orofaringe ou loja amigdaliana, ou perda de mobilidade da língua, nas lesões de 

base de língua, são sugestivas de infiltração do carcinoma para planos 

musculares profundos. O CEC de laringe pode ser dividido em lesões da 

supraglote, glote e subglote. Os tumores glóticos causam rouquidão persistente, 

os subglóticos produzem dispnéia, enquanto que os supraglóticos geralmente se 

caracterizam por odinofagia. Outros sintomas associados aos tumores mais 

avançados são disfagia, tosse, otalgia reflexa, hemoptise e linfonodos 

metastáticos (Kowalski et al., 2003). 

Do ponto de vista microscópico, as lesões de CEC da região de cabeça e 

pescoço apresentam-se como proliferações de células espinhosas pleomórficas, 

com núcleos hipercromáticos, nucléolos evidentes e figuras de mitoses atípicas. O 

tecido em crescimento invade o tecido conjuntivo subjacente, formando ninhos ou 

ilhas epiteliais (Neville et al., 1998). Focos de células queratinizadas isoladas e 

pérolas de queratina podem também ser observados. Segundo a diferenciação 

celular, os CECs são classificados em bem diferenciados, moderadamente 

diferenciados e indiferenciados, de acordo com os graus de queratinização, 

polimorfismo nuclear, número de mitoses, padrão de invasão dos tecidos 

adjacentes, estágio de invasão e intensidade de infiltrado inflamatório (Anneroth et 

al., 1987). Os CECs bem diferenciados assemelham ao tecido epitelial escamoso 

normal, apresentando um padrão sólido, contendo proporções variadas de células 

escamosas e basais, com evidente queratinização e poucas figuras de mitose. Os 
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CECs moderadamente diferenciados apresentam células espinhosas bem 

evidentes e com acentuado pleomorfismo nuclear, maior número de mitoses 

(incluindo as atípicas), hipercromatismo, nucléolos bem evidentes e poucas 

pérolas de queratina, embora queratinização de células individuais possa ser 

observada. As lesões indiferenciadas têm pouca ou nenhuma evidência de 

queratinização, as células neoplásicas mostram alto grau de pleomorfismo e 

hipercromatismo, com um crescimento difuso e elevado potencial mitótico 

(Anneroth et al., 1987). 

O CEC bucal pode apresentar cinco variantes raras, com características 

clínicas, histológicas e de comportamento bastante peculiares: carcinoma de 

células fusiformes, carcinoma verrucoso, carcinoma papilífero, carcinoma 

adenoescamoso e carcinoma basalóide escamoso (Cotrim et al., 2002). 

 

 

2.4. Ácido graxo sintetase (FAS) 

 

FAS é uma enzima multifuncional com um papel central na síntese 

endógena de ácidos graxos saturados de cadeia longa, a partir dos precursores 

acetil-CoA e malonil-CoA (Jayakumar et al., 1995, Chirala et al., 1997; Kuhajda, 

2000, Brink et al., 2002; Baron et al., 2004). A proteína FAS consiste em um 

homodímero formado por duas cadeias polipeptídicas idênticas, com 

aproximadamente 250 a 270 kDa cada, contendo sete sítios catalíticos 

organizados em seqüência (Wakil, 1989; Brink et al., 2002). 

Para a produção de ácidos graxos é necessária também a atividade das 

enzimas acetil-CoA carboxilase, que sintetiza malonil-CoA, citrato liase, que 

sintetiza acetil-CoA, enzima málica e via da pentose fosfato, que produzem 

NADPH, molécula usada como agente redutor na síntese de ácidos graxos. FAS, 

por sua vez, catalisa a reação de condensação de malonil-CoA e acetil-CoA, 

formando como produto principal o ácido graxo saturado de 16 carbonos palmitato 
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(Kuhajda, 2000; Pizer et al., 2000), além de miristato e estereato (Chirala et al., 

2003). 

Em condições normais, a síntese endógena de ácidos graxos é mínima, 

exceto em tecidos lipogênicos, como o tecido adiposo e o fígado, pois, a maioria 

das células humanas normais utiliza os lipídios provenientes da dieta (Weiss et al., 

1986; Kuhajda, 2000; Kuhajda et al., 2000; Yang et al., 2003). FAS é importante 

para inúmeros processos biológicos, como armazenamento de energia, produção 

de ácidos graxos durante a lactação, proliferação do endométrio e dos tecidos 

fetais, síntese das membranas celulares (Kuhajda, 2000; Chirala et al., 2003; Yang 

et al., 2003) e fornecimento de energia pela oxidação de ácidos graxos nas 

mitocôndrias (Baron et al., 2004). 

FAS é altamente expressa no endométrio durante a fase de proliferação, 

provavelmente devido ao intenso crescimento celular neste tecido (Pizer et al., 

1998a). Em neoplasias malignas, a síntese de ácidos graxos ocorre de forma 

independente do suplemento nutricional (Weiss et al., 1986). Recentemente, 

muitos autores têm demonstrado que as células de neoplasias malignas e também 

algumas lesões cancerizáveis expressam níveis anormalmente altos de FAS, 

como nos carcinomas de colon (Rashid et al., 1997; Visca et al., 1999), próstata 

(Shurbaji et al., 1992; Epstein et al., 1995; Swinnen et al., 1997; Kuhajda et al., 

2000; Dhanasekaran et al., 2001; Myers et al., 2001; Welsh et al., 2001; Swinnen 

et al., 2002; Rossi et al., 2003), mama (Chalbos et al., 1990; Pizer et al., 1996a; 

Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 2000; Oskouian et al., 2000; Wang et al., 2001), 

ovário (Pizer et al., 1996b; Alo et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), 

pulmão (Piythilake et al., 2000), bexiga (Visca et al., 2003), esôfago (Nemoto et al., 

2001), estômago (Kusakabe et al., 2002), tireóide (Vlad et al., 1999), 

mesoteliomas (Gabrielson et al., 2001), melanomas (Innocenzi et al., 2003) e 

sarcomas dos tecidos moles (Takahiro et al., 2003). Além do mais, para alguns 

tumores, como os de próstata (Shurbaji et al., 1996; Epstein et al., 1995), mama 

(Alo et al., 1996), ovário (Gansler et al., 1997; Alo et al., 2000) tireóide (Vlad et al., 

1999), colon (Visca et al., 1999) melanomas (Innocenzi et al., 2003) e sarcomas 
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de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) uma associação positiva entre a 

expressão da proteína FAS e um comportamento clínico agressivo tem sido 

descrita. 

Com relação aos CECs intrabucais, há um único estudo imunohistoquímico 

realizado em lesões de língua, que mostrou uma expressão maior de FAS em 

áreas de displasia epitelial moderada e de CEC, quando comparadas ao epitélio 

bucal normal. Estes autores sugeriram, baseados nestes achados, que o aumento 

na produção de FAS poderia ser indicador das etapas iniciais da transformação 

maligna e da diferenciação das células neoplásicas, pois, nesta casuística, os 

CECs bem diferenciados expressaram mais FAS do que os indiferenciados 

(Krontiras et al., 1999). 

Foi recentemente demonstrado, através da construção de camundongos 

“knockout” para o gene que codifica a enzima FAS (FASN), que os homozigotos 

nulos para FAS (FASN -/-) morrem antes mesmo de sua implantação no útero, 

enquanto que a maioria dos heterozigotos (FASN +/-) morrem no útero, mesmo na 

presença de uma dieta rica em ácidos graxos saturados (Chirala et al., 2003). 

Estes resultados são importantes, pois mostram claramente que a síntese 

endógena de ácidos graxos é essencial para a embriogênese, período 

caracterizado por intensa proliferação e diferenciação celular. Além do mais, este 

fato sugere que eventuais terapias para o câncer baseadas na inibição da 

atividade de FAS possam apresentar potencial teratogênico. 

A produção anormal de FAS pode ser o reflexo de um descontrole do ciclo 

celular, ou seja, uma alta atividade proliferativa aumentaria as necessidades de 

ácidos graxos para a síntese das membranas das células em divisão, entretanto, o 

mecanismo biológico que conecta estes dois sistemas (ciclo celular e síntese de 

ácidos graxos) ainda não é conhecido. Swinnen et al. (2003) demonstraram que a 

expressão e atividade de FAS são necessárias para a produção de fosfolipídios da 

membrana celular em células de câncer de próstata (LNCaP), o que sugere que 

FAS tenha um papel essencial na síntese das membranas celulares de células 

tumorais. 
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O mecanismo que rege a produção de FAS nas células tumorais não está 

totalmente esclarecido. Estudos demonstram que esta regulação pode ocorrer 

através de estrógeno, progesterona e andrógenos, nas células que respondem a 

estes hormônios (Swinnen et al., 1997; Milgraum et al., 1997; Pizer et al., 1998a; 

Swinnen et al., 2000; Lacasa et al., 2001; Myers et al., 2001; Heemers et al., 2001; 

Van de Sande et al., 2002; Heemers et al., 2003). Nas células LNCaP, a 

expressão de FAS é aumentada tanto por andrógenos como pelo fator de 

crescimento epidérmico (EGF) (Swinnen et al., 1997; Swinnen et al., 2000), ao 

passo que na linhagem celular MCF7, derivada de câncer de mama, a produção 

de FAS é estimulada por progesterona (Lacasa et al., 2001). Em um trabalho 

recente utilizando a tecnologia dos “microarrays” de cDNA, Kumar-Sinha et al. 

(2003) identificaram um grupo de genes que são diferencialmente regulados por 

ErbB2, através da indução forçada da sua expressão em células epiteliais de 

mama em cultura. Um dos genes descobertos como sendo regulado pelo ErbB2 é 

o que codifica a FAS e, segundo estes autores, a inibição da atividade da FAS 

causa apoptose preferencialmente nas células que estão expressando ErbB2 em 

grandes quantidades. Este trabalho mostra, pela primeira vez, uma conexão entre 

ErbB2 e FAS, sendo esta mediada pela via PI-3K através do efeito direto no 

promotor de FAS. 

A transcrição de genes que codificam enzimas lipogênicas, como 

aquelas envolvidas na manutenção da homeostase do colesterol e do controle da 

síntese e ácidos graxos, é ativada por proteínas ligadoras aos elementos 

reguladores de esteróides (SREBP). As SREBPs formam uma família de fatores 

de transcrição que estimula a transcrição de genes que contém em suas regiões 

regulatórias os elementos SRE (Brown & Goldstein, 1997; Swinnen et al., 1997; 

Brown & Goldstein, 1999; Swinnen et al., 2000; Heemers et al., 2001; Yang et al., 

2003). A ativação da via PI3K, em células LNCaP, aumenta a transcrição do gene 

que codifica FAS devido ativação de SREBP por andrógenos ou EGF (Swinnen et 

al., 1997; Swinnen et al., 2000; Signoretti et al., 2000; Heemers et al., 2001; Van 

de Sande et al., 2002; Baron et al., 2004). Da mesma maneira, em células 
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epiteliais de mama, ErbB2 estimula o promotor de FAS através da via PI3K, 

provocando um aumento da síntese de ácidos graxos (Kumar-Sinha et al., 2003). 

No entanto, nem sempre as quantidades de RNAs mensageiros e da proteína FAS 

são correspondentes, o que sugere um mecanismo de regulação pós-traducional 

(Rossi et al., 2004). De fato, foi demonstrado que a quantidade da proteína FAS 

pode ser regulada em células LNCaP pelo sistema ubiquitina-proteossomo, 

através do controle da ligação covalente de moléculas de ubiquitina a FAS (Graner 

et al., 2003). Estes resultados todos mostram que o controle de FAS é muito 

complexo e que mais estudos são ainda necessários para o seu entendimento nos 

processos fisiológicos ou patológicos. 

 

 

2.5. Efeitos dos inibidores de FAS 

 

A alta expressão de FAS em tecidos tumorais sugere que esta enzima 

possa ser um alvo quimioterápico em potencial. A cerulenina, um produto natural 

do fungo “cefalosporium caerulens”, é conhecida desde 1960 como um inibidor 

específico da síntese de ácidos graxos de amplo espectro filogenético. Esta droga 

inibe irreversivelmente a atividade da enzima FAS através de sua ligação 

covalente no sítio da β-cetoacil sintetase, responsável pela reação de 

condensação dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Pizer et al., 1998b, 

Kuhajda et al., 2000; Guo et al., 2003). c75 é uma pequena molécula sintética com 

cadeia de 7 carbonos que possui efeitos inibitórios sobre a atividade de FAS 

comparáveis aos da cerulenina, sendo mais estável do que esta e apresentando 

portanto melhor efeito “in vivo” (Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001). 

Tanto a cerulenina como c75 produzem uma rápida e significativa inibição 

da replicação do DNA e, conseqüentemente, da progressão da fase S do ciclo 

celular em células derivadas de neoplasias malignas humanas (Furuya et al., 

1997; Pizer et al., 1996a; Pizer et al., 1998b; Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001; 

De Schrijver et al., 2003), o que culmina com a morte por apoptose (Pizer et al., 
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1996a, Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001; Thupari et al., 2001). Entretanto, o 

mecanismo exato pelo qual a inibição de FAS desencadeia a apoptose não está 

totalmente elucidado. Zhou et al. (2003) demonstraram que c75, utilizado em 

células tumorais de mama (MCF-7), aumentou a oxidação de fosfolipídios de 

membrana ao mesmo tempo em que inibiu a síntese dos mesmos, provocando 

acúmulo de malonil-CoA. Segundo estes e outros autores (Pizer et al., 1998b; 

Pizer et al., 2000; Thupari et al., 2001), o acúmulo deste intermediário metabólico 

induz a morte celular por apoptose. Além de seus efeitos sobre o ciclo celular, 

inibidores químicos da atividade de FAS são aparentemente bem tolerados em 

camundongos adultos, nos quais agem como inibidores de apetite de ação no 

SNC (Loftus et al., 2000). 

 

 

2.6. ErbB2 

 

A família ErbB de receptores transmembrânicos é composta por quatro 

membros, a saber, EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/Neu/HER2, ErbB3/HER3 e 

ErbB4/HER4 (O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003). Apesar do ligante de 

ErbB2 não ter sido ainda identificado, este receptor é capaz de se dimerizar com 

outros receptores desta família, como o EGFR (Penuel et al., 2001; O-charoenrat 

et al., 2000; Xu et al., 2001), formando heterodímeros capazes de causar intensa 

e prolongada ativação das vias de sinalização intracelular (Holbro et al., 2003). 

Desta forma, ErbB2 é ativado por EGF, através da formação de heterodímeros 

entre ErbB1 e ErbB2, ou pela heregulina, através da heterodimerização com 

ErbB3 ou ErbB4 (Graus-Porta et al., 1997; Magnifico et al., 1998). Uma vez que 

esses receptores são ativados, ocorre auto-fosforilação e fosforilação cruzada, 

desencadeando uma cascata de reações (através das vias MAPK ou PI3K) que 

resulta em fosforilação de fatores de transcrição que controlam diversos 

processos celulares (Yarden, 2001; Holbro et al., 2003). 
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 Todos os receptores da família ErbB2 estão envolvidos na regulação do 

crescimento, diferenciação ou migração celular (O-charoenrat et al., 2002). 

Células tumorais podem apresentar ativação constante dos receptores ErbB2 e 

EGFR, seja por amplificação gênica, mutações ou deleções nos domínios intra e 

extracelulares, ou mesmo por um aumento na sua expressão, o que causa a 

perpetuação dos sinais que estimulam a divisão celular (O-charoenrat et al., 2000; 

Penuel et al., 2001; O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 2003). 

ErbB2 é um dos mais bem caracterizados oncogenes no desenvolvimento 

do câncer de mama, sendo altamente expresso em cerca de 30% dos tumores 

(Isola et al., 1999). A expressão aumentada de ErbB2 nestes tumores tem sido 

positivamente associada a um pior prognóstico, ou seja, menor tempo livre da 

doença e menor sobrevida total do paciente após o tratamento (Slamon et al., 

1987; Albanell et al., 1996; Khademi et al., 2002). Um anticorpo monoclonal 

humanizado contra ErbB2 (Herceptin) tem se mostrado eficiente no tratamento 

dos casos de câncer de mama que expressam grandes quantidades de ErbB2, 

causando regressão tumoral em cerca de 20% destes tumores (Baselga et al., 

1996; Yarden, 2001). 

Existem relatos na literatura descrevendo a amplificação do gene que 

codifica ErbB2 em CECs da região de cabeça e pescoço (Hou et al., 1992; Ibrahim 

et al., 1997; Wilkman et al., 1998; Xia et al., 1999; O-charoenrat et al., 2000; 

Werkmeister et al., 2000; Bei et al., 2001; Khan et al., 2002; O-charoenrat et al., 

2002). Da mesma forma, níveis aumentados da proteína ErbB2 têm sido 

encontrados em vários estudos com CECs bucais, sugerindo fortemente que esta 

proteína possa ter algum papel na patogênese desta neoplasia (Hou et al., 1992; 

Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1997; Xia et al., 1999; Bei et al., 2001; Khan et 

al., 2002). 

 Como descrito no item 2.4 deste capítulo, um estudo recente (Kumar-Sinha 

et al., 2003) evidenciou um aumento da expressão do gene que codifica FAS em 

uma linhagem celular derivada de glândula mamária, após a expressão forçada e 

estável de grandes quantidades de ErbB2. Levando-se em consideração os 
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indícios da participação de ErbB2 na etiologia do CEC da região de cabeça e 

pescoço e as evidências de um papel para FAS na patogênese de neoplasias 

malignas, um dos objetivos do presente trabalho é verificar uma possível 

correlação entre a expressão do oncogene ErbB2 e de FAS em amostras destes 

tumores. 

 

 

2.7. Receptor de andrógeno (RA) 

 

RA é um fator de transcrição, pertencente à família dos receptores 

hormonais esteroidais, que regula a expressão dos genes necessários para o 

desenvolvimento sexual masculino, manutenção da função dos órgãos sexuais, 

bem como desempenha papel importante na função do tecido muscular, folículos 

pilosos e cérebro (Culig et al., 2002). Anormalidades nas vias de sinalização 

através do RA têm sido relacionadas com infertilidade masculina e com o 

desenvolvimento de câncer de próstata (Lee & Chang, 2003). 

O crescimento do carcinoma de próstata é regulado por interações 

complexas entre esteróides, fatores de crescimento peptídicos e citocinas, 

ocorrendo um grande desajuste nestas moléculas e nos seus receptores 

principalmente nas fases tardias do tumor (Culig et al., 2002). Huggins & Hodges 

foram os primeiros a reconhecer a dependência hormonal do câncer de próstata 

em 1941 (Culig et al., 2002). Estes autores mostraram que com a remoção de 

andrógeno ocorria regressão do tumor, sendo esta descoberta a base da terapia 

atual para tumores metastáticos avançados. Como a maioria das células do 

câncer de próstata depende de andrógeno para sua manutenção, o objetivo da 

terapia é privá-las do hormônio, e isso é alcançado através de orquiectomia ou 

pela administração de drogas anti-androgênicas que atuem bloqueando a síntese 

do hormônio masculino ou bloqueando a ação da testosterona junto à célula alvo. 

As drogas anti-androgênicas podem ser não esteroidais, como o Eulexin® 

(flutamida), Casodex® (bicalutamida) e Anandron® (nilutamida), que apenas 
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bloqueiam a ação da testosterona, ou esteroidais como Androcur® (ciproterona), 

que bloqueia o efeito hormonal e ao mesmo tempo inibe a síntese de testosterona 

(Anderson, 2003; Cifuentes et al., 2004). Além das drogas anti-androgênicas há os 

análogos do fator liberador do hormônio luteinizante (LHRH), como o Lupron® 

(acetato de leuprolina), Zoladex® (acetato de goserelina), Suprefact® (acetato de 

buserelin) e Neo-decapeptil® (triptorelina), que agem diretamente no eixo 

hipotálamo-hipófise impedindo a síntese da testosterona, atingindo níveis 

semelhantes aos da orquiectomia cirúrgica. Embora a terapia anti-androgênica 

induza a remissões, a progressão do tumor leva ao aparecimento de clones 

insensíveis à testosterona, os quais, segundo Lin et al. (2001) são estimulados por 

ErbB2. 

A literatura é bastante escassa e controversa em relação à expressão de 

RA em neoplasias bucais. Ojanotko-Harri et al. (1992) mostraram, através de 

reações imunohistoquímicas em amostras de mucosa oral saudável, que a 

positividade nuclear foi mais intensa na camada basal do epitélio, nas células 

endoteliais e nos fibroblastos. Bassalyk et al. (1987) demonstraram que a 

expressão de RA em CECs bucais é maior do que nas leucoplasias, enquanto que 

Nehse & Tunn (1994) descreveram níveis mais baixos de RA em amostras de 

CECs de assoalho bucal e língua do que na mucosa bucal normal. 

 

 

2.8. Ki-67 

 

O antígeno Ki-67 é uma proteína nuclear expressa preferencialmente 

durante as fases S e G2 do ciclo celular (Sittel et al., 1999). Somente as células 

em proliferação expressam Ki-67, ao contrário das células quiescentes (GO), que 

não produzem esta proteína (Gerdes et al., 1984). Anticorpos contra Ki-67 têm 

mostrado grande valor em estudos de biologia tumoral, pois parecem marcar 

especificamente a fração proliferativa dos tecidos normais e neoplásicos. Apesar 

de bastante utilizado como marcador de proliferação celular, a função biológica da 
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proteína Ki-67 ainda não é conhecida (Sholzen & Gerdes, 2000), porém, a sua 

inibição específica com oligonucleotídeos anti-sense é capaz de bloquear a 

síntese de DNA (Schluter et al., 1993). 

Alguns autores sugerem a utilização deste antígeno como um marcador 

molecular para o estabelecimento do prognóstico de diversas neoplasias 

malignas. Entretanto, assim como para todos os marcadores biológicos estudados 

até o momento, os resultados são muitas vezes controversos. Por exemplo, em 

sarcomas de partes moles o índice de positividade para Ki-67 parece ser 

importante para predizer o tempo de sobrevida dos pacientes e a chance de 

ocorrerem metástases à distância (Ueda et al., 1989; Rudolph et al., 1997; Heslin 

et al., 1998). O mesmo parece ser verdadeiro para o adenocarcinoma de próstata 

e de mama (Sholzen & Gerdes, 2000), pulmão (Takahashi et al., 2002), bexiga 

(Bozlu et al., 2002), laringe (Wozniak et al., 2002), rim (Tejido Sanchez et al., 

2002) e tumores de cabeça e pescoço (Sittel et al., 1999; Liu et al., 2003). 
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3. Objetivos 

 

 

O propósito deste trabalho foi: 

 

 

1.  Avaliar, através de reações imunohistoquímicas, a expressão de 

FAS, ErbB2, RA e de Ki-67, em amostras de CECs da região de 

cabeça e pescoço. 

 

 

2.  Correlacionar os resultados imunohistoquímicos com os dados 

clínicos e histopatológicos destes mesmos tumores.  
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Amostras Estudadas 

 
 Foram utilizados sessenta e nove blocos de parafina de CECs de cabeça e 

pescoço diagnosticados e tratados no período de 1999 a 2000 no Departamento 

de Cirurgia de Cabeça e Pescoço e Otorrinolaringologia do Hospital do Câncer - 

A.C. Camargo, São Paulo. Todas as amostras foram provenientes de peças 

cirúrgicas e as informações clínicas referentes a estes pacientes, como idade, 

gênero, localização das lesões primárias, estadiamento clínico do tumor segundo 

a União Internacional Contra o Câncer (TNM), presença de recorrências ou 

metástases e situação na última avaliação foram coletadas das fichas clínicas, 

através de um formulário padronizado (Anexo I). Este estudo teve a aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – 

UNICAMP (Anexo II). 

 

 
4.2. Análise Histopatológica 

 
 Para a análise histopatológica foram realizados cortes de 5µm de 

espessura dos tecidos incluídos em parafina e as lâminas coradas com 

hematoxilina e eosina (H&E). O critério de Anneroth et al. (1987) foi usado para 

determinar o grau de diferenciação celular de cada tumor (Yorioka et al., 2002). 

 

 

4.3. Reações Imunohistoquímicas 

 
 Para a realização das reações imunohistoquímicas, todos os blocos foram 

cortados na espessura de 3µm e os fragmentos colocados sobre lâminas 

previamente tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical 

Company, EUA). 
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Inicialmente, os cortes foram desparafinizados através de duas trocas de 

xilol, sendo a primeira de 30 minutos em estufa a 56°C e a segunda a temperatura 

ambiente, por 20 minutos. A seguir os cortes foram hidratados em soluções com 

concentrações decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e posteriormente 

lavados em água corrente. A atividade da peroxidase endógena foi então 

bloqueada com H2O2 (10 volumes) a 3% em cinco incubações de cinco minutos 

cada, após os quais os cortes foram lavados em água corrente. A recuperação 

antigênica foi feita através da imersão das lâminas em um recipiente contendo 

solução de ácido cítrico a 10 mM (pH 6,0) e incubação em forno de microondas 

(Panasonic modelo NN7809BH, 1380W) em potência máxima durante dois ciclos 

de doze minutos cada. As lâminas foram a seguir resfriadas em água corrente e 

colocadas em solução salina tamponada com fosfato (PBS) a 10mM (pH 7,0). 

Numa fase preliminar do estudo, foram realizadas padronizações a fim de 

se encontrar a diluição ideal para cada um dos anticorpos primários e secundários 

utilizados. Os anticorpos primários e as suas respectivas diluições foram as 

seguintes: anti-ácido graxo sintetase (Transduction Laboratories, EUA, 1:3.000), 

anti-receptor de andrógeno (Upstate Biotechnology, PG-21, EUA, 1:200), anti-Ki-

67 (Dako, Dinamarca, MIB-1, 1:200) e anti-ErbB2 (Dako, EUA, 1:200). Os cortes 

foram incubados com os anticorpos primários diluídos em PBS contendo 1% de 

albumina sérica bovina (BSA, Sigma, EUA) e 0,1%, de azida sódica (NaN3) em 

câmara úmida, por um período de 16 horas a 4°C. A seguir, os cortes foram 

lavados com três trocas de tampão PBS e incubados durante trinta minutos a 37°C 

com os anticorpos secundários biotinilados (Strept ABC – Complex/HRP Duet Kit, 

Dako, EUA, 1:500) específicos para a espécie animal em que foi produzido o 

anticorpo primário. Em seguida, os cortes foram lavados com três trocas de 

tampão PBS e incubados com complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept 

ABC – Complex/HRP Duet Kit, Dako, 1:500) por mais trinta minutos 37°C. Antes 

da revelação com o substrato cromogênico, as lâminas foram lavadas novamente 

com PBS e as reações então evidenciadas com solução de tetracloreto de 3,3’ 

diaminobenzidina (DAB, Sigma, EUA) a 0,06% em PBS contendo 1ml de H2O2 a 
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10 volumes e 1ml de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma, EUA), por cinco minutos a 

37°C em câmara escura. A seguir, os cortes foram lavados em água corrente e 

contra-corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos. Seguindo-se nova 

lavagem com água corrente para eliminar os excessos do corante, os cortes foram 

desidratados em soluções com concentrações crescentes de etanol (50%, 80%, 

95% e 100%), diafanizados em xilol e finalmente montados com Bálsamo do 

Canadá. 

 

 

4.4. Análise dos Resultados 

 

Após a realização das reações imunohistoquímicas os resultados foram 

analisados em microscópio óptico. No caso de marcação citoplasmática, como 

para FAS e ErbB2, as intensidades foram avaliadas por três observadores de 

maneira independente e agrupadas nas categorias abaixo: 

-:            Reação negativa. 

+:           Reação com intensidade fraca. 

++:         Reação com intensidade moderada. 

+++:       Reação com intensidade forte. 

A quantificação das células com positividade nuclear para Ki-67 foi feita 

utilizando-se o sistema de análise computadorizada de imagens KS 400 (Karl 

Zeiss, KONTRON-Eletronik Alemanha). O índice de positividade foi obtido através 

da leitura dos resultados de 10 campos microscópicos (aumento de 400x) 

consecutivos em cada lâmina, sendo que a escolha da região foi determinada pela 

integridade estrutural do tecido e positividade mais evidente (quando houve). As 

células positivas e negativas foram contadas e os resultados expressos em 

porcentagem de células por campo. Os resultados foram digitados em uma 

planilha eletrônica (EXCEL 9.0/2000, Microsoft, EUA). 
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4.5. Análises Estatísticas 

 

A análise de correlações entre as diversas variáveis estudadas foi realizada 

empregando-se o teste qui-quadrado em tabelas de contingência de dupla 

entrada. Análises realizadas em tabelas 2X2 (cotejamento de pares de variáveis 

dicotômicas) foram sempre elaboradas sem correlação de continuidade para o 

valor qui-quadrado obtido. Quando as freqüências esperadas foram menores do 

que cinco ou o número da amostra foi pequeno, os resultados foram analisados 

por meio do teste exato de Fisher com intuito de evitar distorções de significância 

estatística. 

A sobrevida global, que corresponde ao tempo decorrido entre a data do 

início do tratamento e o óbito do paciente ou o tempo entre o início do tratamento 

e a última informação objetiva, foi analisado através do método de Kaplan-Meier. 

A comparação entre as curvas de sobrevida global, de acordo com as variáveis 

estudadas (informações clínicas, histopatológicas e imunohistoquímicas), foi 

analisada pelo teste de log-rank. 

A sobrevida livre de doença, que corresponde ao tempo decorrido entre a 

data do início do tratamento e ocorrência de recidiva local, regional ou à distância 

(metástases) foi também estudada através do método de Kaplan-Meier. A 

comparação entre as curvas de sobrevida livre de doença, de acordo com as 

variáveis estudadas (informações clínicas, histopatológicas e 

imunohistoquímicas), foi analisada pelo teste de log-rank. 
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5. Resultados 

 

Os casos de CEC da região de cabeça e pescoço descritos no presente 

trabalho foram acompanhados por um período mínimo de 1,6 e máximo de 48,2 

meses, sendo todos tumores primários sem tratamento prévio. 

 

 

5.1. Características Clínicas e Epidemiológicas da Amostra Estudada 

 
 Dos 62 pacientes analisados, 56 (90,32%) eram do gênero masculino e 

apenas 6 (9,68%) do gênero feminino. A idade dos pacientes no momento do 

diagnóstico variou de 22 a 89 anos, sendo a média de 58,6 anos. Trinta e dois 

casos (51,6%) tinham idade menor ou igual 58,6 anos e 30 casos (48,4%) 

possuíam idade superior a 58,6 anos (Figura 1, Tabela 2). O tempo de queixa ou 

período médio entre o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas e a consulta 

inicial foi em média 6,4 meses, variando de 1 a 48 meses. 

História de consumo de bebidas alcoólicas foi observada em 30 casos 

(48,39%) e o hábito de fumar tabaco foi relatado por 52 pacientes (83,67%) 

(Figura 1, Tabela 2). O consumo de álcool associado ao hábito de fumar foi 

encontrado em 30 casos (57,7%), logo, todos os pacientes que consumiam álcool 

fumavam, porém nem todos os pacientes que fumavam associavam o vício com a 

ingestão de bebidas alcoólicas. 

Dos casos estudados 44 (70,97%) estavam localizados na cavidade oral, 10 

(16,13%) na laringe e 8 (12,90%) na região orofaríngea (Tabela 2). Dentre os 

tumores localizados na cavidade oral, o local mais freqüentemente acometido foi a 

língua (17 casos ou 38,6%), seguido pelo assoalho bucal (9 casos ou 20,5%), 

palato (8 casos ou 18,2%), região retromolar (6 casos ou 13,6%), gengiva (3 casos 

ou 6,8%) e mucosa jugal (1 caso ou 2,3%). 
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Figura 1. Distribuição da amostra estudada segundo idade, sexo, hábito de fumar e 
consumo de bebidas alcoólicas. 
 

 

De acordo com os critérios estabelecidos pela União Internacional Contra o 

Câncer (UICC), 8 casos (12,9%) foram classificados como sendo T1, ou seja, o 

tamanho do tumor primário não ultrapassou 2cm. Em 19 casos (30,6%) o tumor foi 

classificado como T2, pois apresentava mais de 2cm, com no máximo 4 cm. Em 

21 casos (33,9%) o tumor era maior que 4cm, sendo classificado como T3 e em 

14 pacientes (22,6%) o tumor já invadia as estruturas adjacentes e foi classificado 

como T4 (Figura 2). 

Na maioria dos casos (37 pacientes ou 61,3%) não foram constatadas 

metástases nos linfonodos regionais, sendo os tumores classificados como N0. 

Em 25 pacientes (38,7%) havia metástases nos linfonodos regionais, sendo estes 

classificados como N+, independentemente do tamanho ou localização 

(homolaterais, bilaterais, ou contralaterais) (Figura 2). Nenhum paciente estudado 

possuía metástases à distância no momento do diagnóstico. 

A distribuição da amostra com relação as variáveis acima e localização da 

lesão primária pode ser observada na Tabela 2. 
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Figura 2. Distribuição dos CECs da região de cabeça e pescoço de acordo com o 
estadiamento clínico. 
 

 

5.2. Características Histopatológicas 

 
 A análise dos preparados histológicos corados com hematoxilina e eosina 

revelou em todas as amostras a presença de ilhas ou lençóis de células epiteliais 

malignas, com variados graus de pleomorfismo celular e nuclear. Segundo a 

gradação histopatológica dos CECs preconizada por Anneroth et al. (1987), 21 

casos (33,9%) foram classificados como grau I, isto é, o tumor estava bem 

diferenciado exibindo morfologia semelhante ao do tecido epitelial normal. A 

maioria dos espécimes (32 casos ou 51,6%) foi classificada como sendo grau II, 

somente 4 casos (6,4%) enquadraram-se no grau III e 5 (8,1%) no grau IV (Figura 

3). Para possibilitar a análise estatística desta amostragem, os graus histológicos 

III e IV foram agrupados. A distribuição da amostra de acordo com o sítio primário 

encontra-se na Tabela 2. 
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Figura 3. Distribuição dos casos de CEC de cabeça e pescoço estudados, de acordo com 
o grau de diferenciação histológica das lesões. 

 

 

Tabela 2. Dados clinicopatológicos, demográficos e de estilo de vida dos casos de CEC 
da região de cabeça e pescoço, distribuídos de acordo com a localização da lesão 
primária. 

Localização da lesão primária n (%) Variáveis  

 Boca Orofaringe Laringe 
Idade ≤  58 anos  26 (59,1) 3 (37,5) 3 (30) 

 >  58 anos  
 

18 (40,9) 5 (62,5) 7 (70) 

Gênero Masculino 38 (86,4) 8 (100) 10 (100) 
 Feminino 

 

6 (13,6) 0 (0) 0 (0) 

Hábito de fumar S im 35 (79,6) 7 (87,5) 10 (100) 
 Não 

 
9 (20,4) 1 (12,5) 0 (0) 

C onsumo de álcool S im 19 (43,2) 4 (50) 7 (70) 
 Não 

 

25 (56,8) 4 (50) 3 (30) 

Grau Histológico I 17 (38,6) 0 (0) 4 (40) 
 II 21 (47,8) 6 (75) 5 (50) 
 III + IV  

 
6 (13,6) 2 (25) 1 (10) 

Estadiamento T T1 + T2  21 (47,7) 2 (25) 4 (40) 
 T3 + T4 

 
23 (52,3) 6 (75) 6 (60) 

Linfonodos NO  27 (61,4) 3 (37,5) 7 (70) 
 N+ 

 
17 (38,6) 5 (62,5) 3 (30) 

Margens cirúrgicas Livres 33 (89,2) 7 (87,5) 8 (88,9) 
 C omprometidas 4 (10,8) 

 

1 (12,5) 1 (11,1) 

Recorrência Local Não 34 (77,3) 7 (87,5) 7 (70) 
 S im 

 
10 (22,7) 1 (12,5) 3 (30) 

Recorrência Regional Não 41 (93,2) 5 (62,5) 10 (100) 
 S im 3 (6,8) 

 

3 (37,5) 0 (0) 

Recorrência D istância Não 37 (84,1) 5 (62,5) 9 (90) 

 S im 
 

7 (15,9) 3 (37,5) 1 (10) 

Morte S im 23 (52,3) 5 (62,5) 6 (60) 
 Não 21 (47,7) 3 (37,5) 4 (40) 
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5.3. Análise Imunohistoquímica 

 

 

 A expressão das proteínas FAS, ErbB2 e Ki-67 foi estudada através de 

reações imunohistoquímicas nos 62 casos deste trabalho. A produção de RA foi 

inicialmente avaliada em um subgrupo de tumores, os quais foram todos 

negativos, apesar das diversas formas de recuperação antigênica aplicadas. 

Assim, a expressão da proteína RA não foi avaliada em todos os casos deste 

trabalho. 

 

 

 

5.3.1. Expressão de FAS 

 
As reações para detecção da enzima FAS tiveram, em todas as amostras, 

um padrão de positividade citoplasmático (Figura 4 A, B e C). A grande maioria 

dos casos (48 pacientes ou 77,4%) foi positiva para FAS e 14 tumores (22,6%) 

foram considerados negativos (Figura 5). Dos casos positivos, 27 (56,25%) 

tiveram intensidade de marcação considerada como fraca, 15 (31,25%) moderada 

e 6 (12,5%) foram fortemente positivos. Para a realização das correlações 

estatísticas houve a necessidade de agrupar os casos negativos com os casos 

que mostraram padrão de marcação fraca para FAS, perfazendo um total de 41 

casos (67,2%). As reações consideradas como moderadas também foram 

agrupadas com fortemente positivas, somando assim 21 casos (32,8%). (Figura 

5). A distribuição da FAS de acordo com a localização anatômica do tumor 

encontra-se descrita na Tabela 3. 
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Figura 4: A expressão de FAS no epitélio normal adjacente ao tumor mostrou marcação 
fraca ou negativa, estando mais evidente nas camadas basais do epitélio (A). No epitélio 
displásico a marcação não se limita somente às camadas baixas, atingindo também a 
camada média do epitélio (B). Entretanto, a maioria das amostras de CECs mostraram 
intensa marcação citoplasmática (C). ErbB2 apresentou dois padrões distintos de 
positividade: uma marcação de membrana (D) observada nas áreas de epitélio normal 
adjacente e nos locais bem diferenciados do tumor, e outra marcação citoplasmática (E) 
localizada principalmente em lesões indiferenciadas. A expressão nuclear de Ki-67 foi 
observada em todas as amostras estudadas (F). 
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Figura 5. Distribuição dos CECs da região de cabeça e pescoço de acordo com a 

positividade e intensidade das reações imunohistoquímicas para FAS. 

 

 

 

5.3.2. Expressão de ErbB2 

 

 As reações para detecção de ErbB2 exibiram dois padrões bastante 

distintos de marcação, um localizado na membrana plasmática e outro com 

padrão intra-citoplasmático (Figura 4 D e E). A membrana plasmática foi positiva 

em 47 casos (77%) e negativa em 14 casos (23%). Dos casos positivos, 19 

(31,1%) foram classificados como fracos e 28 (45,9%) como fortes (Figura 6). Em 

56 casos (91,8%) houve marcação positiva no citoplasma, sendo 5 (8,2%) 

negativos nesta região das células. Dentre os casos com marcação 

citoplasmática, em 33 (54,1%) a intensidade foi fraca e em 23 (37,7%) forte 

(Figura 7). A distribuição da positividade para ErbB2 segundo a localização da 

lesão primária está mostrada na Tabela 3. 
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Figura 6. Distribuição dos casos de acordo com a positividade e intensidade da marcação 
imunohistoquímica para ErbB2 em membrana. 
 

 

 

Figura 7. Distribuição dos casos de acordo com a positividade e intensidade da marcação 
imunohistoquímica para ErbB2 no citoplasma. 
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Tabela 3. Resultados das reações imunohistoquímicas segundo a localização primária da 
lesão. 

 
1: Intensidade de marcação negativa ou fraca 
2: Intensidade de marcação moderada ou forte 
 
 
5.3.3. Expressão de Ki-67 

 
Todos os casos da amostra estudada mostraram positividade nuclear para 

o antígeno de proliferação Ki-67, sendo que a porcentagem de células positivas 

variou de 7,4 a 72,9, com média de 34,7. Em 38 casos (61,3%) o índice de 

positividade foi menor ou igual a 34,7 e em 24 casos (38,7%) maior que 34,7 

(Figura 8). A coloração nuclear para Ki-67 foi facilmente identificada e todas as 

células marcadas, independentemente da intensidade, foram consideradas como 

positivas durante o cálculo do índice de positividade para este antígeno (Figura 4 

F). A distribuição da positividade para o marcador Ki-67 de acordo com o local da 

lesão primária está mostrada na Tabela 3. 

Localização Primária n (%) 
Variáveis 

 
Categorias

 Boca Orofaringe Laringe 

ErbB2 (membrana) Negativa 9 (20,9) 4 (50) 1 (10) 

 Positiva 34 (79,1) 
 

4 (50) 9 (90) 

Intensidade (membrana) 1 23 (53,5) 6 (75) 4 (40) 

 2 20 (46,5) 
 

2 (25) 6 (60) 

ErbB2 (citoplasma) Negativa 2 (4,7) 2 (25) 1 (10) 

 Positiva 41 (95,3) 
 

6 (75) 9 (90) 

Intensidade (citoplasma) 1 28 (65,1) 5 (62,5) 5 (50) 

 2 15 (34,9) 
 

3 (37,5) 5 (50) 

FAS 1 31 (72,1) 5 (62,5) 5 (50) 

 2 12 (27,9) 
 

3 (37,5) 5 (50) 

Ki-67 ≤ 34,7 29 (65,9) 3 (37,5) 6 (60) 
 > 34,7 15 (34,1) 5 (62,5) 4 (40) 
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Figura 8. Distribuição dos casos de acordo com a porcentagem de células positivas para 

o antígeno Ki-67. 

 

 

5.4. Tipos de Tratamento Recebido pelos Pacientes 

 
Os pacientes incluídos neste estudo foram tratados de acordo com o 

protocolo vigente no Departamento de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital 

do Câncer A.C. Camargo. Dos casos estudados, 13 pacientes (21%) foram 

tratados somente com cirurgia, 38 casos (61,3%) com cirurgia associada à 

radioterapia e 2 (3,2%) com cirurgia associada à radioterapia e quimioterapia 

(Figura 9). Entretanto, 5 pacientes (8,1%) foram tratados apenas com radioterapia. 

A radioterapia foi realizada previamente a cirurgia ou a quimioterapia em 3 casos 

(4,8%) e nenhum caso foi tratado somente com quimioterapia. No total, a 

quimioterapia foi utilizada em 4 casos associada com a cirurgia e/ou radioterapia. 

Já a radioterapia foi realizada em 48 casos, associada ou não aos outros tipos de 

tratamento (Figura 9). 
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Figura 9. Distribuição dos casos de CEC da região de cabeça e pescoço de acordo com o 
tipo de tratamento realizado. 
 

 

5.5. Presença de Recorrências Locais e Metástases 

 
 Durante o período estudado, 39 pacientes (62,9%) não apresentaram 

nenhuma forma de recorrência do CEC, entretanto, em 23 casos (37,1%) houve 

recorrência da lesão. O tempo médio de detecção das recorrências do tumor foi de 

10,5 meses após o início do tratamento, variando de 3 a 37 meses. 

Dos casos que recorreram, 9 (39,1%) foram recidivas locais, em 2 (8,7%) a 

recorrência foi local e regional e em 3 casos (13%) a recorrência foi local e a 

distância. Apenas 1 paciente (4,5%) teve recorrência somente regional, 5 casos 

(21,7%) recorreram somente a distância e em 3 casos (13%) a recorrência foi 

regional e a distância. Nenhum paciente teve os três tipos de recidivas 

simultaneamente. No total, 14 casos (22,58%) recorreram localmente, 6 (9,68%) 

em linfonodos regionais e 11 (17,74%) produziram metástases a distância para os 

pulmões, ossos, cérebro e pele (Figura 10). A distribuição das recidivas segundo a 

localização primária da lesão está demonstrada na Tabela 2. 
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Figura 10. Distribuição das recorrências dos CECs da região de cabeça e pescoço de 
acordo com o local. 
 

 

5.6. Situação Clínica dos Pacientes até a Data da Última Informação Obtida 

 
O tempo de seguimento dos pacientes que compuseram esta amostra 

variou de 1,6 a 48,2 meses, com uma média de 21,9 meses. De acordo com a 

última informação obtida, 34 pacientes (54,8%) evoluíram para óbito, sendo 30 

casos (48,4%) devido à doença, 3 (4,8%) durante o tratamento e 1 (1,6%) por 

outros motivos. Dos pacientes vivos, 23 (37,1%) estavam livres da doença. Cinco 

casos (8,1%) foram perdidos de vista, ou seja, não se conseguiu nenhuma 

informação após o tratamento (Figura 11). 

 

Figura 11. Distribuição dos casos de CEC de cabeça e pescoço de acordo com a 
situação clínica na última avaliação. 
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5.7. Correlações de Freqüência 

 
 

A positividade para FAS foi mais intensa nas lesões histologicamente bem 

diferenciadas, no entanto, essa correlação não foi estatisticamente significante 

(Tabela 4). Uma observação importante foi o fato de uma grande porcentagem 

(81,25%) das células fortemente positivas para FAS serem também intensamente 

marcadas para ErbB2, com correlação positiva estatisticamente significante (p = 

0,01). Observamos também uma associação entre o estadiamento clínico dos 

tumores com a expressão de FAS (p = 0,07) (Tabela 4). 

 A marcação para ErbB2 foi correlacionada positivamente com o grau 

histológico dos tumores, sendo as áreas bem diferenciadas, com formação de 

pérolas de queratina, mais fortemente marcadas na membrana plasmática. 

Entretanto, nas áreas menos diferenciadas, com maior pleomorfismo celular, a 

expressão citoplasmática de ErbB2 foi mais evidente (Figura 4 D e E). Assim, a 

maioria dos tumores bem diferenciados (grau I) apresentou-se positiva para ErbB2 

(p = 0,01), sendo esta marcação mais intensa na membrana plasmática no grau I 

do que nos graus II, III ou IV (p = 0,01) (Tabela 4). 

O estudo estatístico dos nossos resultados revelou também uma 

associação significante entre a idade dos pacientes e a positividade nuclear para o 

antígeno Ki-67, sendo a quantidade de células positivas maior em pacientes acima 

dos 58 anos (p = 0,05) (Tabela 4). Um achado interessante foi que tanto a 

expressão de Ki-67 como a expressão citoplasmática de ErbB2 foram associadas 

ao consumo de álcool (p = 0,07 e p < 0,02, respectivamente) (Tabela 4). Não 

houve associação entre a expressão de FAS e ErbB2 com o potencial proliferativo 

dos tumores, estimado através do índice de positividade para Ki-67. 
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Tabela 4: Relação entre a expressão imunohistoquímica de FAS, ErbB2 e Ki-67 com as variáveis clinicopatológicas. 

*p<0,05, ** p<0,02; 1 = negativo + fraco, 2 = moderado + forte 

Variáveis clinicopatológicas ErbB2 membrana ErbB2 citoplasma FAS Ki-67 

 Positividade Intensidade Positividade Intensidade Intensidade  
  Não Sim 1 2 Não Sim 1 2 1 2 ≤ 34,7 > 34,7 

≤ 58 7 (50) 24 (51,1) 15 (45,5) 16 (57,1) 2 (40) 29 (51,8) 18 (47,4) 13 (56,5) 20 (48,8) 11 (55) 23 (60,5) 9 (37,5)*Idade (anos) 
 

 > 58 7 (50) 23 (48,9) 18 (54,5) 12 (42,9) 3 (60) 27 (48,2) 20 (52,6) 10 (43,5) 21 (51,2) 9 (45) 15 (39,5) 15 (62,5)

Gênero Masculino 13 (92,9) 43 (91,5) 31 (92,9) 25 (89,3) 5 (100) 51 (91,1) 33 (86,8) 23 (100) 38 (92,7) 17 (85) 34 (89,5) 22 (91,7)
 

 
Feminino 1 (7,1) 4 (8,5) 2 (6,1) 3 (10,7) 0 (0) 5 (8,9) 5 (13,2) 0 (0) 3 (7,3) 3 (15) 4 (10,5) 2 (8,3) 

Hábito de Fumar Sim 10 (71,4) 41 (87,2) 27 (81,8) 24 (85,7) 4 (80) 47 (83,9) 31 (81,6) 20 (87) 35 (85,4) 16 (80) 30 (79) 22 (91,7)
 
 

Não 4 (28,6) 6 (12,8) 6 (18,2) 4 (14,3) 1 (20) 9 (16,1) 7 (18,4) 3 (13) 6 (14,6) 4 (20) 8 (21) 2 (8,3) 

Consumo de Álcool Sim 6 (42,9) 24 (51,1) 16 (48,5) 14 (50) 1 (20) 29 (51,8) 15 (39,5) 15 (65,2)** 20 (48,8) 9 (45) 15 (39,5) 15 (62,5)
 

 
Não 8 (57,1) 23 (48,9) 17 (51,5) 14 (50) 4 (80) 27 (48,2) 23 (60,5) 8 (34,8) 21 (51,2) 11 (55) 23 (60,5) 9 (37,5)

Grau histológico I 1 (7,1) 20 (42,6) 6 (18,1) 15 (53,6) 1 (20) 20 (35,7) 12 (31,6) 9 (39,1) 12 (29,3) 9 (45) 16 (42,1) 5 (20,8) 
 

 
II 9 (64,3) 23 (48,9) 22 (66,7) 10 (35,7) 4 (80) 28 (50,0) 20 (52,6) 12 (52,2) 22 (53,7) 9 (45) 19 (50) 13 (54,2)

 
 

III + IV 4 (28,6) 4 (8,5) 5 (15,2) 3 (10,7) 0 (0) 8 (14,3) 6 (15,8) 2 (8,7) 7 (17,1) 2 (10) 3 (7,9) 6 (25) 

Estadiamento T T1 + T2 5 (35,7) 22 (46,8) 16 (48,5) 11 (39,3) 1 (20) 26 (46,4) 16 (42,1) 11 (47,8) 20 (48,8) 6 (30) 18 (47,4) 9 (37,5)
 

 
T3 + T4 9 (64,3) 25 (53,2) 17 (51,5) 17 (60,7) 4 (80) 30 (53,6) 22 (57,9) 12 (52,2) 21 (51,2) 14 (70) 20 (52,6) 15 (62,5)

Linfonodos N0 9 (64,3) 27 (57,5) 21 (63,6) 15 (53,6) 4 (80) 32 (57,1) 25 (65,8) 11 (47,8) 26 (63,4) 10 (50) 25 (65,8) 12 (50) 
 

 
N+ 5 (35,7) 20 (42,5) 12 (36,4) 13 (46,4) 1 (20) 24 (42,9) 13 (34,2) 12 (52,2) 15 (36,6) 10 (50) 13 (34,2) 12 (50) 

Margens Cirúrgicas Livres 13 (100) 35 (85,4) 28 (96,5) 20 (80) 5 (100) 44 (88) 29 (87,9) 19 (90,5) 34 (9,9) 14 (82,4) 31 (88,6) 16 (88,9)
 

 
Comprometida 0 (0) 6 (14,6) 1 (3,5) 5 (20) 0 (0) 6 (12) 4 (12,1) 2 (9,5) 3 (8,1) 3 (17,6) 4 (11,4) 2 (11,1)

Recorrência Local Ausente 11 (78,6) 36 (76,6) 25 (75,8) 22 (78,6) 4 (80) 43 (76,8) 30 (78,9) 17 (73,9) 31 (75,6) 16 (80) 28 (73,7) 20 (83,3)
 
 

Presente 3 (21,4) 11 (23,4) 8 (24,2) 6 (21,4) 1 (20) 13 (23,2) 8 (21,1) 6 (26,1) 10 (24,4) 4 (20) 10 (26,3) 4 (16,7)

Recorrência Cervical Ausente 12 (85,7) 43 (91,5) 29 (87,9) 26 (92,9) 5 (100) 50 (89,3) 34 (89,5) 21 (91,3) 36 (87,8) 19 (95) 35 (92,1) 21 (87,5)
 
 

Presente 2 (14,3) 4 (8,5) 4 (12,1) 2 (7,1) 0 (0) 6 (10,7) 4 (10,5) 2 (8,7) 5 (12,2) 1 (5) 3 (7,9) 3 (12,5)

Recorrência Distância Ausente 12 (85,7) 38 (80,9) 27 (81,8) 23 (82,1) 4 (80) 46 (82,1) 31 (81,6) 19 (82,6) 36 (87,8) 15 (75) 33 (86,8) 18 (75) 
 
 

Presente 2 (14,3) 9 (19,1) 6 (18,2) 5 (17,9) 1 (20) 10 (17,9) 7 (18,4) 4 (17,4) 5 (12,2) 5 (25) 5 (13,2) 6 (25) 

Morte Sim 5 (35,7) 22 (46,8) 16 (48,5) 11 (39,3) 2 (40) 25 (44,6) 17 (44,7) 10 (43,5) 20 (48,8) 8 (40) 18 (47,4) 10 (41,7)
 

 
Não 9 (64,3) 25 (53,2) 17 (51,5) 17 (60,7) 3 (60) 31 (55,4) 21 (52,3) 13 (56,5) 21 (51,2) 12 (60) 20 (52,6) 14 (58,3)
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5.8. Tempo de Sobrevida Global 

 

 
De acordo com a análise de sobrevida global, foi observado que a maioria 

dos pacientes evoluiu para óbito em menos de 16 meses após o início do 

tratamento. A sobrevida global após 2, 3 e 4 anos de acompanhamento clínico foi 

de 55,9%, 43,7% e 27,3% respectivamente (Tabela 5 e Figura 12). Portanto, de 

acordo com a última informação obtida, 28 (45,16%) dos pacientes se encontram 

vivos e 34 (54,84%) mortos (Tabela 2). 

 Segundo a localização da lesão primária, os pacientes portadores de 

tumores na orofaringe tiveram índices de sobrevida menores que os pacientes que 

tiveram lesões localizadas na cavidade oral ou na laringe, porém, essa diferença 

não foi significativa do ponto de vista estatístico (p = 0,7658) (Figura 13). 

 Com relação a positividade e intensidade das marcações para ErbB2, seja 

esta de membrana plasmática ou de citoplasma, não foram detectadas 

associações estatisticamente significantes (Tabela 5 e Figuras 14, 15, 16 , 17), o 

mesmo ocorrendo com a expressão de FAS (Tabela 5 e Figura 18). 

Uma informação que se destacou durante a análise dos resultados 

imunohistoquímicos foi o fato dos pacientes com índice de positividade para Ki-67 

menor ou igual a 34,7 terem sobrevida global mais longa que aqueles com índice 

maior que 34,7 (p = 0,03) (Tabela 5 e Figura 19). 
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Tabela 5: Análise da sobrevida global de acordo com a marcação imunohistoquímica. 
 

1: Intensidade de marcação negativa ou fraca 
2: Intensidade de marcação moderada ou forte 
 
 

 
Figura 12. Análise de sobrevida global para todos os casos, de acordo com o tempo de 
seguimento. 
 
 

Categoria Sobrevida acumulada (%) p Variáveis 
 2 anos 3 anos 4 anos  

Global 
 

 55,9 43,7 27,3  

ErbB2 (membrana) Negativa 50,0 50,0 25,0 0,6175 
 
 

Positiva 57,4 40,0 30,0  

Intensidade (membrana) 1 62,3 54,2 32,5 0,1943 
 
 

2 48,1 28,9 28,9  

ErbB2 (citoplasma) Negativa 40,0 40,0 40,0 0,6406 
 
 

Positiva 57,2 43,6 24,9  

Intensidade (citoplasma) 1 55,0 45,0 37,5 0,6552 
 
 

2 56,5 3,1 0,0  

FAS 1 55,8 52,2 31,3 0,3449 
 
 

2 53,0 29,0 29,0  

Ki-67 ≤ 34,7 64,8 50,8 30,5 0,0316 
 > 34,7 41,1 32,0 32,0  
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Figura 13. Análise de sobrevida global de acordo com a localização do tumor primário. 

 
Figura 14. Análise de sobrevida global de acordo com a positividade para ErbB2 em 
membrana plasmática. 
 

Figura 15. Análise de sobrevida global de acordo com a intensidade das reações 
imunohistoquímicas para ErbB2 em membrana plasmática. 
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Figura 16. Análise de sobrevida global de acordo com a positividade da marcação 
imunohistoquímica para ErbB2 em citoplasma. 
 

Figura 17. Análise de sobrevida global de acordo com a intensidade das reações 
imunohistoquímicas para ErbB2 no citoplasma. 
 

Figura 18. Análise de sobrevida global de acordo com a intensidade das rações 
imunohistoquímicas para detecção de FAS. 
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Figura 19. Análise de sobrevida global de acordo com a positividade para o antígeno Ki-
67. 
 

 

5.9. Tempo de Sobrevida Livre de Doença 

 

O tempo de sobrevivência livre de doença, ou seja, o tempo de 

acompanhamento no qual o paciente permaneceu sem recorrências ou 

metástases, foi de 10,5 meses após o início do tratamento, variando de 3 a 37 

meses. A sobrevida livre de doença após 2, 3 ou 4 anos de acompanhamento foi 

de 62,1%, 58,8% e 49,7% respectivamente (Tabela 6 e Figura 20). Dos 62 

pacientes incluídos neste trabalho, 23 (37,1%) tiveram recorrência local, regional 

ou à distância. 

Não foram detectadas associações entre a positividade imunohistoquímica 

para FAS, ErbB2 ou Ki-67 e o período de sobrevivência livre de doença (Tabela 6 

e Figuras 21, 22, 23, 24, 25 e 26). 
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Tabela 6: Análise do período de sobrevida livre de doença, de acordo com a marcação 
imunohistoquímica para FAS, ErbB2 ou Ki-67. 
 

1: Intensidade de marcação negativa ou fraca 
2: Intensidade de marcação moderada ou forte 
 
 
 
 

 
Figura 20. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com o tempo de seguimento. 
 

Categoria Sobrevida acumulada (%) p Variáveis 
 2 anos 3 anos 4 anos  

Global 
 

 62,1 58,8 49,7  

Negativa 68,0 68,0 48,6 0,9249 ErbB2 (membrana) 
 
 

Positiva 60,2 55,2 55,2  

Intensidade (membrana) 1 60,2 60,2 50,2 0,9962 
 
 

2 63,8 53,1 53,1  

ErbB2 (citoplasma) Negativa 55,6 55,6 55,6 0,7932 
 
 

Positiva 62,5 58,7 48,0  

Intensidade (citoplasma) 1 61,2 61,2 51,0 0,7665 
 
 

2 61,5 47,9 47,9  

FAS 1 67,8 63,1 52,6 0,5483 
 
 

2 55,4 55,4 55,4  

Ki-67 ≤ 34,7 66,9 62,4 52,0 0,2248 
 > 34,7 53,4 53,4 53,4  
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Figura 21. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com a positividade para ErbB2 
em membrana plasmática. 
 

Figura 22. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com a intensidade das 
marcações imunohistoquímicas para ErbB2 na membrana plasmática. 
 

Figura 23. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com a positividade para ErbB2 
no citoplasma. 
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Figura 24. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com a intensidade da 
marcação para ErbB2 no citoplasma. 
 

Figura 25. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com a intensidade da 
marcação imunohistoquímica para FAS. 
 

Figura 26. Análise da sobrevida livre de doença de acordo com o índice de positividade 
para o antígeno Ki-67. 
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6. Discussão 

 

Existem diversas evidências recentes na literatura que sugerem um papel 

fundamental para a biossíntese endógena de ácidos graxos na patogênese de 

neoplasias malignas. Um número crescente de estudos mostrando que a 

expressão de FAS está elevada em diversos tumores humanos (Epstein et al., 

1995; Pizer et al., 1996; Alo et al., 1996; Krontiras et al., 1999; Oskouian, 2000; 

Piyathilake et al., 2000; Swinnen et al., 2000; Alo et al., 2000; Dhanasekaran et al., 

2001; Welsh et al., 2001; Wang et al., 2001; Kusakabe et al., 2002; Swinnen et al., 

2002; Kusakabe et al., 2002; Rossi et al., 2003; Visca et al., 2003; Innocenzi et al., 

2003, Takahiro et al., 2003) vem sendo publicado a cada ano. Esta alta produção 

de FAS provavelmente confere vantagens para a sobrevivência e o crescimento 

das células malignas, pois se correlaciona positivamente, em tumores de próstata, 

mama, ovário, colon, melanoma e sarcomas de partes moles (Epstein et al., 1995; 

Alo et al., 1996, Gansler et al., 1997, Visca et al., 1999; Alo et al., 2000, Oskouian, 

2000; Innocenzi et al., 2003; Takahiro et al., 2003) com um pior prognóstico para 

os pacientes. Segundo alguns autores, as neoplasias malignas que expressam 

altas quantidades de FAS possuem um comportamento biológico mais agressivo, 

se comparadas com aquelas que produzem relativamente menos desta enzima 

(Epstein et al., 1995; Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997; Vlad et al., 1999; 

Kuhajda, 2000; Myers et al., 2001; Baron et al., 2003). Portanto, FAS vem se 

tornando um atraente candidato a fator prognóstico, apesar de alguns trabalhos 

não terem encontrado significativa associação entre a sobrevivência dos pacientes 

e a intensidade da sua marcação imunohistoquímica (Kuhajda, 2000; Rashid et al., 

1997) e outros sugerirem uma maior expressão em lesões bem diferenciadas, 

como é aparentemente o caso dos CECs intrabucais (Krontiras et al., 1999; Silva 

et al., 2004). Um trabalho recente realizado através da tecnologia dos 

“microarrays” de cDNA (Ramaswamy et al., 2003) comparou o padrão de 

expressão gênica das metástases e suas respectivas lesões primárias de diversas 



 59

neoplasias e revelou um grupo de genes relacionados com o potencial 

metastático, dentre os quais estava o gene que codifica FAS. 

A produção anormal de FAS pode ser o reflexo de um descontrole do ciclo 

celular, ou seja, uma alta atividade proliferativa aumentaria a necessidade de 

ácidos graxos para a síntese das membranas celulares necessárias para que 

ocorra a mitose. Pizer et al. (1998) encontraram uma correlação positiva entre os 

marcadores de proliferação Ki-67 e PCNA com a expressão de FAS em tumores 

de endométrio, entretanto, no presente trabalho não houve correlação 

estatisticamente significativa entre a produção de FAS e a positividade para Ki-67. 

A expressão de Ki-67 teve, em nossas amostras, uma relação estatisticamente 

significante com um menor tempo de sobrevida global (Figura 19, p=0,03), o que 

também já foi demonstrado por outros autores em CECs de cabeça e pescoço 

(Sittel et al., 1999; Liu et al., 2003) e outras neoplasias malignas (Ueda et al., 

1989; Rudolph et al., 1997; Heslin et al., 1998; Sholzen & Gerdes, 2000; 

Takahashi et al., 2002; Bozlu et al., 2002; Wozniak et al., 2002; Tejido Sanchez et 

al., 2002). O fato da positividade para FAS não estar associada à expressão de Ki-

67 no presente estudo não é uma surpresa, pois FAS foi mais expressa nas 

lesões histologicamente bem diferenciadas. Curiosamente, nos experimentos com 

quatro diferentes linhagens celulares derivadas de CEC bucal realizados por 

Agostini et al. (2004), a linhagem celular que mais proliferou não foi a mesma que 

apresentou maior expressão de FAS. 

Trabalhos experimentais têm demonstrado que a atividade enzimática de 

FAS é essencial para a sobrevivência das células cancerosas, pois a sua inibição 

específica é capaz de reduzir a proliferação celular ao bloquear a replicação do 

DNA, causando apoptose (Furuya et al., 1997, Pizer et al., 1998, Li et al., 2001; 

Zhou et al., 2003). O mecanismo envolvido na comunicação entre a progressão do 

ciclo celular e a biossíntese endógena de ácidos graxos ainda não está elucidado. 

Entretanto, estudos recentes usando uma linhagem celular derivada de um 

adenocarcinoma de próstata dependente de andrógeno (LNCaP) mostraram que a 

atividade de FAS é necessária para o fornecimento dos fosfolipídios da membrana 
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celular (Swinnen et al., 2003). Estes achados indicam que uma aceleração no 

processo de síntese de ácidos graxos pode ser requerida para que haja altos 

níveis de proliferação celular, além do que modificações na composição lipídica 

das membranas, como conseqüência de uma expressão anormal de FAS, podem 

ter efeitos profundos nas vias de transdução de sinal (Baron et al., 2003). No 

presente estudo, uma expressão alta de FAS foi observada nos CECs de cabeça 

e pescoço, em comparação com o epitélio morfologicamente normal adjacente. 

Parece haver também um gradativo aumento na expressão de FAS, quando se 

compara o epitélio normal com lesões displásicas e com os CECs bucais (Silva & 

Graner, dados não publicados). Enquanto que no epitélio morfologicamente 

normal FAS é produzida somente pelas células da camada basal, nas displasias 

epiteliais e CECs a alta expressão ocorre em praticamente todas as células. Na 

amostra do presente trabalho houve uma maior expressão de FAS nos tumores 

com estadiamento clínico entre T1 e T2 e nas lesões histologicamente bem 

diferenciadas, o que está de acordo com o trabalho prévio de Krontiras et al. 

(1999). 

A expressão de FAS é controlada por andrógenos ou pelo fator de 

crescimento EGF em células de câncer de próstata (Swinnen et al., 1997; Swinnen 

et al., 2000) e por progesterona em linhagens celulares de câncer de mama 

(Lacasa et al., 2001). Andrógenos parecem não ser importantes na patogênese 

dos CECs bucais, pois há somente um trabalho na literatura relatando uma 

elevada expressão de RA em leucoplasias e CECs bucais (Bassalyk et al., 1987), 

o que não foi confirmado posteriormente por Nehse & Tunn (1994). No presente 

trabalho não foi possível detectar, através de reações imunohistoquímicas com 

anticorpos altamente específicos, a presença da proteína RA em amostras de 

CECs de cabeça e pescoço. Por outro lado, um grande número de trabalhos 

mostra uma possível associação entre a alta expressão de EGFR ou de ErbB2 em 

CECs bucais (O-charoenrat et al., 2000; O-charoenrat et al., 2002; Holbro et al., 

2003). Experimentos realizados no Laboratório de Patologia Bucal da 

FOP/UNICAMP (Agostini et al., 2004) detectaram uma alta produção de EGFR e 
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de ErbB2 em linhagens celulares derivadas de CECs de língua, ao passo que a 

quantidade da proteína RA foi muito baixa. Neste mesmo trabalho foi demonstrado 

que concentrações altas (na ordem de nM) do fator de crescimento EGF inibem a 

produção de FAS ao mesmo tempo em que reduzem o crescimento celular, 

reforçando uma possível conexão entre esta enzima e a multiplicação das células 

de CEC bucal. 

Os resultados do presente trabalho mostraram que a expressão de ErbB2 

em membrana celular ocorreu em áreas de maior diferenciação celular, enquanto 

que a positividade citoplasmática estava presente nas regiões indiferenciadas. Isto 

provavelmente reflete a ativação e internalização do receptor, gerando sinais para 

a proliferação celular e para sua posterior proteólise pelo sistema ubiquitina-

proteossomo. A expressão forçada da proteína ErbB2 em células epiteliais de 

mama é capaz de ativar a expressão de FAS (Kumar-Sinha et al., 2003), sendo as 

células produtoras de grandes quantidades deste receptor de superfície as mais 

susceptíveis a apoptose induzida por c75. O oncogene ErbB2 está bem 

caracterizado e conhecido como uma molécula essencial para a patogênese dos 

tumores de mama, sendo relacionado com um pior prognóstico (Slamon, 1987; 

Hou et al., 1992; Werkmeister et al., 1996; Xia et al., 1998; Wilkman et al., 1998; 

Xia et al., 1999; Werkmeister et al., 2000; Bei et al., 2001; Khan et al., 2002). 

Neste estudo, apresentamos as primeiras evidências da associação entre a 

expressão de FAS e de ErbB2 em amostras de CEC de cabeça e pescoço 

(p=0,01), sugerindo que em queratinócitos bucais, a transformação maligna 

depende da estimulação de FAS por ErbB2. A co-expressão destas duas 

proteínas em lesões bem diferenciadas pode ainda ser útil para a identificação de 

tumores que apresentam comportamentos clínicos distintos. 

Inibidores farmacológicos específicos da atividade de FAS, como o produto 

natural cerulenina e o composto sintético c75 possuem efeitos seletivos sobre a 

proliferação de células tumorais em cultura (Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998; 

Kuhajda, 2000; Li et al., 2001). A inibição da síntese de ácidos graxos causa 

também a diminuição do tamanho de tumores em modelos xenográficos (Pizer et 
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al., 1996). Segundo estes autores, ocorreu uma significativa redução das lesões 

provocadas em camundongos pela injeção de células de uma linhagem de câncer 

de ovário (OVCAR-3), o que prolongou a vida dos animais. Da mesma forma, 

células derivadas de câncer de mama (MCF-7) implantadas nos tecidos 

subcutâneos de camundongos mostraram inibição da síntese de ácidos graxos, 

apoptose e redução do tamanho dos tumores após o início do tratamento com c-

75 (Pizer et al., 2000). Apesar do mecanismo exato pelo qual a inibição de FAS 

desencadeia apoptose não estar totalmente elucidado (Pizer et al., 2000; Li et al., 

2001; Thupari et al., 2001; Kumar-Sinha et al., 2003), foi recentemente descrito 

por Zhou et al. (2003) que a inibição da atividade de FAS reduz a incorporação de 

fosfolipídios nas membranas ao mesmo tempo em que aumenta a oxidação 

destes, além de provocar acúmulo do precursor malonil-CoA. Segundo estes 

autores, o excesso de malonil-CoA é responsável pela indução da morte por 

apoptose. De fato, estudos experimentais realizados em nosso laboratório 

mostraram que a atividade de FAS é essencial para a proliferação de linhagens de 

CEC bucal, pois o tratamento com cerulenina inibiu drasticamente o crescimento 

destas (Agostini et al., 2004). Guo et al. (2003) demonstraram que a cerulenina 

inibe a síntese de ácidos graxos em amostras teciduais frescas de CECs bucais, o 

que ocorre em menor extensão em fragmentos de mucosa clinicamente normal. 

Apesar da grande quantidade de evidências apontando a síntese endógena 

de ácidos graxos como necessária para a proliferação somente de células 

malignas, sem qualquer efeito sobre células ou tecidos não neoplásicos, 

resultados recentes de nosso grupo mostram que cerulenina também bloqueia a 

proliferação de fibroblastos normais e de fibroblastos derivados de fibromatose 

gengival hereditária em culturas primárias (1Almeida et al., 2004). Isto é 

especialmente importante e deve ser melhor estudado para o desenvolvimento de 

terapias anti-neoplásicas baseadas na inibição de FAS. 

 

 
1 Almeida JP, Silva SD, Vargas PA, Coletta RD, Loda M, Graner E. Androgen-driven fatty acid
synthase expression up regulates the proliferation of fibroblasts isolated from hereditary gingival
fibromatosis. Em fase de elaboração. 
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Em resumo, nossos resultados demonstram que FAS e ErbB2 são 

simultaneamente expressos nos 62 casos de CEC de cabeça e pescoço 

estudados neste trabalho, sugerindo que ErbB2 regula a expressão de FAS nestes 

tumores. Além do mais, os pacientes cujos CECs expressaram altos níveis de Ki-

67 tiveram um tempo de sobrevida significantemente menor do que aqueles que 

mostraram baixa expressão deste antígeno. 
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7. Conclusões 

 

 

1. FAS é expressa em CECs de cabeça e pescoço humanos. 

 

2. Tumores histologicamente bem diferenciados apresentam maior expressão 

de FAS e de ErbB2. 

 

3. Há maior expressão de ErbB2 na membrana celular em áreas de maior 

diferenciação celular, enquanto que a positividade citoplasmática ocorre 

nas áreas indiferenciadas. 

 

4. Pacientes cujos CECs expressaram maiores quantidades do antígeno Ki-67 

tiveram índices de sobrevivência global menores. 
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HOSPITAL DO CÂNCER -DEPARTAMENTO DE CABEÇA E PESCOÇO 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA 
1. I.D......................................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜__⎜ 
2. Registro Hospitalar......................................................................⎜__⎜__⎜__⎜__⎜__⎜__⎜__⎜__⎜ 
3. Bloco AP n°_____________________ 
4. Idade (anos).............................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
5. Sexo (1) masculino  (2) feminino ......................................................................................⎜__⎜ 
6. Grupo étnico (1) branco  (2) não-branco............................................................................⎜__⎜ 
7. Tempo de queixa (meses)........................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
8. Localização CID................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜__⎜ 
9. Tamanho do tumor (cm).....................................................................................................⎜__⎜ 
10. T1(1)   T2(2)   T3(3)   T4(4)   T5(5)…………….……….…………………….…………⎜__⎜ 
11. N0(1)  N1(2)   N2(3)   N3(4)   NX(5)................................................................................⎜__⎜ 
12. M0(1)   M1(2)   MX(3)…………...………………….…………….............……………..⎜__⎜ 
13. Metástase no diagnóstico………………..................…….……………….............………⎜__⎜ 
      M0(0)   linfonodos(1)   pulmão(2)   osso(3)   fígado(4)   outros(5)_____________ 
14. Grau histológico.........…………...……………………….…………….............…..........……⎜__⎜ 

Bem diferenciado(1)   Moderadamente(2)   Pobremente(3)   Indiferenciado(4) 
15. Data de início do tratamento...........................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
16. Seqüência de tratamento.................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 

Não(0)   Cirurgia(1)   RXT(2)   QT(3) 
17. Data da cirurgia..............................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 

18. Margens cirúrgicas:  Livres(1)   Comprometida(2)............................................................⎜__⎜ 
19. Data do início da RXT...................................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
20. Data do início da quimioterapia.....................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
21. Comprometimento linfonodal 

       a) Total dissecado.............................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
       b) Número comprometido................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 

22. Recidiva/Metástase  não(0)  local(1)  linfonodo(2)  distância(4)..............……........…....……⎜__⎜ 
23. Linfonodo  não(0)  ipsilateral(1)  contra-lateral(2) …..........................................................…⎜__⎜ 
24. Distância:   M0(0)   linfonodos(1)   pulmão(2)   osso(3)   fígado(4)   outros(5)...................…⎜__⎜ 
25. Data da metástase ou recidiva........................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
26. Data da última informação.............................................................................................⎜__⎜__⎜__⎜ 
27. Situação da última informação..................................................................................................⎜__⎜ 

Vivo sem doença(1)   Vivo com doença(2)   Morto pela doença(3) 
Morto durante o tratamento(4)   Morto por outras causas(5)   Perdido de vista(6) 

28. Hábito de fumar  (1) sim    (2) não............................................................................................⎜__⎜ 
       tempo (anos)__________   quantidade   __________ 

29. Hábito de beber  (1) sim   (2) não..............................................................................................⎜__⎜ 
       tempo (anos)__________   dose  __________ 

30. Índice (%) PCNA:______________________ 
31. Intensidade PCNA: negativo (0)  fraco(1)   moderado(2)   forte(3) .........................................⎜__⎜ 
32. Índice (%) p53:______________________ 
33. Intensidade p53: negativo (0)  fraco(1)   moderado(2)   forte(3) .............................................⎜__⎜ 
34. MMP-2_____________________ 
35. MMP-9_____________________ 


