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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) bucal recorre em cerca de 30% dos
casos. O reconhecimento de fatores progndsticos confiaveis pode resultar na
predicdo do comportamento tumoral e prevengao de falhas no tratamento. O
objetivo deste estudo foi analisar a correlagdo entre as caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e imunohistoquimicas em casos de CEC bucal com recidiva local
precoce. Desta forma, 69 casos de carcinoma bucal sem tratamento prévio para
tumores de cabecga e pescogo foram selecionados, sendo que 23 apresentaram
recidiva precoce e 46 sem recidiva. Informacdes clinicas foram obtidas dos
prontuarios e as caracteristicas histopatologicas foram avaliadas de acordo com
os sistemas de gradagao de Anneroth et al. (1987) e Bryne et al. (1992). Reacdes
imunohistoquimicas foram feitas para FAS e ErbB2. Nossos resultados mostraram
uma predilecao pelo género masculino (89,85%) com idade média de 55,5 anos.
Apesar de nao ser estatisticamente significante, observou-se um risco relativo de
2,62 e 2,89 para que usuarios de fumo e o alcool desenvolvam recidiva local,
respectivamente. Notou-se relagao estatisticamente significante entre o tratamento
apenas cirurgico e o desenvolvimento de recidivas (p = 0,03). A soma dos escores
de Anneroth et al. (1987) maior que 15 foi estatisticamente associada a recidiva
(p = 0,03). Menor expressao de FAS e maior expressao de ErbB2 citoplasmatico
foram estatisticamente associadas a recidiva tumoral (p = 0,01). Estiveram
associados a pior sobrevida: o uso de alcool (p = 0,0028), e piores escores obtidos
nos parametros queratinizagédo (p < 0,0001), padrédo de invaséo (p < 0,0001) e
inflamacéo (p < 0,0001) segundo Anneroth et al. (1987). A maior expressao de
FAS esteve também significativamente associada a maior sobrevida global dos
pacientes (p = 0,0002). Apesar de nao estatisticamente significante, FAS foi
correlacionada com a queratinizagdo (p = 0,08) e de forma significante
estatisticamente, a queratinizacdo relacionou-se com ErbB2 expresso em
membrana (p = 0,0006). De acordo com o0s nossos resultados, sugerimos a

utilizagcédo do sistema de Anneroth et al. (1987), bem como o estudo
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imunohistoquimico com os marcadores FAS e ErbB2 para melhor compreenséao

do comportamento dos CECs bucais.
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ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (SCC) recurs locally in about 30% of
cases. The recognition of reliable factors may result in the tumor behavior
prediction and prevent treatment failures. The purpose of this study was to
evaluate the correlation among clinical, histopathological and
immunohistochemical features in oral SCC with early local recurrence. Sixty-nine
cases of oral SCC without previous treatment for head and neck tumors were
selected, being: 23 cases with early local recurrence and 46 cases without
recurrence. Clinical data were obtained from the medical records and the
histopathological features were assessed according Anneroth’s and Bryne’s
histological grading of malignancy. Immunohistochemical reactions for FAS and
ErbB2 were performed. Our results showed a male predilection (89.85%), with a
mean age of 55.5 years. Although there were no statistical differences, relative
risks of 2.62 and 2.89 were observed for smokers and alcohol drinkers have local
recurrence, respectively. Significant differences were observed between surgical
treatment and local recurrence (p = 0.03). The sum of the Anneroth’s histological
grading degrees exceeding 15 was statistically associated to local recurrence
(p = 0.03). Lower FAS and more cytoplasmic ErbB2 expression were statistically
correlated to local recurrence (p = 0.01). An association between overall survival
and alcohol use was observed (p = 0.0028). The parameters keratinization
(p < 0.0001), mode of invasion (p < 0.0001) and lymphoplasmocytic infiltration
(p < 0.0001) according Anneroth’s histological grading were related to overall
survival. More FAS expression was also associated with better overall patients
survival (p = 0.0002). Although there was no statistical difference, FAS was related
to keratinization (p = 0.08), similar but statistically, keratinization was associated
with membrane ErbB2 expression (p = 0.0006). According our results, we suggest
the wuse of Anneroth’s histological grading system as well as the
immunohistochemical markers FAS and ErbB2, for best comprehension of OSCC’s

behavior.
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1 INTRODUCAO

Estimativas recentes apontam para 14.160 casos novos de carcinoma
bucal, no ano de 2008 no Brasil, sendo que mais de 90% deste numero
corresponde ao carcinoma espinocelular (CEC) bucal (Brasil, 2007). O prognéstico
desta neoplasia é geralmente baseado no estadiamento clinico TNM do paciente e
em alguns parametros histopatolégicos (Niimi et al., 2001; Carvalho et al., 2003).
Apesar de diversos esforgos, como cirurgias agressivas e radioterapia adjuvante,
a recorréncia local ou regional da doenga ocorre em 18% a 76% dos casos
(Carvalho et al., 2003). A recorréncia local, ou seja, a ocorréncia de um carcinoma
em menos de 2cm de distancia da lesdo primaria, € considerada um dos maiores
empecilhos para a melhoria das taxas de sobrevida em 5 anos nas ultimas duas
décadas. Como os resultados de um retratamento sdo freqientemente pobres, a
primeira intervencao corresponde a maior possibilidade de cura do paciente
(Carvalho et al., 2003; Koo et al., 2006).

No intuito de reconhecer precocemente lesbes que possam apresentar
um comportamento mais agressivo, com recorréncia ou desenvolvimento de
metastases, diversos estudos tém sido realizados, buscando associacdo entre
estes tumores e caracteristicas histopatoldgicas especificas ou expressao de
marcadores moleculares (Lopes et al., 2002; Liao et al., 2007a). Recentemente,
observou-se que tanto a acido graxo sintase (FAS), enzima que fisiologicamente,
atua na sintese de membranas e producdo de 4&cidos graxos, como a
oncoproteina ErbB2, que é um receptor de superficie com atividade de tirosina
quinase, estdo aumentadas em algumas neoplasias malignas, inclusive no CEC
bucal (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Silva et al., 2007). Uma conexao
molecular entre os genes de FAS e ErbB2 ja foi observada (Kumar-Sinha et al.,
2003). Interessantemente, em CECs bucais a marcacéo de FAS e de ErbB2 em

membrana estdo fortemente associadas e sua co-expressao indica melhor



prognostico. Além disso, a expressdao de FAS é vista especialmente em casos
bem diferenciados, o que pode ser explicado pela sua participacdo no processo de
queratinizagao (Silva et al., 2007).

O estudo de marcadores biologicos, como FAS e ErbB2, e sua
associagdo com caracteristicas clinicas e histopatolégicas pode resultar em
informacdes Uteis para a determinacdo do progndstico e individualizacdo do

tratamento dos pacientes com esta neoplasia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma espinocelular bucal

Epidemiologia

Recente publicacdo do Instituto Nacional do Cancer (INCA) revelou que
em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Desta
forma, o cancer ja é considerado como a segunda maior causa de morte, atras
somente da doenca cardiovascular, na maioria dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento da América do Sul e Asia (Brasil, 2007). Os tipos de cancer mais
associados a mortalidade foram o de pulméo, estémago, figado, célon e mama.
Adicionalmente, além de mais da metade dos casos da doenga ocorrer em paises
em desenvolvimento, é também nesses paises mais pobres que se concentra
cerca de 70% do numero total de ébitos (WHO, 2006). Estima-se que o numero de
casos novos anuais no mundo salte dos 10 milhdes vistos em 2000 para a ordem
de 15 milhdes em 2020, devido principalmente ao envelhecimento da populagao, a
urbanizag¢ao e adogao de novos estilos de vida. No Brasil, as estimativas do INCA
prevéem para o ano de 2008, 466.730 novos casos de cancer, sendo que 115.010
sdo canceres de pele nao melanoma (Brasil, 2007).

Outros numeros que merecem destaque com relagdo ao cancer dizem
respeito a crescente proporgdo dos gastos em saude, devido ao aumento dos
casos, a complexidade dos tratamentos, que envolvem diversos medicamentos e
equipamentos de alto custo, e a mudanga dos cuidados que levaram ao maior

controle da doenga (Bosanquet & Sikora, 2004). Dados do Reino Unido mostram



que os gastos em saude com o cancer aumentaram 52% do ano 1.990 ao ano
2.000. Dentre as neoplasias consideradas mais caras, observam-se os canceres
de ovario, es6fago, pancreas, coélon, pulméo, linfomas e de cabega e pescogo
(Bosanquet & Sikora, 2004). Estudos do INCA evidenciam que o crescente custo
do tratamento do cancer ja pode ser sentido no Brasil, pelos setores publicos e
privados. Uma avaliagdo envolvendo o setor privado de saude fez uma previsao
de que entre 2008 e 2010, o tratamento do cancer em estagios avangados sera
quase oito vezes mais caro do que se esses mesmos pacientes tivessem sua
doenca detectada na fase inicial (Brasil, 2007).

Estimativas do INCA prevéem 14.160 novos casos de cancer bucal para
o0 ano de 2008 no Brasil. Esta neoplasia € uma das mais frequentes, sendo
considerada a quinta entre homens e a sétima entre as mulheres, com estimativa
de respectivamente, 10.380 e 3.780 casos novos para 2008 (Brasil, 2007). Entre
as neoplasias da cavidade oral e orofaringe, mais de 90% correspondem a
carcinomas espinocelures, enquanto os tumores de glandulas salivares e
sarcomas s&o considerados menos comuns. O carcinoma espinocelular (CEC)
apresenta maior prevaléncia no género masculino, com uma proporgao de 3:1, em
decorréncia da maior associagdo com o tabagismo e o alcoolismo entre os
homens. Entretanto, a proporgdo homem/mulher vem diminuindo provavelmente
devido a adogéo desses habitos também pelas mulheres (lamaroon et al., 2004,
Barnes et al., 2005; Scully & Felix, 2006). Como um reflexo dessa situagéo, um
estudo epidemioldgico realizado no Reino Unido aponta para significantes taxas
de crescimento na incidéncia de cancer entre homens e mulheres de
respectivamente, 18% e 30% (Scully & Bagan, 2007).

O CEC acomete preferencialmente individuos da sexta a oitava décadas
de vida, sendo que apenas de 0,4% a 3,9% desses tumores ocorrem em
pacientes com menos de 40 anos (Sasaki et al., 2005). Uma revisao na literatura
feita por Stolk-Liefferink et al. (2007) de 1970 a 2005 revelou apenas 65 casos de
CEC envolvendo pacientes pediatricos, com menos de 20 anos. Entretanto, um

aumento significativo na incidéncia de CEC em individuos jovens, particularmente



homens, tem sido relatado nos ultimas décadas na maioria dos paises ocidentais.
No Reino Unido, a taxa média de aumento anual na incidéncia de CEC entre
pacientes abaixo de 45 anos e acima de 45 anos é de respectivamente, 3.5% e
2.4% (Scully & Bagan, 2007). Os papéis dos fatores de risco tradicionais como
alcool e tabagismo, ainda nao estdo bem claros em pacientes mais jovens, desta
forma alguns estudos apontam para a existéncia de predisposicao a instabilidade

genética nestes pacientes (lamaroon et al., 2004).

Etiologia

Os carcinomas tém origem a partir do dano ao DNA celular, o que pode
ocorrer espontaneamente, provavelmente devido a agdo de radicais livres, ou
devido agentes quimicos carcindgenos, radiagdo ionizante e microrganismos.
Multiplos eventos moleculares causam dano ao material genético afetando
diversos cromossomos e genes e promovendo alteragdes no DNA. O acumulo
dessas alteragbes gera células neoplasicas, com crescimento autbnomo e
capacidade de invasdo (Scully & Felix, 2006). E importante que seja entendido
que a carcinogénese € um processo complexo que envolve multiplas alteragdes
patolégicas do material genético, resultando conseqlientemente, em dano também
no material transcrito, isto é nas proteinas, que desempenham importantes
fungdes na manutengao do controle celular (Chen et al., 2007). O desenvolvimento
do CEC é precedido pelo desenvolvimento de alteragdes genéticas multiplas e
clonais, que levam uma populagdo celular a crescer com vantagem sobre as
demais. Devido ao mecanismo pelos quais os fatores de risco causam a
transformagao maligna, como por exemplo, a exposi¢ao crénica aos carcindgenos
do tabaco, grande numero de alteragées moleculares tém sido associadas com o
processo da carcinogénese. Além das mutagdes nos proto-oncogenes e genes

supressores de tumor, existem também alteracdes citogenéticas, epigenéticas e



mutag¢des mitocondriais implicadas no desenvolvimento do CEC bucal (Mithani et
al., 2007).

Os fatores de risco mais associados ao desenvolvimento do CEC bucal
sdo o consumo de alcool e o tabagismo (Johnson, 2001; Wunsch-Filho, 2002;
Mansour et al. 2003; Scully & Felix, 2006). Estes fatores sdo fortemente
sinergisticos e responsaveis por 75% das neoplasias orais e de orofaringe na
Europa, Américas e Japao (Barnes et al., 2005). Entretanto, inumeros outros
fatores podem também atuar como agentes carcinogénicos como: deficiéncia de
vitaminas A, E ou C, dificuldades em metabolizar carcinégenos e em reparar
danos do DNA, defeitos imunes e virus (Barnes et al., 2005; Scully & Felix, 2006).

Mais de 300 carcindgenos tém sido identificados na fumaga do cigarro
ou em seus componentes hidrossoluveis que se misturam a saliva. Os principais
e mais estudados desses carcindgenos sado hidrocarbonetos aromaticos e as
nitrosaminas especificas do tabaco. O benzopireno € hidrocarboneto aromatico
altamente carcindégeno, e cada cigarro possui de 20 a 40 nanogramas desta
substancia. As nitrosaminas agem localmente nas células basais do epitélio, além
de serem absorvidas e poderem agir em outros tecidos do corpo, produzindo
alteragdes no DNA nao s6 de células epiteliais, mas também inflamatérias,
interferindo na sua replicacdo. O metabolismo desses carcinégenos normalmente
envolve a agdo das enzimas P450 nos citocromos e da GST (glutationa s-
transferase). Polimorfismo nos genes P450 e GST estdo em estudo a fim de
identificar marcadores genéticos da susceptibilidade para canceres de cabega e
pescogo assim como de outros sitios (Johnson, 2001).

O efeito carcinogénico do alcool independente do papel do cigarro foi
inicialmente descrito em 1961 e desde entdo o alcool tem sido associado aos
canceres de boca, faringe, laringe, es6fago, figado, colon, reto e de mama e ainda
€ pesquisada uma relacdo com os canceres de pulmao e pancreas. Apesar dos
seus mecanismos carcinogénicos ainda ndo serem completamente entendidos e
provavelmente diferirem nos varios tecidos, diversas pesquisas sugerem uma

modulagao pelo polimorfismo de genes que codificam enzimas que atuam no



metabolismo alcodlico, como as alcool e aldeido desidrogenases e enzimas P450,
enzimas do metabolismo do folato e do reparo do DNA (Boffetta & Hashibe, 2006).
Sabe-se também que o etanol puro ndo funciona como um carcinbgeno em
estudos animais, servindo apenas como solvente para outras substancias.
Entretanto, um dos seus principais metabdlitos, o acetaldeido, € um forte
candidato a agente carcinogénico. Estudos in vitro com células humanas
mostraram que o acetaldeido € capaz de alterar o DNA e estudos em animais
evidenciaram que a inalagdo de acetaldeido causa adenocarcinomas no trato
respiratorio e CECs em mucosa nasal e laringe. Outras provaveis formas de agao
do alcool incluem a produgcdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
aumento na concentragdo de estrogénio, importante para o cancer de mama, e
mudangas no metabolismo do folato (Boffetta & Hashibe, 2006).

A associagao entre o HPV (papilomavirus humano) e os canceres de
cabecga e pescogo baseou-se na similaridade entre as lesbes genitais e orais e
tem sido investigada ha pelo menos 20 anos, apesar disso, o papel do HPV na
carcinogénese bucal ainda apresenta controvérsias (Syrjanen, 2007). A infecgao
pelo HPV, especialmente dos tipos altamente oncogénicos em colo uterino e pele,
HPV 16 e 18, é vista em pequena parcela de canceres de boca e em mais de 50%
dos casos de tumores em tonsila e orofaringe (Barnes et al., 2005). Um parametro
molecular critico que suporta o efeito causal do HPV 16 em CEC de cabeca e
pescoco é a expressao dos oncogenes E6 e E7 associados a inativagdo de p53 e
pRB (proteina do retinoblastoma), respectivamente (Nair & Pillai, 2005). Estudo
recente revelou um risco aumentado 14 vezes para cancer de orofaringe em
paciente soropositivos para HPV16 e sugeriu que a exposicdo ao HPV pode
preceder a aparéncia do cancer em 10 ou mais anos (Mork et al, 2001).
Tsantoulis et al. (2007) sugeriram que o HPV sozinho é incapaz de induzir a
transformacdo maligna nas células orais, o que seria possibilitado apenas em
sinergismo com os demais agentes carcinogénicos. Além disso, apesar de nio ser
sabida a implicacao clinica de tais informagdes, observou-se que os pacientes

com CEC bucal positivos para o HPV parecem ser mais jovens, consumir menos



alcool e tendem a apresentar um melhor prognéstico (Tsantoulis et al., 2007). O
EBV (Epstein-Barr virus) € um membro da familia herpes virus. Embora sua
participacéo esteja associada a transformag&do maligna de linfécitos, sua influéncia
na carcinogénese bucal ainda ndo foi bem estabelecida (Tsantoulis et al., 2007).
Outros fatores de risco tém um mecanismo menos elucidado, como as
deficiéncias de ferro, antioxidantes, vitaminas A, C e E e elementos como zinco e
selénio. Uma maior incidéncia de cancer do trato gastrointestinal superior é
observada em mulheres adultas com anemia cronica, disfagia, glossite e mucosa
atréfica com associagao as sindromes de Plummer-Vinson ou Patterson-Brown-
Kelly. Em animais, a deficiéncia de ferro leva a atrofia do epitélio e se exposto a
carcinégenos, ha um risco aumentado de CEC. De 13 estudos caso-controle que
examinaram a relagdo entre o consumo de frutas e vegetais e o CEC bucal e de
faringe, 11 apresentaram um efeito protetor destes alimentos. A redugao do risco
de desenvolver um cancer, do maior para o menor consumo de frutas varia de
20% a 80% e é mais evidente em lingua e faringe. Um poderoso efeito protetor
também é observado no consumo de vegetais ricos em carotendides e frutas
citricas (Johnson, 2001). Estudos estimam que 15% dos cénceres de boca e
faringe da Europa podem ser atribuidos a deficiéncias na dieta, o que resultaria

em cerca de 5.000 mortes por ano (La Vecchia et al.,1997).

Aspectos clinicos

As lesbes bucais, mais comuns em borda lateral posterior de lingua,
soalho bucal, gengiva, rebordo alveolar, palato mole e mucosa jugal, podem
apresentar-se clinicamente como ulceragdes, lesdes de aspecto leucoplasico,
eritroplasico ou eritroleucoplasico e lesbes exofiticas de superficie verrucosa,
crostosa ou granular, as bordas s&o geralmente irregulares, endurecidas e

elevadas e sua duragado geralmente € superior a 3 semanas (Silva et al., 2004;



Scully & Felix, 2006). Pacientes com pequenas lesbes orais ou de orofaringe sao
usualmente assintomaticos ou com sintomas minimos, entretanto com o avango
das lesdes, as queixas podem surgir e variar de acordo com o estagio e o local de
envolvimento da doenga, as mais comuns sdo dor, odor, disfagia, odinofagia,
disfonia, sangramento, perda de peso, dificuldade em abrir a boca e aumento de
volume em linfonodos cervicais. Estagios ainda mais avangados podem
apresentar extensas areas de necrose envolvendo estruturas adjacentes como
0ssos e musculos, fistula orocutanea, anemia severa e caquexia (Barnes et al.,
2005; Scully & Felix, 2006).

De acordo com a localizagdo do CEC, especialmente em lesdes
adjacentes ao rebordo, radiografias intraorais e panoramica podem auxiliar na
identificacdo do envolvimento 6sseo pelo tumor. Exames como endoscopia,
radiografia, ultra-sonografia, CT (tomografia computadorizada), RMI (imagem por
ressonancia magnética), cintilografia 6ssea ou modalidades mais modernas como
o PET (tomografia por emissdo de positrons) podem ser utilizados para o
estadiamento do paciente, investigacdo de linfonodos cervicais e metastases a
distancia, e planejamento do tratamento (Scully & Bagan, 2007).

Além da necessidade da avaliagdo de metastases a distancia,
geralmente envolvendo pulmao, ossos, pele, figado, mediastino, linfonodos
axilares, rins e musculos, deve-se considerar também a possibilidade de existirem
segundos tumores primarios, mais comuns nos tratos aéreo e digestivo superiores
(Braakhuis et al., 2002; Barnes et al., 2005; Liao et al., 2007a). A justificativa para
a ocorréncia de segundos tumores primarios deve-se ao fato de os CECs de
cabeca e pescogco serem envolvidos em uma teoria de cancerizacdo em campo,
pois todo o epitélio do trato aéreo e digestivo alto € repetidamente exposto aos
carcindgenos, colocando todo este campo no risco do desenvolvimento de
tumores (Shin et al., 1996).



Aspectos histopatologicos

Do ponto de vista microscopico, as lesdes de CEC bucal apresentam-se
como proliferacdes de células epiteliais neoplasicas com perda da camada basal e
invasdo do tecido conjuntivo subjacente. As células podem apresentar nucleos
hipercromaticos, nucléolos evidentes e figuras de mitoses atipicas. O tecido em
crescimento invade o conjuntivo subjacente, formando ninhos ou ilhas epiteliais.
Focos de necrose, pérolas de queratina, areas de invasao de vasos sanguineos,
linfaticos e nervos podem também ser observados (Neville et al., 1998; Barnes et
al.,, 2005; Pereira et al., 2007). Uma minoria dos CECs bucais pode mostrar
diferentes subtipos histolégicos, os principais sdo os carcinomas verrucoso,
basaldide, papilar, de células fusiformes, acantolitico, adenoescamoso e
cuniculatum (Pereira et al., 2007).

O carcinoma verrucoso € uma variante bem diferenciada do carcinoma
espinocelular com comportamento indolente e excelente progndstico. Embora a
cavidade bucal seja o sitio mais comumente afetado, 75% dos casos, este tumor
pode ser visto também na regido genital e pele das extremidades, principalmente
planta dos pés. Clinicamente, caracteriza-se por crescimento exofitico de
superficies queratodticas e projegcdes verrucosas, € microscopicamente, ha uma
lesdo bem diferenciada de epitélio pavimentoso estratificado sem atipias
marcantes e com projecdes largas para o conjuntivo subjacente preenchidas com
orto ou paraqueratina. Metastases regionais ou a distédncia s&o raras. (Neville et
al., 1998; Barnes et al., 2005; Pereira et al., 2007). O CEC basaléide é uma
variante rara e agressiva, que acomete usualmente a laringe, faringe, epiglote e
base de lingua, e em menor freqléncia, palato, assoalho bucal e tuberosidade
maxilar tém sido descritos. Ha predilecdo por homens tabagistas e usuarios de
alcool, nas sexta e sétima décadas de vida. Clinicamente, o tumor aparece como
uma massa exofitica ulcerada e firme; microscopicamente, exibe padrao lobular,

cribiforme, tubular, em corddes ou pseudo-glandular conectado a superficie do
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epitélio. As células da periferia dos lobulos sdo geralmente em palicada, com
nucleo hipercromatico e citoplasma escasso. As areas centrais dos Iébulos sao
caracterizadas por espacos cisticos, as vezes contendo material PAS-positivo que
lembra mucina, e comedonecrose. Os demais subtipos de CEC sido observados
preferencialmente em laringe e faringe, e devido o numero restrito de casos na
cavidade bucal, informagdes a respeito de seus progndstico e comportamento
clinico ndo sdo bem estabelecidas (Barnes et al., 2005; Pereira et al., 2007).

A classificagdo TNM (tumor-linfonodo-metastase) € um sistema de
estadiamento clinico em que os pacientes sao classificados de acordo com as
caracteristicas do T (tumor primario), N (linfonodos) e M (metastases a distancia).
O TNM é subdividido em 4 estadios: de uma forma geral, o nivel | envolve tumores
iniciais, com menos de 2cm de didmetro e sem metastases cervicais ou a
distancia, os niveis Il e lll sdo intermediarios e englobam tumores de maior
tamanho com ou sem metastase cervical homolateral mas sem metastases a
distancia, enquanto o nivel IV abrange tumores em estadios mais avangados,
envolvendo estruturas adjacentes como musculos, pele ou seio maxilar, ou ha
mais de um linfonodo comprometido pela doenca, ou frente a qualquer tumor ou
envolvimento cervical, existe metastase a distancia. O estadio do TNM do paciente
€ acessado e considerado conjuntamente com a experiéncia da instituicdo em
questdo, a saude geral e as preferéncias do paciente, no intuito de determinar a
conduta terapéutica. Maior taxa de sobrevida, menor morbidade e cirurgias menos
mutilantes estdo diretamente relacionadas ao diagndstico precoce desta neoplasia
(Scully & Felix, 2006). Entretanto, menos de 1% dos casos de CEC na cavidade
oral sdo detectados precocemente, ainda como carcinoma in situ, sendo que a
maioria, cerca de 60% dos casos, é diagnosticada em estagios avancados e

consequentemente, pior prognéstico (Silva et al., 2004).
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Tratamento

O tratamento para o CEC bucal varia consideravelmente. Desde cirurgia
(com ou sem disseccao do pescogo) ou radioterapia até uma combinagdo de
cirurgia, radioterapia com ou sem quimioterapia, de acordo com a extensao local
do tumor, do comprometimento linfonodal, experiéncia do profissional, das
preferéncias e condi¢cdo de saude do paciente e dos recursos da instituicao (Boyle
et al., 2003; Carvalho et al., 2003).

Pacientes com carcinomas em estagios iniciais podem ser tratados com
resultados comparaveis tanto por cirurgia como por radioterapia. Carvalho et al.
(2003) descreveram que no Brasil, na década de 60, a maioria dos casos era
tratada por cirurgia, porém, nas décadas seguintes optou-se preferencialmente por
radioterapia, e a partir da década de 90, aumentou-se 0 numero de tratamentos
combinados com estas duas modalidades. Casos mais avancados eram tratados
geralmente com radioterapia, dos anos 50 aos anos 80, entretanto, também desde
0 inicio dos anos 90, o tratamento é feito na maioria das vezes, com cirurgia e
radioterapia (Carvalho et al., 2003). Agentes quimioterapicos podem ser utilizados
como tratamento adjuvante, entretanto, apesar de poderem reduzir de alguma
forma o tamanho dos tumores, nenhum agente especificamente foi capaz de
aumentar as taxas de sobrevida (Neville et al., 2004; Scully & Felix, 2006).

Apesar das divergéncias com relagdo a este tema entre as varias
instituicées, ha um forte suporte da literatura para que os CECs bucais em geral
sejam abordados cirurgicamente, com a remoc¢édo dos linfonodos cervicais e
implementagdo com radioterapia adjuvante poés-operatéria, quando apropriado
(Boyle et al., 2003).
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Prognéstico

Observa-se que apesar de cirurgias agressivas e radioterapia adjuvante,
o CEC bucal tem altas taxas de recorréncia e a despeito dos avancos no
tratamento destes pacientes, os resultados sdo geralmente pobres, o que leva os
cirurgides a considerarem a primeira intervencao terapéutica como a melhor
chance para a cura. Os mais frequentes tipos de recorréncia sao local e regional,
em respectivamente, de 20,3% a 62,6% e de 16% a 50% dos casos, e variam de
acordo, principalmente, com o sitio do tumor, estagio clinico e caracteristicas
patologicas (Kowalski, 2002; Silva et al., 2004; Agra et al., 2006; Koo et al., 2006).
Considera-se como recorréncia ou recidiva local, a ocorréncia de um novo tumor
com distancia de até 2 cm do tumor primario. Essas recidivas podem resultar de
células malignas remanescentes nao detectadas na avaliagdo histolégica das
margens ou de células geneticamente alteradas adjacentes ao tumor primario.
Normalmente, as recidivas locais ocorrem em até 5 anos apds o tratamento inicial,
entretanto, a maior parte ocorre antes dos 2 anos de seguimento clinico (Aguiar et
al., 2007). Koo et al. (2006), observaram que 28% dos pacientes desenvolveram
recorréncia local ou regional ou metastase a distancia, sendo que em 78% dos
casos, a recorréncia foi vista em 1 ano, e em 92%, em 2 anos de seguimento.
Para os autores, o tempo médio para a recorréncia foi de 11,9 meses.

As taxas de sobrevida sdo normalmente correlacionadas ao
estadiamento TNM do paciente. A taxa de sobrevida de 5 anos dos pacientes nos
niveis | e Il € de 76%, no nivel lll € de 41% e no nivel IV, apenas 9% dos
pacientes tratados apresentam esta sobrevida (Neville et al., 2004). Em geral, o
comprometimento de um unico linfonodo homolateral ja reflete em 50% de
redugao na sobrevida total (Lopes et al., 2002).

Caracteristicas histopatolégicas e marcadores moleculares do CEC

bucal tém sido estudados com o objetivo de prever seu comportamento clinico.
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Alguns dos marcadores mais investigados sdo: o gene supressor de
tumor p53 e seu produto protéico que funciona como inibidor da divisao celular na
fase G1 do ciclo celular, podendo induzir apoptose (Tsantoulis et al. 2007); bcl-2,
proteina que reside predominantemente na membrana externa da mitocdndria, na
membrana do reticulo endosplasmatico e na membrana nuclear, atuando na
inibicdo dos mecanismos de apoptose (Gastman, 2001); B-catenina, proteina que
parece ter papel crucial na transformagéo maligna, sugerindo um papel importante
no controle da proliferacdo celular ou mesmo apoptose (Hardisson, 2003);
caderina E, molécula de adesao do epitélio implicada na carcinogénese por se
encontrar suprimida numa grande variedade de canceres humanos (Hardisson,
2003); Ki-67, proteina vista nas fases G1, S e G2 do ciclo celular e utilizada como
marcador de proliferagao celular (Kurokawa et al., 2005); entre outros.

Entretanto, apesar do grande numero de estudos envolvendo
biomarcadores em CECs bucais, ainda ndo ha um consenso em sua utilizacao
como fatores prognésticos, sendo indicados maiores esfor¢os neste sentido (Shin
et al., 1996; Khan et al., 2002; Lopes et al., 2002; Parise Jr. et al., 2004).

2.2 Gradacao histopatologica

Diversos estudos tém buscado uma relacdo entre a gradagao
histopatolégica dos CECs bucais e diferentes parametros clinicos, como
estadiamento do tumor, recorréncia e prognostico (Anneroth et al.,, 1987; Bryne et
al. 1992; Bryne, 1998). Broders (1927), citado por Anneroth et al. (1987),
desenvolveu um sistema de gradagao monofatorial, baseado na propor¢gédo em que
a neoplasia apresentava as caracteristicas de epitélio pavimentoso estratificado
normal. Entretanto, observou-se subsequentemente a falta de correlacédo entre o
sistema proposto e o prognéstico dos pacientes, o que se deveu em grande parte

a heterogeneidade dos CECs bucais. Em 1967, Lever, citado por Lund et al.
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(1975), instituiu um sistema bifatorial compreendendo o nivel de diferenciagcao
celular e a avaliagao do crescimento do tumor em profundidade. Jakobsson et al.
(1973) desenvolveram um outro sistema de gradagdo mais completo, no intuito de
acessar de forma mais precisa o potencial agressivo do tumor, onde ndo apenas
as caracteristicas da neoplasia, mas também a relacdo entre a neoplasia e o
hospedeiro era avaliada. Os itens da classificagdo eram: estrutura do tumor,
diferenciagao com relacdo a queratinizagao, mitoses, pleomorfismo nuclear, modo
e estagio de invasédo, invasao vascular e infiltrado inflamatorio. Além disso, quatro
parametros foram incluidos para cada item, em ordem decrescente de
diferenciacao. Esse sistema foi validado pelos autores em estudo com bidpsias de
42 carcinomas de laringe tratados por radioterapia, mostrando-se superior a
classificagao clinica TNM tanto na predi¢cao de recorréncia como na sobrevida dos
pacientes (Jakobsson et al., 1973).

Lund et al. (1975) alteraram o sistema de gradagéo de Jakobsson et al.
(1973), entretanto, sem modificar seus itens. Foram acrescentados limites, por
exemplo, com percentual da quantidade de queratina necessaria para
classificagdo em cada item e introduziu-se uma pontuagédo histolégica que
representava a soma total dos pontos atribuidos a cada item, desta forma, obteve-
se um sistema mais objetivo. Em estudo com bidpsias de 49 pacientes com CEC
em lingua, a gradacdo mostrou-se bastante util na predigao clinica, tendo em vista
que todos os 5 casos com metastases ocorreram em pacientes com pontuacao
alta. Os autores sugeriram que uma correlagao deveria ser feita entre o TNM e a
gradacgéo histopatoldgica a fim de identificar tumores com comportamento mais
agressivo (Lund et al., 1975).

Willén et al. (1975) também modificaram o sistema proposto por
Jakobsson, excluindo dois padrdes morfoldgicos: estrutura do tumor e invasao
vascular, todavia, em estudo de 124 pacientes com CECs em gengiva ndo houve
correlagdo da gradagao histolégica com o estadiamento clinico. Entretanto, Holm
et al. (1982) aplicaram, subsequentemente, o sistema de Willén et al. (1975) em

95 casos de CEC de lingua e tiveram como resultados uma sobrevida de 5 anos
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de 85% entre pacientes com pontuagcédo na gradagao histopatolégica menor que
13, de 65% para pacientes com pontuagao entre 13 e 16 e sobrevida de 44% para
pontuagédo acima de 16. Além disso, houve diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos com baixa e alta pontuacgéo histopatolégica e o tamanho do tumor
e a presenca de metastases regionais no momento do diagnéstico (Holm et al.,
1982).

Em 1984, Anneroth & Hansen propuseram-se a construir um sistema de
gradacao, correlaciona-lo ao primeiro sistema desenvolvido por Broders (1927) e
avaliar sua reprodutibilidade e validade. O método de gradagao tumoral foi
modificado a partir de Jakobsson et al. (1973), com a omissdo do critério de
invasdo vascular e foi testado em 52 CECs de lingua e assoalho bucal. Como
resultados, os autores observaram a validade do sistema, sua superioridade ao
sistema de Broders (1927) e a associagao estatisticamente significante entre a
pontuacado total e estadiamento clinico, recorréncia tumoral e sobrevida dos
pacientes. Finalmente, em 1987, Anneroth et al., propuseram o estabelecimento
de um sistema de gradacao tumoral, dividido em caracteristicas da populagao de
células do tumor, que engloba nivel de queratinizagédo, polimorfismo nuclear e
numero de mitoses por campo de maior aumento, e caracteristicas da interagao
tumor-hospedeiro, que s&o o padrao e estagio de invaséao e infiltrado inflamatorio
(Tabela 1). Os autores destacaram ainda a importancia do delineamento
adequado de pesquisas que utilizam sistemas de gradacao histopatoldgica, para
tal, requisitos clinicos e histologicos sao mencionados. Dentre os requisitos
clinicos, sao citados a utilizacdo de tumores preferencialmente de mesma
localizagdo, classificados sob o mesmo sistema de estadiamento clinico, e para a
avaliacdo dever-se-ia utilizar apenas pegas cirurgicas com margens livres de
doencga. Os requisitos histologicos sado fatores histotécnicos, como a mesma
técnica de inclusao e coloragéo (Anneroth et al.,1987).

Em 1992, Bryne et al., avaliaram 61 biépsias de pacientes com CEC
bucal e apenas o fronte invasivo do tumor foi submetido ao sistema de gradacgéao

histopatolégico que consistia de 5 itens: nivel de queratinizagdo, pleomorfismo
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nuclear, mitoses, modo de invasdo e infiltrado linfoplasmocitario, cada item
recebeu um escore que variou de 1 a 4, de acordo com o preconizado por
Anneroth et al., 1987. Os autores observaram que os tumores sao frequientemente
menos diferenciados nas areas mais invasivas, comparadas as areas centrais e
concluiram que o fronte invasivo do tumor é um fator independente de
prognostico, enquanto a gradagéo do tumor como um todo ndo mostrou relagao
estatistica significante com o prognostico dos casos. Os autores recomendaram
ainda a exclusdo do item “mitoses”, a fim de aumentar a reprodutibilidade do
sistema (Tabela 2). Em revisdo sobre o papel do fronte invasivo para o
prognoéstico dos CECs bucais, Bryne (1998) concluiu que esta area tem alto valor
prognoéstico e deve ser utilizada como um complemento ao estadiamento TNM,
além disso, recomendou sua introducdo em estudos clinicos, tendo em vista a
simplicidade, ao baixo custo e alta reprodutibilidade desse método.

Diversos estudos vém desde entdo, utilizando os sistemas de gradacgao
histopatoldgica ou seus parametros individualmente, e buscando associagao entre
estes e o desenvolvimento de metastases cervicais e sobrevida dos pacientes
(Yamamoto et al., 1984; Bryne et al., 1995; Altemani et al., 1999; Okada et al.,
2003; Kurokawa et al., 2005).

Yamamoto et al. (1984) reconhecendo o papel das metastases cervicais
no controle do CEC bucal e na sobrevida dos pacientes, buscaram uma
associacao entre o padrdo de invasdo dos tumores e o desenvolvimento destas
metastases. Os autores observaram que casos com padrdes de invasao menos
agressivos tiveram menor frequéncia de metastase cervical (13,9%), enquanto os
padrées com corddes estreitos ou células difusas tiveram indices de metastase
cervical de respectivamente, 61,1% e 75%. Altemani et al. (1999) estudaram
também uma relagdo entre o padrao de invasdo dos tumores e o desenvolvimento
destas metastases, e observaram que em um total de 42 casos de CECs, 20 com
metastases cervicais, a maioria dos casos (95,2%) apresentou dois ou mais

padrées de invasao e que o padrdo de invasao em bandas foi o mais comum.
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Entretanto, nenhum destes padrées mostrou-se significantemente associado ao
desenvolvimento de metastases.

Okada et al. (2003) investigaram também o desenvolvimento de
metastases cervicais, porém, de forma mais abrangente, procuraram uma relagéo
entre estas e o sistema de gradacéo de Anneroth et al. (1987) como um todo e
com seus parametros individualmente. CECs de 38 pacientes, sendo que 17
apresentavam metastase cervical, foram estudados e uma relagdo positiva
estatisticamente significante foi vista entre a maior gradagéo histopatologica e
metastases cervicais. Entre os seis parametros avaliados, queratinizacdo e o
padrao de invasao foram significantemente associados a metastases. Além disso,
os autores observaram que quando a pontuacdo total é superior a 15, as
metastases cervicais devem ser consideradas.

Kurokawa et al. (2005) avaliaram 124 casos de CEC em lingua e
buscaram uma associagao entre as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas e o
desenvolvimento de metastases cervicais e progndstico dos pacientes. Para
avaliagao histopatologica foram utilizados os sistemas propostos por Anneroth et
al. (1987) e Bryne et al. (1992). A média das pontuacdes obtidas foi de 13,2 e 9,5
para os sistemas de Anneroth e Bryne, respectivamente, sendo que houve uma
correlacao linear entre ambas. Entretanto, a sobrevida livre de doenga de 5 anos
foi melhor correlacionada ao sistema de Bryne, em que a analise restringe-se ao
fronte invasivo do tumor. Além disso, os autores concluiram que a profundidade
tumoral =2 4 mm, pontuagao de Bryne = 8 e metastase cervical reduzem as taxas
de sobrevida livre de doenca e que pontuagdo de Bryne = 11 pontos é um

importante fator para a predicdo de metastases cervicais.
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Tabela 1 — Sistema de gradagao proposto por Anneroth et al. (1987).

Parametro Pontos
morfolégico 1 2 3 4
) Minimo (5-
Nivel de Alto (>50% Moderado (20- Nenhuma (0O-
. ) ) 20% das .
queratinizagdo das células) 50% das células) ] 5% das células)
células)
Pequeno Moderadamente  Abundante
. Extremo (<25%
Pleomorfismo (>75% de abundante (50- (25-50% de ]
) ) ) de células
nuclear células 75% de células células
maduras)
maduras) maduras) maduras)
Numero de
_ 0-1 2-3 4-5 >5
mitoses
Grupos ou .
. Empurrando, . . Células soltas
Padrao de llhas ou corddes corddes de
. _ bordas bem o ] Ou pequenos
invasao . infiltrantes células
delineadas grupos (n<15)
(n>15)

Carcinoma in . Adjacente a
Invasao na

o _ ) Profundamente
Estagio de situ ou L. . musculo,
. _ . _ ldmina propria . no estroma,
invasao invaséo glandulase
o apenas . infiltrando osso
questionavel periosteo
Infiltrado linfo- ,
o Abundante Moderado Discreto Nenhum
plasmocitario
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Tabela 2 — Sistema de gradacdo histopatolégica do fronte invasivo do tumor,
segundo Bryne et al. (1992).

Parametro Pontos

Morfolégico 1 2 3 4

Queratinizagdo  Alta (>50% Moderada Minima (5-  Nenhuma (0-
(o]

. (20-50% das 20% das 5% das

da lesao das células)
células) células) células)
Pequeno Moderado Abundante Extremo

Polimorfismo (>75% de (50-75% de (25-50% de (<25% de

nuclear células células células células
maduras) maduras) maduras) maduras)
. Empurrando, llhas ou Grupos ou  Células soltas
Padréo de B .
_ B bordas bem corddes corddes de Oou pequenos
invasao . o )
delineadas infiltrantes  células (n>15) grupos (n<15)

Infiltrado linfo-

o Abundante Moderado Discreto Nenhum
plasmocitario
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2.3 Acido graxo sintase (FAS) e ErbB2

Apesar da enorme diversidade genotipica, as células malignas
apresentam algumas similaridades fenotipicas principalmente com relagao ao seu
metabolismo energético. Uma dessas caracteristicas € o consumo avido de
glicose e a producdo de acido lactico sob condigbes anaerdbias, outra é o alto
consumo de energia empregado em sintese protéica e de DNA, e finalmente, a
terceira caracteristica € a sintese de &acidos graxos. Os acidos graxos sao
constituintes essenciais de todas as membranas bioldgicas lipidicas e sao
importantes substratos para o metabolismo energético. As fontes desses acidos
graxos sao exdgena, através de alimentos ingeridos na dieta, e enddgena, que
requer a participagdo de um complexo enzimatico composto por 7 sitios
cataliticos, denominado acido graxo sintase (FAS). O papel da FAS em individuos
normais, bem nutridos é de reduzida importancia, tendo em vista que a maioria
das células e tecidos, mesmo com alto consumo energético, utilizam-se dos
lipideos circulantes. A sintese fisioldgica de acidos graxos € considerada bastante
ativa durante a embriogénese e no pulmao do feto, e em adultos em situagdes
como na proliferagdo endometrial durante o ciclo menstrual e na composi¢céo do
leite durante a lactagéo (Krontiras et al., 1999; Menendez et al., 2007).

Em meados de 1950, determinou-se que independente dos niveis
extracelulares de lipideos, 93% dos acidos graxos esterificados em tumores
derivavam da sintese endodgena. Entretanto, esse aumento da lipogénese na
biologia do cancer s6 passou a ser mais estudado a partir da década de 90,
quando se associou a marcagao de FAS a um pior prognéstico no carcinoma de
mama (Menendez et al,, 2007). Desde entdo, a relagdo de FAS com diversas
neoplasias tem sido estudada e ja se sabe que em alguns tumores e lesdes
cancerizaveis, em orgaos como proéstata (Rossi et al., 2003), mama (Wang et al.,
2001), endométrio (Pizer et al., 1998), pulmao (Piyathilake et al., 2000), bexiga
(Visca et al., 2003), estbmago (Kusakabe et al., 2002), esd6fago (Nemoto et al.,
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2001) e em lesbes como sarcoma de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) e
melanomas (Innocenzi et al., 2003), ha expressdao anormalmente aumentada de
FAS, o que estaria relacionado a um curso mais agressivo da doenga e pior
prognéstico (Kuhajda, 2000).

Com relacdo ao CEC bucal, Krontiras et al. (1999) foram os pioneiros,
avaliando FAS em carcinomas de lingua. Dos 53 tumores pesquisados, 98%
apresentaram marcacao positiva, e ao contrario do padrao observado em tumores
de outros sitios, os CECs bucais que apresentaram maior marcagdo eram tumores
bem diferenciados, associados a melhor prognéstico. Sendo assim, nestes casos
FAS funcionaria como um marcador de diferenciacdo. Areas de displasia também
foram estudadas e os autores puderam observar marcagcdo mais forte que no
tecido normal, o que pode sugerir um papel importante de FAS também na
marcacao precoce de alteragcdes neoplasicas.

Agostini et al. (2004) viram que FAS é expressa pelas células de CEC
em cultura e desempenha um importante papel na sua proliferagao, de tal forma
que quando se administrou cerulenina as células, que é um potente inibidor
especifico de FAS, houve uma reducgdo estatisticamente significante de sua
proliferagdo. Zhang et al. (2005) também pesquisaram em cultura de células de
CEC os efeitos de FAS e cerulenina, e observaram que além da maior
incorporagdo de acetato (substrato para formagédo dos acidos graxos) marcado
radioativamente pelas células de CEC que por fibroblastos gengivais, que a partir
da administracdo de cerulenina, houve acentuada redugédo dessa incorporagao e
finalmente, notou-se que a cerulenina causou efeitos citotoxicos seletivos que
culminaram com a apoptose da célula de CEC.

Em estudo envolvendo 102 pacientes com CEC em lingua, Silva et al.
(2007) observaram que a marcagcao de FAS foi fraca, citoplasmatica e restrita as
camadas basais no epitélio normal, enquanto os CECs marcaram positivamente
para FAS em 79.41% dos casos, sendo que as marcagdes mais fortes foram
vistas nos CECs mais bem diferenciados. Os autores também chamaram atencéao

para a relagcao entre a maior marcagao de FAS e melhor prognéstico e creditaram
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tal achado a predilecdo de FAS por tumores bem diferenciados, o que poderia ser
explicado pelo papel desta enzima no processo de queratinizagao.

Mais um dos potenciais fatores envolvidos na carcinogénese do CEC
bucal é o protoncogene ErbB2. O gene humano ErbB2 (HER-2/neu), localizado no
cromossomo 17, codifica uma glicoproteina transmembrana com atividade de
tirosina-quinase que faz parte da familia do receptor de fator crescimento
epidérmico (EGFR), composta por quatro integrantes (ErbB1/EGFR, ErbB2, ErbB3
e ErbB4). Apesar do ligante de ErbB2 n&o ter sido ainda identificado, este receptor
€ capaz de se dimerizar com outros receptores desta familia, como o EGFR,
formando heterodimeros capazes de causar intensa e prolongada ativacdo das
vias de sinalizacdo. Uma vez que esses receptores sao ativados, reacdes
deflagram fosforilagdo de fatores de transcricdo que controlam diversos processos
celulares (Holbro et al., 2003). O oncogene de ErbB2 pode ser resultado de
mutacdes, truncamentos de dominios extracelular e citoplasmatico e amplificagao
elou super expressao do gene normal (Kazkayasi et al., 2001). Tal super
expressao leva a atividade basal de tirosina quinase aumentada, transformando as
células através de estimulo crénico dos sinais de transducgéo (Khan et al., 2002).
Além disso, a super expressao aumenta o potencial metastatico dos tumores por
meio de interagdo com moléculas de adesdo da matriz extracelular (Xia et al.,
1997).

Super expressao de ErbB2 tem sido associada a pior progndstico em
tumores de mama, ovario, pulmao, estbmago e CEC bucal (Xia et al., 1997; Xia et
al., 1999; Kuropkat et al., 2002). Persistem controvérsias a respeito da validade da
marcagao citoplasmatica de ErbB2. Alguns autores somente consideram a
marcagao em membrana celular em suas metodologias e interpretam a expressao
citoplasmatica como um artefato ou um achado nao especifico (Khan et al., 2002;
Kuropkat et al., 2002; Nagler et al., 2002; Parise Jr. et al., 2004). Outros julgam a
marcagdo no citoplasma como um resultado especifico e sugerem que os
membros da familia do EGFR, inclusive ErbB2, poderiam funcionar ndo somente

como receptores transmembranicos, mas também participariam de outras
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atividades no interior ou no exterior das células. Entretanto, o significado da
marcagao citoplasmatica permanece obscuro (Xia et al., 1997; Xia et al., 1999).

Nas neoplasias bucais, diversos estudos tém mostrado aumento na
expressao de ErbB2 (Field, 1992; Xia et al., 1997; Khan et al., 2002; Lopes et al.,
2002; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004; Silva et al., 2007). Field (1992) ao
analisar a expressao de ErbB2 em 75 casos de CECs bucais, verificou que 60%
dos tumores apresentavam marcagao citoplasmatica para ErbB2, porém ao
correlacionar esses dados com os parametros clinicos, patoldégicos ou com a
sobrevida dos pacientes, nenhuma relacdo foi identificada. Em estudo
desenvolvido por Lopes et al, (2002), com 20 CECs bucais, compararam-se
tumores em estagios iniciais (T1 e T2) com metastases regionais, com tumores de
estadios mais avangados (T3 e T4) sem metastases. Os resultados nao
mostraram diferengas significantes entre as marcagbes citoplasmatica e de
membrana, sendo que ambas foram vistas aumentadas em associagdo com
tumores T3 e T4 sem metastases (Lopes et al., 2002).

Silva et al. (2007) caracterizaram em detalhes os dois padrbes de
marcacao de ErbB2, descrevendo que o primeiro demarca a membrana celular
vista no extrato espinhoso e granuloso adjacente ao epitélio oral normal e também
em areas bem queratinizadas do tumor, em especial nas pérolas de queratina. O
segundo padréo de marcagéao positiva é visualizado no citoplasma, observada em
células tumorais indiferenciadas e mais frequentes em CECs em estagios mais
avancados. Em analise também de CECs bucais, os autores viram forte relagao
positiva entre as marcacbes de FAS e ErbB2 de membrana, e relacdo inversa

entre a marcagao de FAS e ErbB2 citoplasmatico.

24



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

— Comparar em grupos de carcinomas espinocelulares bucais com
recidiva local precoce e controle (sem recidiva), a correlagdo entre o
comportamento dos mesmos e sua gradagao histopatoldgica segundo o proposto
por Anneroth et al. (1987) e Bryne et al. (1992);

— Analisar nestes tumores, os itens da gradagao histopatolégica e as
expressodes de FAS e ErbB2 quanto ao prognéstico e a sobrevida dos pacientes;

— Associar a intensidade da expressdao de FAS a ErbB2 e a

queratinizagcao dos CECs bucais.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi submetido a apreciagao e aprovacao da Comissao de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade
Estadual de Campinas (n° 165/2006 — Anexo 1).

Foram analisadas as caracteristicas clinicas, histopatologicas e
expressao imunohistoquimica de FAS e ErbB2, em 23 CECs bucais de pacientes
acometidos por recidiva local precoce, comparando-os com um grupo controle
constituido por 46 pacientes com CEC sem histéria de recorréncia. Foram
classificados como tumores com recidiva local precoce aqueles em que a recidiva
ocorreu antes do periodo de 1 ano apds o tratamento inicial. O grupo controle foi
formado da seguinte forma: 2 CECs bucais sem recidiva e de mesma localizagao
e estadiamento clinico foram selecionados para cada caso com recidiva. Todos 0s
pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a cirurgia como primeiro
tratamento, no periodo de 1981 a 2000, no Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo/SP.

Os critérios de inclusdo foram biopsias prévias com laudo
histopatoldgico de CEC, nenhuma terapia oncolégica anterior do tumor primario e
cirurgia como tratamento inicial no Hospital A.C. Camargo. Os critérios de
exclusao foram margem cirurgica positiva ou exigua (<5 mm) e menos de 2 anos

de seguimento clinico apds o tratamento definitivo.

4.1 Analise Histopatoldgica

Cortes histoldégicos com 5 ym de espessura foram feitos a partir dos

blocos contendo as pecas cirurgicas dos 69 CECs bucais, em sequéncia os cortes
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foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), conforme protocolo adotado no

Laboratério de Histopatologia da FOP/Unicamp.

Protocolo:
01. Xilol 1 10 minutos
02. Xilol 2 10 minutos
03. Alcool absoluto por e tirar
04. Alcool 90% por e tirar
05. Alcool 70% por e tirar
06. Alcool 50% por e tirar
07. Agua de torneira duas trocas
08. Passar em agua destilada duas trocas
09. Corar na Hematoxilina de Mayer 12 minutos
10. Lavar em agua de torneira 2 trocas
11. Deixar diferenciando com agua 15 minutos
12. Colocar em alcool 80% 02 minutos
13. Colocar na Eosina-Floxina 05 minutos
14. Alcool absolutos | por e tirar
15. Alcool absolutos Il por e tirar
16. Alcool absolutos IlI por e tirar
17. Xilol diafanizagao 03 minutos
18. Xilol de montagem 03 minutos
19. Montar em balsamo-do-canada

A analise dos cortes histolégicos corados em H&E foi realizada em
microscopia de luz nos laboratérios da Area de Patologia da FOP/Unicamp, por
meio de microscoépio binocular (Nikon YS 100, Japao) adaptado com ocular WSCF
10X/18 e objetivas NIKON 4X/0,10, 10X/0,25, 40X/0,65 e 100X/1,25. Previamente

a leitura, as laminas tiveram as identificagdes cobertas, para a realizagcdo de
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estudo duplo-cego, evitando desta maneira qualquer indugao de resultado durante
a leitura pelos 2 avaliadores (MAL e LSSP). Em casos de discordancia, a lamina

era reavaliada a fim de se chegar a um consenso.

4.2 Reacoes Imunohistoquimicas

Para as reagbes de imunohistoquimica, foram realizados cortes com 3
pm de espessura dos blocos de parafina. Os cortes foram fixados em laminas
silanizadas (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma Aldrich, EUA) e colocados em
estufa a 56°C por 24 horas. Na seqléncia, foram feitas a primeira e a segunda
desparafinizagdo em xilol por 10 minutos cada uma, em temperatura ambiente, e
hidratacdo dos cortes em etanol absoluto, etanol a 90%, etanol a 70%, etanol a
50% e lavagens em &agua corrente e destilada. O bloqueio da peroxidase
endoégena foi feito com a agua oxigenada (10 volumes) em 5 banhos de 5 minutos
cada. A recuperagao antigénica foi feita através do forno de microondas, com
solucdo de acido citrico 0,01M / pH 6.0 em dois ciclos de 9 minutos cada, em
poténcia maxima (750W), sendo deixado esfriar até atingir a temperatura
ambiente, seguido por lavagens em agua corrente e destilada e solugao salina
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS).

Posteriormente, incubagcdo com o anticorpo primario diluido em solucéo
de albumina a 1% e azida sédica a 0,1% em PBS, em camara umida por 18 horas
a 4°C foi feita seguida por 3 lavagens em solugcédo de PBS. Para cada anticorpo foi
utilizada a seguinte diluicdo: anti-FAS (Transduction Laboratories, Lexington, KY)
1:3.000 e anti- ErbB2 (Dako, Carpinteria, CA) 1:200. As laminas depois foram
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (Strept ABC
Complex/Hrp Duet, Mouse/Rabbit, Dako) por 30 minutos a 37°C na diluicdo de
1:500, seguido de 3 lavagens em tampao PBS. Apos estas etapas, as laminas
foram incubadas com complexo Streptavidina — Biotina (Dako) por mais 30
minutos, e reveladas com substrato cromogénico (3,3 diaminobenzidina — DAB,

Sigma), 120 mg por 100 ml de PBS mais 2 ml de agua oxigenada 10 volumes por
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5 minutos a 37°C, seguido por lavagens em agua corrente e destilada. Contra-
coloracdo com Hematoxilina de Carrazzi por 3 minutos e lavagens em agua
corrente e destilada foram feitas, e subsequentemente, as laminas foram
desidratadas em 3 banhos de alcool absoluto, diafanizadas em xilol por 3 minutos
e montadas com Balsamo do Canada.

FAS e ErbB2 tiveram suas intensidades de suas marcag¢des avaliadas
pelos mesmos 2 observadores, de maneira independente. Os critérios para
avaliagdo foram a positividade da marcacdo, em que as laminas foram
consideradas positivas se ocorreu marcagao especifica no tumor, independente de
sua extensao, e a intensidade de marcag¢ao, em que, quando positivas, as laminas
foram classificadas de acordo com a intensidade forte ou fraca, considerando a
marcagao que predominou na maior parte do corte (Silva et al., 2004; Silva et al.,
2007) (Tabela 3). Como controles positivos utilizaram-se cortes de carcinoma de

prostata e mama para FAS e ErbB2, respectivamente.

Tabela 3 - Descricdo dos critérios para interpretacdo das reacdes

imunohistoquimicas.

Padrao da reacao Resultado

0
Reacao negativa

Reacao com intensidade fraca

Reacdo com intensidade forte
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4.3 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram inseridos no programa SAS e
testes paramétricos e ndo paramétricos foram realizados. A relacdo entre os
grupos e os fatores clinicos como género, idade, o uso de fumo e alcool, tamanho
do tumor, comprometimento linfonodal e estadiamento clinico, e fatores
histopatolégicos e imunohistoquimicos foi realizada empregando-se o teste qui-
quadrado e Exato de Fisher em tabelas de contingéncia de dupla. O unico teste
paramétrico utilizado foi a analise de variancia (ANOVA), para a comparagao entre
as médias dos escores dos grupos recidiva e controle nos sistemas de gradagao
de Anneroth et al. (1987) e Bryne et al. (1992).

A sobrevida global, que corresponde ao tempo decorrido entre a data do
inicio do tratamento e o 6bito do paciente ou o tempo entre o inicio do tratamento
e a ultima informacgao objetiva, foi analisado através do método de Kaplan-Meier.
A comparagao entre as curvas de sobrevida global, de acordo com as variaveis
estudadas (informacdes clinicas, histopatoldgicas e imunohistoquimicas), foi
analisada pelo teste de log-rank. A significancia estatistica foi definida por um

valor de p menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas epidemiolégicas e clinicas

Neste estudo foram incluidos 69 casos de pacientes com CEC bucal,
sendo que 23 pacientes apresentaram recidiva local precoce e 46 faziam parte do
grupo controle, sem recidiva. Observou-se predilecdo pelo género masculino, ja
que no grupo recidiva havia 22 homens e 1 mulher, e no grupo controle, havia 40
homens e 6 mulheres. N&do houve uma correlagdo significante (p = 0,41), entre o
género masculino e ocorréncia de recidivas. O risco relativo observado foi de 2,48.
A idade dos pacientes variou de 21 a 79 anos, com a média total de 55,5 anos e
mediana de 56 anos. No grupo recidiva, esses numeros foram de 55,4 anos e 54
anos e no controle foram de 55,5 e 56 anos, respectivamente. Para analise do
comportamento dos tumores nos pacientes jovens ou mais idosos, selecionou-se
um ponto de corte em 45 anos, conforme sugerido por alguns autores (lamaroon
et al., 2004). Nao houve correlagéo entre as faixas etarias maior e menor ou igual

a 45 anos e a ocorréncia de recidivas (p = 1) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Descricao da variavel género para os pacientes dos grupos recidiva e

controle.
o _ Grupo Recidiva Grupo Controle Risco
Variaveis Categorias p* _
n % n % Relativo
Masculino 22 95,65 40 86,96
Género 0,41 2,48
Feminino 1 4,35 6 13,04
> 45 19 82,61 37 80,43
ldade 1 1,10
<45 4 17,39 9 19,57

*Teste exato de Fisher

Dos 23 pacientes com recidiva, 18 (94,74%) eram fumantes e apenas 1
(5,26%) n&o fumava. Prontuarios de 4 pacientes deste grupo n&o dispunham de
informacgdes relativas ao tabagismo. Entre os sem recidiva, 37 (84,09%) eram
fumantes e 7 (15,91%) ndo fumantes. Em 2 prontuarios, essa informagao nao
estava disponivel. Vale ressaltar que dos 8 pacientes ndo fumantes, 1 (12,5%)
estava no grupo recidiva enquanto 7 (87,5%) estavam no grupo controle. Apesar
de nado ser observada uma relagéo estatisticamente significante (p = 0,41) entre o
fumo e a recidiva, o risco relativo do fumante desenvolver recidiva foi de 2,62.
Com relacao a ingestao de alcool, 4 prontuarios de pacientes com recidiva e 2 do
grupo controle ndo continham essa informac¢do. No grupo recidiva, 17 (89,47%)
pacientes eram etilistas e 2 (10,53%) nao ingeriam alcool, ja no grupo controle, 30
(68,18%) pacientes ingeriam alcool enquanto 14 (31,82%) ndo o faziam. Dos 16
pacientes nao etilistas, 14 (87,5%) e 2 (12,5%) estavam no grupo controle e
recidiva, respectivamente. Apesar de também n&o ser vista uma relagao
estatisticamente significante (p = 0,11) entre o alcool e a recidiva, o risco relativo

do etilista desenvolver recidiva foi de 2,89 (Tabela 5).
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Tabela 5 — Descrigdo do uso de tabaco e alcool dos pacientes com recidiva e

controle.
o _ Grupo Recidiva Grupo Controle Risco
Variaveis Categorias p* _
n % n % Relativo
Sim 18 94,74 37 84,09
Tabaco 0,41 2,62
Nao 1 5,26 7 15,91
) Sim 17 89,47 30 68,18
Alcool 0,11 2,89
Nao 2 10,53 14 31,82

*Teste exato de Fisher

A localizagao dos tumores do grupo recidiva foi a seguinte: 18 em lingua
(78,26%), 4 em regido retromolar (17,39%) e 1 (4,35%) em gengiva inferior. No
grupo controle havia o dobro do numero de casos em cada uma destas
localizagdes. O tumor foi avaliado como T1 (menos de 2cm de didmetro) em 13%
dos casos de recidiva e 15,2% do grupo controle, como T2 (de 2cm a 4cm de
diametro) em 17,4% dos casos de recidiva e 21,7% do grupo controle, como T3 (
mais de 4cm no seu maior didametro) em 30,4% dos casos de recidiva e 23,9% dos
casos controle, e como T4 (tumor maior que 4cm de didmetro envolvendo antro,
musculos pterigdides, base de lingua ou pele) em 39,1% dos casos com recidiva e
39,1% dos casos controle. Ndo houve uma associacao linear consideravel entre o
estadiamento T e os grupos (p = 0,75). No critério metastase regional, foram
considerados NO (nenhum linfonodo positivo clinicamente), 43,5% dos casos com
recidiva e 47,8% do grupo controle, N1 (Unico linfonodo homolateral clinicamente
positivo com menos de 3cm de didmetro), 39,1% dos casos com recidiva e 45,7%
do grupo controle e N2 (unico linfonodo homolateral clinicamente positivo com
3cm a 6cm de diametro ou multiplos linfonodos homolaterais clinicamente
positivos, nenhum com mais de 6cm de diametro), 17,4% dos casos recidiva e
6,5% dos casos controle. Apesar de um maior numero de casos com recidiva

apresentar pior estadiamento linfonodal, este valor ndo foi estatisticamente
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significante (p = 0,36). O estadiamento clinico teve a seguinte distribuicdo: 3 casos
do grupo recidiva no nivel I, 2 no Il, 9 no lll e 9 no IV, e no grupo controle temos o
dobro do grupo recidiva, tendo em vista que este foi um critério de selegdo dos
casos, 6, 4, 18 e 18 casos para os niveis |, I, lll e IV, respectivamente (p = 1)
(Tabela 6).

Tabela 6 — Descricdo das caracteristicas do tumor, dos linfonodos cervicais e

estadiamento clinico dos pacientes com recidiva e controle.

Grupo recidiva Grupo controle
Variaveis Categorias p
n % n %
1 3 13 7 15,2
2 4 17,4 10 21,7
T 0,75
3 7 30,4 11 23,9
4 9 39,1 18 39,1
0 10 43,5 22 47,8
N 1 9 39,1 21 45,7 0,36
2 4 17,4 3 6,5
I 3 13 6 13
Il 2 8,7 4 8,7
EC 1
1] 9 39,1 18 39,1
\Y, 9 39,1 18 39,1

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Com relagdo ao tratamento adotado, no grupo recidiva, observaram-se
15 (65,22%) pacientes tratados primariamente somente por cirurgia e 8 (34,78%)
pacientes tratados com cirurgia e radioterapia. Ja no grupo controle esse numeros
foram de 17 (36,96%) casos tratados por cirurgia apenas e 29 (63,04%) tratados
por ambas as terapias cirurgica e radioterapica. Observou-se relagéo

estatisticamente significante entre o tratamento apenas por cirurgia e o
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desenvolvimento de recidivas (p = 0,03) (Tabela 7). As recidivas ocorreram em

periodos que variaram de 1 a 8 meses, sendo que a média foi de 4,7 meses.

Tabela 7 — Descrigado das formas de tratamento para os pacientes de ambos os

grupos.
Grupo Recidiva Grupo Controle
Tratamento p*
n % n %
Cirurgia 15 65,22 17 36,96
0,03
Cirurgia +
8 34,78 29 63,04

Radioterapia

*Teste exato de Fisher

5.2 Caracteristicas histopatolégicas

Os tumores foram classificados de acordo com suas caracteristicas
histopatolégicas segundo Anneroth et al. (1987) e Bryne et al. (1992). Apesar de
Bryne et al. (1992) considerarem o fronte invasivo do tumor como o local mais
adequado para a classificacdo dos tumores, ambos os sistemas utilizam-se
critérios em comum, exceto pelo fato de Anneroth et al. (1987) considerarem 2
parametros a mais, numero de mitoses e nivel de invasao. Os tumores estudados,
de uma forma geral, apresentaram os 4 escores de queratinizagéo, 3 escores de
pleomorfismo, 3 de mitose, 4 de padrao de invasao, 2 de niveis de invasao e 4 de

inflamacéo (Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6).
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Figura 1 — Tumores classificados de acordo com a queratinizagdo. H&E, aumento

original, X100. (A) Escore 1 - altamente queratinizado (>50% das
células); (B) Escore 2 - Moderadamente queratinizado de 20-50% das
células; (C) Escore 3 - Minima queratinizacdo de 5-20% das células;

(D) Nenhuma queratinizagéo de 0-5% das células.
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Figura 2 - Tumores classificados de acordo com o pleomorfismo nuclear. H&E,

aumento original, X160. (A) Escore 1 - Pequeno pleomorfismo nuclear,
>75% de células maduras; (B) Escore 2 - Moderadamente abundante
pleomorfismo nuclear, 50-75% de células maduras; (C) Escore 3 -

Abundante pleomorfismo nuclear, 25-50% de células maduras.

39



Figura 3 - Tumores classificados de acordo com o numero de mitoses. H&E,

aumento original, X160. (A) Escore 1 — de 0-1 mitose; (B) Escore 2 — de

2-3 mitoses; (C) Escore 3 — de 4-5 mitoses.
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Figura 4 - Tumores classificados de acordo com o padrdo de invasdo. H&E,

aumento original, X40. (A) Escore 1 - Empurrando, bordas bem
delineadas; (B) Escore 2 - llhas ou corddes infiltrantes; (C) Escore 3 -
Grupos ou corddes de células (n>15); (D) Células soltas ou pequenos

grupos (n<15).
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Figura 5 - Tumores classificados de acordo com o nivel de invasao. H&E, aumento
original, X40. (A) Escore 3 - Adjacente a musculo, glandula salivar e

periosteo; (B) Escore 4 - Invasao profunda no estroma infiltrando osso.
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Figura 6 - Tumores classificados de acordo com o infiltrado inflamatério. H&E,
aumento original, X100. (A) Escore 1 - Abundante; (B) Escore 2 -
Moderado; (C) Escore 3 - Discreto; (D) Nenhum.
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Com relagdao a gradacéo histopatoldégica de Anneroth et al. (1987),
observou-se que, apesar de nao estatisticamente significante, houve uma forte
tendéncia de associagao global entre a soma dos pontos de todos os parametros
e a recidiva (p = 0,16). Entretanto, ja com a distribuicdo dos casos entre as faixas
de pontuacéo, notou-se a existéncia de 5 (21,74%) casos com recidiva e apenas 2
(4,35%) casos do grupo controle com escore maior que 15, enquanto com
pontuagdo menor ou igual a 15, havia 18 (78,26%) e 44 (95,65%) casos dos
grupos recidiva e controle, respectivamente. Desta forma, quando a soma dos
escores foi maior que 15, houve uma relagao estatisticamente significante para o

desenvolvimento de recidivas (Teste exato de Fisher, p = 0,03) (Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuicdo dos casos de acordo com a pontuacéo total de Anneroth et

al. (1987).

Pontuacéao Grupo Recidiva Grupo Controle .
Anneroth n % n % P

8 0 0,00 1 2,17

9 1 4,35 2 4,35

10 2 8,70 5 10,87

11 8 34,78 8 17,39

12 2 8,70 8 17,39

13 2 8,70 11 23,91 0,16

14 3 13,04 5 10,87

15 0 0,00 4 8,70

16 4 17,39 1 2,17

17 0 0,00 0 0,00

18 1 4,35 1 2,17

*Teste exato de Fisher
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Analisando-se cada parédmetro de Anneroth et al. (1987)
individualmente, observou-se que os escores de queratinizagdo mostraram forte
tendéncia de associagéo linear com a ocorréncia de recidivas. Enquanto o grupo
recidiva apresentou 14 (60,87%), 6 (26,09%), 1 (4,35%) e 2 (8,70%) casos com
escores 1, 2, 3 e 4, respectivamente, o grupo controle apresentou maior numero
de casos com maior queratinizagao, 34 (73,91%) com escore 1, 10 (21,74%) com
escore 2 e 2 (4,35) casos com escore 3, ndo houve caso do grupo controle com
escore 4 de queratinizacdo, isto €, com minima ou auséncia total de
queratinizacao (p = 0,09) (Tabela 9). De acordo com o item pleomorfismo nuclear,
observou-se que nenhum dos grupos apresentou um nivel 4, isto €, com extremo
polimorfismo, em que menos de 25% das células sdo maduras. Os grupos recidiva
e controle apresentaram mesmo percentual, 17,39%, de casos no escore 1,
entretanto, nos demais escores observou-se que 69,57% e 13,04% dos casos
recidiva estavam nos escores 2 e 3 , respectivamente, e 65,22% e 17,39% dos
casos controle tinham esta distribuigdo. Desta forma, apesar de percentuais muito
préoximos, houve um maior numero de casos com maior pleomorfismo nuclear no
grupo controle (p = 0,76) (Tabela 10). A analise do item mitose evidenciou que
nem no grupo recidiva nem no controle, houve tumor com escore 4, isto € com
mais de 5 mitoses por campo de maior aumento. Observou-se que houve uma
distribuicdo maior de mitoses no grupo controle, pois enquanto no grupo recidiva,
20 (86,96%) casos apresentaram escore 1 e 3 (13,04%) casos apresentaram
escore 2, no grupo controle, 31 (67,39%) casos e 13 (28,26%) casos
apresentaram os escores 1 e 2, respectivamente. Ainda, somente o grupo controle
teve casos com indice mitético 3, 2 (4,35%) casos. Tal relagdo entre maior escore
no parametro mitose e os casos controle foi marginalmente significante (p = 0,07)
(Tabela 11).

Com relacdo ao padrédo de invasao de Anneroth et al. (1987),
observamos um padréo mais infiltrativo nos casos com recidiva, enquanto o grupo
controle apresentou 3 casos (6,52%), 35 (76,09%), 7 (15,22%) e 1 (2,17%) com

escores de 1, 2, 3 e 4, respectivamente, o grupo recidiva ndo apresentou nenhum
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caso com escore 1 ou 4, tinha 16 casos (69,57%) com escore 2 e 7 (30,43%) com
escore 3. Assim vemos que enquanto mais de 82% dos casos do grupo controle
tiveram escore 1 ou 2, mais de 30% dos casos recidiva tiveram escore 3, 0 que,
apesar de nao estatisticamente significante, mostra uma associagao entre o pior
padrao de invasao e a ocorréncia de recidivas (p = 0,19) (Tabela 12). O nivel de
invasao dos tumores apresentou distribuicdo apenas entre os escores 3 e 4, tendo
em vista que o escore 1 engloba tumores in situ ou com invasao questionavel, e o
2 envolve apenas lamina propria, e tumores em estagios tdo iniciais ndo foram
observados na nossa amostra. No grupo recidiva, 14 (60,87%) tumores tiveram
escore 3, em que o tumor se estende além da lamina propria e envolve o
conjuntivo adjacente a tecido muscular ou glandulas salivares, 9 (39,13%) tumores
apresentaram o escore 4, representado por invasao profunda nas camadas de
células musculares com disposicdo da maioria do tecido estromal ou com invasao
O0ssea. No grupo controle, mesmos percentuais de distribuicdo foram vistos em
ambos os escores 3 e 4 (p = 1) (Tabela 13). A inflamagdo predominou no grupo
controle, ja que foi considerada intensa, escore 1, em apenas 3 (13,04%) casos
com recidiva e em 13 (28,26%) casos controle. Nos escores 2, inflamagao
moderada, e 3, inflamacao discreta, observou-se maior nimero de casos do grupo
recidiva com 11 (47,83%) e 9 (39,13%), respectivamente, que do grupo controle
com 15 (32,61%) casos no escore 2 e 17 (36,96%) no escore 3. A inflamagao
somente foi considerada ausente em 1 caso, do grupo controle. Deste modo,
apesar de nao significante, viu-se que os casos com infiltrado inflamatério mais

intenso estavam no grupo controle (p = 0,52) (Tabela 14).
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Tabela 9 — Distribuicdo dos casos segundo a queratinizacédo de Anneroth et al.

(1987).
L Grupo Recidiva Grupo Controle
Queratinizagao p*
n % n %
1 14 60,87 34 73,91
2 6 26,09 10 21,74
0,09
3 1 4,35 2 4,35
4 2 8,70 0 0,00

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 10 — Distribuicdo dos casos de acordo com os escores de pleomorfismo
nuclear de Anneroth et al. (1987).

Pleomorfismo Grupo Recidiva Grupo Controle .
Nuclear n % n % g
1 4 17,39 8 17,39
2 16 69,57 30 65,22
0,76
3 3 13,04 8 66,67
4 0,00 0 0,00

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel
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Tabela 11 — Distribuicdo dos casos de acordo com os escores de mitoses de
Anneroth et al. (1987).

. Grupo Recidiva Grupo Controle
Mitoses p*
n % n %
1 20 86,96 31 67,39
2 3 13,04 13 28,26
0,07

3 0 0,00 2 4,35
4 0 0,00 0 0,00

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 12 — Distribuicdo dos casos de acordo com o padrdo de invasdo de
Anneroth et al. (1987).

Grupo Recidiva Grupo Controle
Padrao de Invaséao p*

n % n %

1 0 0,00 3 6,52

2 16 69,57 35 76,09

0,19
3 7 30,43 7 15,22
4 0 0,00 1 2,17

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel
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Tabela 13 — Distribuicao dos casos segundo o nivel de invasao de Anneroth et al.

(1987).
] B Grupo Recidiva Grupo Controle
Nivel de Invasao p*
n % n %
1 0 0,00 0 0,00
2 0 0,00 0 0,00
3 14 60,87 28 60,87
4 9 39,13 18 39,13

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 14 — Distribuicdo dos casos de acordo a inflamagao de Anneroth et al.

(1987).
Grupo Recidiva Grupo Controle
Inflamacao p*
n % n %
1 3 13,04 13 28,26
2 11 47,83 15 32,61
0,52
3 9 39,13 17 36,96
4 0,00 1 2,17

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Com relagéo a gradagao histopatoldgica segundo Bryne et al. (1992),
observou-se que apesar de ndo ser estatisticamente significante, houve uma
tendéncia de associagao entre a soma dos pontos de todos os pardmetros e a
recidiva (Teste exato de Fisher, p = 0,18). Inicialmente, houve uma predominancia
de casos com menor pontuagdo no grupo recidiva, com 3 (13,04%) e 5 (21,74%)
casos com escores 6 e 7, respectivamente, e 6 (26,09%) casos com escore 8,
enquanto no grupo controle, nos escores 5 e 6, havia 1 (2,17%) caso em cada um

dos escores € nos escores 7 e 8, havia 7 (15,22%) casos em cada. Com escore 9,
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predominaram os casos do grupo controle, com 13 (28,26%) casos, enquanto no
grupo recidiva havia 3 (13,04%) casos. Com escore 10, houve distribuicdo com
percentual (8,70%) similar entre os grupos. Apenas casos controle apresentaram
escore 11, foram 8 (17,39%) casos. Interessantemente, com o maior escore, 12
pontos, houve maior percentual de casos do grupo recidiva, 17,39% (4 casos), que
grupo controle, 10,87% (5 casos), tal achado, apesar de nao ser estatisticamente
significante, mostrou associagédo entre escore maior que 11 e as recidivas (Teste
exato de Fisher, p = 0,46) (Tabela 15).

Tabela 15 — Distribuicdo dos casos de acordo com a pontuacao total de Bryne et

al. (1992).
Grupo Recidiva Grupo Controle
Pontuagao Bryne p*
n % n %
5 0 0,00 1 2,17
6 3 13,04 1 2,17
7 5 21,74 7 15,22
8 6 26,09 7 15,22
0,18
9 3 13,04 13 28,26
10 2 8,70 4 8,70
11 0 0,00 8 17,39
12 4 17,39 5 10,87

*Teste exato de Fisher

A anadlise de cada parametro individualmente na area do fronte de
invasdo tumoral, como proposto por Bryne et al. (1992), também foi realizada. A
queratinizacao revelou que 10 (43,48%) casos do grupo recidiva e 24 (52,17%)
dos casos controle tiveram mais de 50% das células queratinizadas, escore 1.

Com escore 2, em que 20% a 50% das células sao queratinizadas, houve maior
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numero de casos recidiva, 10 (43,48%) casos, que casos controle, 16 (34,78%)
casos. Apenas um menor numero de casos apresentou escores 3 ou 4. No
primeiro, havia 1 (4,35%) caso recidiva e 6 (13,04%) controle. Ja no escore 4,
queratinizagdo minima (de 0% a 5% das células), apenas foram vistos casos
recidiva, 2 (8,70%) casos. Esta distribuicdo revelou uma associagéo entre menor
queratinizacao e a ocorréncia de recidivas (p = 0,38) (Tabela 16). Com relacédo ao
pleomorfismo nuclear, assim como em Anneroth et al. (1987), foram vistos casos
apenas nos escores 1, 2 e 3. Observou-se apenas 1 (4,35%) caso recidiva e 1
(2,17%) controle com escore 1. No escore 2, vimos a maioria dos casos, 18
(78,26%) casos do grupo recidiva e 30 (65,22%) casos do grupo controle. Ja no
escore 3, um maior percentual foi visto no grupo controle, 32,61% dos casos, que
no recidiva, 17,39%. Observou-se de uma forma geral, um padrdo contrario ao
esperado, com maior pleomorfismo no grupo controle (p = 0,17) (Tabela 17). Com
o item padrao de invasao, observou-se que apenas 1 (2,17%) caso controle
mostrou o escore 1. Igual numero de casos com escore 2 foi visto em ambos os
grupos, 10 (43,48%) casos com recidiva e 10 (21,74%) do grupo controle. Ja com
escores 3 e 4, diversamente do esperado, observou-se um maior numero de
casos controle, tendo em vista que enquanto havia 11 (47,83%) e 2 (8,70%) casos
recidiva nos escores 3 e 4, respectivamente, havia 26 (56,52%) e 9 (19,57%)
casos controle. Desta forma, viu-se que piores padrdes de invasdo estavam
associados ao grupo controle (p = 0,11) (Tabela 18). O critério inflamagao mostrou
a seguinte distribuicdo pelos escores, no grupo recidiva, 9 (39,13%) casos, 7
(30,43%), 6 (26,09%) e 1 (4,35%) caso com o escore 1, 2, 3 e 4, respectivamente,
e no grupo controle, 6 (13,04%), 21 (45,65%), 18 (39,13%) e 1 (2,17%) caso com
escores 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Assim, também para o escore inflamacgéo, foi
vista uma relacao invertida do que seria o esperado, pois de forma marginalmente
significante, os casos recidiva tiveram infiltrado inflamatério mais intenso que os

casos do grupo controle (p = 0,09) (Tabela 19).
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Tabela 16 — Distribuicdo dos casos de acordo com os escores de queratinizagao
de Bryne et al. (1992).

L Grupo Recidiva Grupo Controle
Queratinizagao p*
n % n %
1 10 43,48 24 52,17
2 10 43,48 16 34,78
0,38
3 1 4,35 6 13,04
4 2 8,70 0 2,90

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 17 — Distribuicdo dos casos de acordo com os escores de pleomorfismo
nuclear de Bryne et al. (1992).

Pleomorfismo Grupo Recidiva Grupo Controle .
Nuclear n % n % g
1 1 4,35 1 2,17
2 18 78,26 30 65,22
0,17
3 4 17,39 15 32,61
4 0 0,00 0 0,00

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel
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Tabela 18 — Distribuicdo dos casos de acordo com os escores de padrao de

invasao de Bryne et al. (1992).

Grupo Recidiva Grupo Controle
Padrao de Invaséao p*
n % n %
1 0 0,00 1 2,17
2 10 43,48 10 21,74 011
3 11 47,83 26 56,52 ’
4 2 8,70 9 19,57

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 19 — Distribuicado dos casos de acordo com os escores de inflamacao de
Bryne et al. (1992).

Grupo Recidiva Grupo Controle
Inflamacao p*
n % n %
1 9 39,13 6 13,04
2 7 30,43 21 45,65
0,09
3 6 26,09 18 39,13
4 1 4,35 1 2,17

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

A fim de possibilitar uma comparagcao entre os escores de Anneroth et
al. (1987) e Bryne et al. (1992), calcularam-se, através do teste ANOVA, média e
desvio padrao dos escores para ambos os sistemas de gradagdo. Tendo em vista
que os escores sao variaveis ordinais, sua soma dentro de cada parametro, para a
anadlise da média da queratinizagcdo, por exemplo, ndo € adequada, entretanto,
pode-se calcular a soma dos escores para cada tumor, e através de média e
desvio padrao, comparar os grupos. Observou-se que a média de Anneroth et al.

(1987) para o grupo recidiva foi de 2,11 e de 2,05 para o grupo controle. Para
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Bryne et al. (1992), as médias foram 2,13 e 2,29 para os grupos recidiva e
controle, respectivamente. Para ambos os sistemas, a diferenca entre os grupos
néo foi estatisticamente significante, apesar disso, o valor de Bryne (p = 0,18) foi
mais importante que o de Anneroth (p = 0,55). Porém, de acordo com os valores
das médias, notou-se que para Bryne, contrariamente ao esperado, a média do
grupo controle foi maior que a do grupo recidiva. Deste modo, apesar de menos
significante estatisticamente, o sistema de Anneroth mostrou-se mais coerente

para a analise dos tumores e correlagdo com o prognéstico (Tabela 20).

Tabela 20 — Analise de média e desvio padrao dos sistemas de gradacédo de

Anneroth et al. (1987) e Bryne et al. (1992) para os grupos recidiva e

controle.
Grupo Recidiva Grupo Controle
Sistemas Desvio Desvio p*
Média Média
padrao padrao
Anneroth 2,11 0,40 2,05 0,32 0,55
Bryne 2,13 0,49 2,29 0,44 0,18

*ANOVA

5.3 Expressao imunohistoquimica

A analise da expressao dos marcadores FAS e ErbB2 foi realizada. Com
relagdo a FAS, notou-se marcacio principalmente nas areas mais diferenciadas
do tumor (Figura 7). De uma forma geral todos os casos expressaram FAS,
entretanto, apenas casos do grupo recidiva tiveram marcagao considerada fraca, 4

casos (17,39%). A expressao foi avaliada como intensa em 100% dos casos
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controle e em 82,61% dos casos com recidiva. Uma relagcao estatisticamente
significante foi vista entre FAS e a ocorréncia de recidiva (p = 0,01) (Tabela 21).

Figura 7 — Expressédo de FAS. Aumento original, X100. (A) Marcagéao fraca, vista

especialmente nas d&reas menos queratinizadas do tumor; (B)

Marcacéo intensa, em areas de queratinizacao.

Tabela 21 — Distribuicdo dos casos de acordo com a expressao de FAS.

Grupo Recidiva Grupo Controle
FAS p
n % n %
4 17,39 0 0
0,01
2 19 82,61 46 100

*Teste exato de Fisher

Para ErbB2, observou-se padrdao duplo de marcacdo, em membrana e
no citoplasma. A marcagdo em membrana foi evidente, assim como ocorreu para
FAS, nas areas mais diferenciadas do tumor, enquanto de uma forma contraria, a

marcagao no citoplasma foi mais forte em areas menos diferenciadas (Figura 8). A
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marcagao de ErbB2 em membrana foi negativa em 5 casos, sendo 2 (8,79%) do
grupo recidiva e 3 (6,52%) do grupo controle. Em 11 casos (47,83%) do grupo
recidiva a expressao foi considerada fraca, enquanto 19 casos (41,30%) do grupo
controle tiveram a mesma intensidade de marcagado. Ja uma expresséao forte foi
vista em mais da metade dos casos do grupo controle (52,17%) e em 43,48% dos
casos recidiva (Tabela 22). Apesar de maior intensidade de marcagéo ter sido
observada nos casos controle, ndo houve uma relagdo estatisticamente
significante (p = 0,72). Contrariamente, a marcacéo de ErbB2 em citoplasma foi
vista em maior intensidade no grupo recidiva, tendo em vista que 26,09% dos
casos recidiva e 60,87% dos casos controle tiveram marcagao fraca e 73,91% dos
casos recidiva foram considerados intensamente marcados enquanto 39,13% dos
casos controle apresentaram esta marcacdo. Tal relagao entre recidiva e ErbB2

citoplasmatico foi considerada estatisticamente significante (p = 0,01) (Tabela 23).

Figura 8 — Expressao de ErbB2. Aumento original, X100. (A) Marcagéo

citoplasmatica fraca e forte na membrana celular em area diferenciada
do tumor; (B) Marcagao intensa no citoplasma e fraca nha membrana

celular de area néo queratinizada.
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Tabela 22 — Distribuicdo dos casos de acordo com a expressdo de ErbB2 em

membrana celular.

ErbB2 Grupo Recidiva Grupo Controle
Membrana n % n % g
0 2 8,70 3 6,52
1 11 47,83 19 41,30 0,72
2 10 43,48 24 52,17

*Teste exato de Fisher

Tabela 23 — Distribuicdo dos casos de acordo com a expressao de ErbB2 no

citoplasma.
ErbB2 Grupo Recidiva Grupo Controle
Citoplasma n % n % P
1 6 26,09 28 60,87
0,01
2 17 73,91 18 39,13

*Teste exato de Fisher

5.4 Analises de sobrevida

A sobrevida global em 5 anos dos pacientes da amostra foi de 57,97%,
sendo que especificamente para o grupo recidiva este percentual foi de 39,13% e
para o grupo controle, de 67,39%. Ja a sobrevida global em 10 anos foi de 24,64%
para o total dos pacientes, e de 4,35% e 34,78% para os grupos recidiva e
controle, respectivamente. A diferenga entre a sobrevida de ambos os grupos foi

estatisticamente significante (p <0,0001) (Tabela 24).
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Tabela 24 — Sobrevida global em 5 e 10 anos dos pacientes com recidiva e

controle.
Sobrevida global
Grupos 5 anos 10 anos p
n % n %
Recidiva 9 39,13 1 4,35
<0,0001
Controle 31 67,39 16 34,78
*Log-Rank

As correlacbes entre a sobrevida global em 5 e 10 anos com
caracteristicas como género e idade ndo se mostraram estatisticamente
significantes. O género masculino apresentou sobrevida em 5 e 10 anos de
56,45% e 22,58%, respectivamente, e o feminino, de 71,43% e 42,86% (p = 0,26).
Com relacao a idade, observou-se que o grupo de pacientes maiores de 45 anos
teve sobrevida em 5 e 10 anos de 55,36% e 25%, respectivamente, e o grupo com
idade igual ou inferior a 45 anos teve sobrevida de 69,23% e 23,08% (p = 0,65)
(Tabela 25).

As demais caracteristicas clinicas foram também correlacionadas a
sobrevida global dos pacientes. O uso de fumo revelou que apesar de nao ser
estatisticamente significante, houve uma maior sobrevida para os pacientes nao
fumantes, tendo em vista que a sobrevida dos usuarios de fumo em 5 e 10 anos
foi de 58,18% e 20%, respectivamente, e dos ndao fumantes foi de 62,5% e 50%
(p = 0,21). O uso de alcool, por sua vez, teve papel estatisticamente significante
na sobrevida, ja que os etilistas tiveram sobrevida de 53,19% e 12,77% em 5 e 10
anos, respectivamente, enquanto os pacientes que n&o ingeriam alcool tiveram
sobrevida de 68,75% e 56,25% em 5 e 10 anos (p = 0,0028) (Tabela 26).
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Tabela 25 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o género e a idade

dos pacientes.

Sobrevida
Variaveis Categorias 5 anos 10 anos p
n % n %
Masculino 35 56,45 14 22,58
Género 0,26
Feminino 5 71,43 3 42.86
> 45 anos 31 55,36 14 25
Idade 0,65
<45 anos 9 69,23 3 23,08

*Log-Rank

Tabela 26 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o uso de tabaco e

alcool.
Sobrevida
Variaveis Categorias 5 anos 10 anos p
n % n %
Sim 32 58,18 11 20
Fumo 0,21
Nao 5 62,5 4 50
] Sim 25 53,19 6 12,77
Alcool 0,0028
Nao 11 68,75 9 56,25

*Log-Rank

Associagdes entre a sobrevida e o estadiamento clinico do paciente
foram realizadas. Com relacdo ao T, observou-se que T1 apresentou sobrevida
maior que T4, porém, as demais categorias de T, 2 e 3, tiveram sobrevidas
menores que T4, diferentemente do esperado. Assim, ndo houve uma associacao
entre o tamanho do tumor com a sobrevida global dos pacientes (p = 0,78). O

comprometimento linfonodal (N), revelou sobrevidas em 5 anos proximas para NO,
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N1 e N2, entretanto, para a sobrevida em 10 anos, como esperado, houve um
decréscimo, sobrevidas de 34,37%, 20% e 0 para NO, N1 e N2, respectivamente.
Uma correlagao interessante, apesar de ndo ser estatisticamente significante, foi
vista entre maior N e menor sobrevida (p = 0,11). Para o estadiamento clinico
(EC), seria esperado um decréscimo das sobrevidas com os piores estadios.
Entretanto, foram observadas sobrevidas em 5 anos maiores para o estadio |,
66,66%, e 1V, 62,96%, seguidas por Ill, com 51,85%, e Il, com 50%. Na sobrevida
em 10 anos, observou-se igual percentual, 33,3%, para os estadios | e Il, o estadio
[l apresentou sobrevida de 18,52% e o IV, 25,93%. Deste modo, ndo houve uma

associacgao entre estas variaveis (p = 0,80) (Tabela 27).

Tabela 27 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o tamanho do tumor

(T), comprometimento linfonodal (N) e estadiamento clinico (EC).

Sobrevida
Variaveis Categorias 5 anos 10 anos p
n % n %
1 7 70 3 30
T 2 8 57,14 3 21,43 078
3 8 44,44 4 22,22
4 17 62,96 7 25,93
0 18 56,25 11 34,37
N 1 18 60 6 20 0,11
2 4 57,14 0 0
I 6 66,66 3 33,33
EC Il 3 50 2 33,33 0.80
1] 14 51,85 5 18,52
v 17 62,96 7 25,93
*Log-Rank
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Os pacientes foram divididos de acordo com o tratamento realizado:
somente cirurgia e cirurgia e radioterapia. Maior sobrevida foi observada nos
pacientes submetidos a ambos os tratamentos, correspondendo, em 5 e 10 anos,
a 59,46% e 27,03%, ja no grupo tratado apenas por cirurgia as sobrevidas em 5 e
10 anos foram de 56,25% e 21,88%, respectivamente. No entanto, a diferenga nao

foi estatisticamente significante (p = 0,75) (Tabela 28).

Tabela 28 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o tratamento dos

pacientes.
Sobrevida
Tratamento 5 anos 10 anos p
n % n %
Cirurgia 18 56,25 7 21,88
. . 0,75
Cirurgia +
22 59,46 10 27,03

Radioterapia

*Log-Rank

Os parémetros e a soma total dos escores de Anneroth et al. (1987) e
Bryne et al. (1992) foram também correlacionados com a sobrevida global dos
pacientes.

A soma dos itens de Anneroth et al. (1987) revelou uma associagao
marginalmente significante com a sobrevida dos pacientes. Quando a soma dos
escores foi menor ou igual a 15, viu-se sobrevida em 5 e 10 anos de
respectivamente, 61,29% e 25,81%, ja quando a soma dos escores foi maior que
15, as sobrevidas cairam para 28,57% e 14,28%, em 5 e 10 anos (p = 0,06)
(Tabela 29).
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Tabela 29 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a soma dos escores
de Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Soma dos
5 anos 10 anos p
escores
n % n %
8-15 38 61,29 16 25,81
0,06

>15 2 28,57 1 14,28

*Log-Rank

Uma associagao estatisticamente significante foi vista entre uma menor
queratinizagao dos tumores segundo Anneroth et al. (1987) e menor sobrevida dos
pacientes. Enquanto os pacientes com escore 1 de queratinizacdo tiveram
sobrevida em 5 e 10 anos de 64,58% e 27,08%, respectivamente, os pacientes
com queratinizagdo com escore 2 apresentaram sobrevida de 56,25% e 25%, para
5 e 10 anos, respectivamente. Nenhum dos 3 pacientes que tiveram escore 3 de
queratinizacdo e dos 2 que tiveram escore 4 estavam vivos apos 5 anos do
tratamento inicial (p < 0,0001) (Tabela 30).

Com relagédo ao pleomorfismo nuclear de Anneroth et al. (1987), viu-se
que houve uma diminuicdo dos percentuais de sobrevida em 5 anos com o
aumento do pleomorfismo, entretanto, o contrario aconteceu com os percentuais
de 10 anos de sobrevida. Deste modo, ndao se verificou uma associagao
interessante entre estes itens (p = 0,86) (Tabela 31). Comportamento similar foi
verificado para o parametro mitose dos mesmos autores: a sobrevida em 5 anos
diminuiu com o aumento do numero de mitoses, porém a sobrevida em 10 anos
teve um aumento nos percentuais de sobrevida com o aumento do numero de
mitoses (p = 0,62) (Tabela 32).

Importante também foi o resultado da correlagdo entre sobrevida e
padrdao de invasdo de Anneroth et al. (1987). Houve uma associagao

estatisticamente significante entre pior padrdo de invasdo e menores sobrevidas.
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Os pacientes com tumores que apresentaram padrdao menos invasivo, escore 1,
mostraram sobrevidas em 5 e 10 anos de 66,66% e 33,33%, respectivamente, o
escore 2 teve sobrevidas de 58,82% e 25,49%, o escore 3 teve sobrevidas de
57,14% e 21,43% e o unico paciente com escore 4 de padrdo de invasao foi a
Obito em menos de 5 anos (p < 0,0001) (Tabela 33).

O nivel de invasdao nao se mostrou fidedigno para a predicdo da
sobrevida, tendo em vista que o pior escore, 4, teve sobrevidas de 5 e 10 anos
maiores, 62,96% e 25,93%, que o escore 3, com sobrevidas de 54,76% e 23,81%
(p =0,87) (Tabela 34).

Mais um parametro com associagao significante com a sobrevida global
foi a inflamag&o de acordo com Anneroth et al. (1987). Com sobrevida em 5 anos,
os percentuais para os escores 1, 2, 3 e 4 foram de 75%, 61,54%, 46,15% e O,
respectivamente, e com sobrevida em 10 anos, os percentuais foram de 31,25%,
34,62%, 11,54% e 0. De uma forma geral, quanto menor a inflamagao presente no

tumor, menor a sobrevida dos pacientes (p < 0,0001) (Tabela 35).

Tabela 30 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a queratinizagao de
Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Queratinizacao 5 anos 10 anos p

n % n %
1 31 64,58 13 27,08
2 9 56,25 4 25
3 0 0 <0,0001
4 0 0

*Log-Rank
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Tabela 31 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o pleomorfismo
nuclear de Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Pleomorfismo
5 anos 10 anos p
nuclear

n % n %

1 7 58,33 2 16,66
26 56,52 12 26,09 0,86
5 45,45 3 27,27

*Log-Rank

Tabela 32 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a mitose de
Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Mitose 5 anos 10 anos p
n % n %
1 30 58,82 11 21,57
9 56,25 5 31,25 0,62
3 1 50 1 50

*Log-Rank
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Tabela 33 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o padrao de invasao
de Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Padrao de invasao 5 anos 10 anos p
n % n %
1 2 66,66 1 33,33
2 30 58,82 13 25,49
3 57,14 3 21,43 =0,0001
4 0 0 0 0
*Log-Rank

Tabela 34 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o nivel de invaséo de
Anneroth et al. (1987).

Sobrevida

Nivel de
_ . 5 anos 10 anos p
invasao

n % n %

23 54,76 10 23,81

0,87
17 62,96 7 25,93
*Log-Rank
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Tabela 35 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a inflamagao de
Anneroth et al. (1987).

Sobrevida
Inflamacéo 5 anos 10 anos p

n % n %
1 12 75 5 31,25
2 16 61,54 9 34,62
3 12 46,15 3 11,54 =0,0001
4 0 0 0 0

*Log-Rank

Com relagdo a soma dos itens de Bryne et al. (1992), viu-se que os
casos que tiveram soma de 8 a 11 mostraram sobrevida em 5 e 10 anos de
61,66% e 25%, enquanto os casos com soma maior que 11 tiveram sobrevidas de
33,33% e 22,22%. Apesar da diminuigdo das sobrevidas, de acordo com a maior
soma dos escores, ndo foi observada relagdo estatisticamente significante entre

estas variaveis (p = 0,18) (Tabela 36).

Tabela 36 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a soma dos itens de
Bryne et al. (1992).

Sobrevida
Soma dos
5 anos 10 anos p
escores
n % n %
8-11 37 61,66 15 25
0,18
>11 3 33,33 2 22,22

*Log-Rank
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Os parametros individuais segundo Bryne et al. (1992) foram também
analisados e observou-se que o Unico resultado estatisticamente significante foi a
correlacdo entre maior queratinizagdo e maior sobrevida. Para a sobrevida de 5
anos, visualizou-se um decréscimo dos percentuais de acordo com o maior escore
de queratinizagao, exceto para o escore 4. Os escores 1, 2, 3 e 4 tiveram
respectivamente, os seguintes percentuais de sobrevida: 67,65%, 53,85%, 42,86%
e 50%. Com sobrevida em 10 anos, notaram-se os percentuais de 29,41%,
23,08%, 14,29% e 0, para os escores 1, 2, 3 e 4, respectivamente (p < 0,0001)
(Tabela 37).

O item pleomorfismo nuclear mostrou sobrevidas em 5 anos de O,
60,47% e 57,89% para os escores 1, 2 e 3. Ja para a sobrevida em 10 anos,
houve um acréscimo de sobrevida de acordo com o0 aumento dos escores. Para os
escores 1, 2 e 3, foram vistas as seguintes sobrevidas em 10 anos: 0, 18,75% e
42,11%. Tal associacdo de aumento da sobrevida com maior pleomorfismo
mostrou-se marginalmente significante (p = 0,08) (Tabela 38).

Para o item padrao de invasao, observaram-se sobrevidas em 5 anos de
0, 65%, 56,75% e 54,54% para os escores 1, 2, 3 e 4, respectivamente. As
sobrevidas em 10 anos foram de 0, 25%, 24,32% e 27,27%, para os escores 1, 2,
3 e 4. Desta forma, ndo houve um padrdo de apresentagcdo das sobrevidas que
justificasse uma correlagdo significante com o padrdo de invasdo (p = 0,91)
(Tabela 39).

A inflamacgao, exceto para o escore 1 que teve sobrevidas em 5 e 10
anos de 60% e 13,33%, mostrou-se mais intensa nos casos com melhor
sobrevida. Os escores 2, 3 e 4 tiveram sobrevidas em 5 anos de 60,71%, 54,16%
e 50%, e em 10 anos de 32,14%, 25% e 0 (p = 0,22) (Tabela 40).
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Tabela 37 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a queratinizagao de
Bryne et al. (1992).

Sobrevida
Queratinizacao 5 anos 10 anos p

n % n %
1 23 67,65 10 29,41
2 14 53,85 6 23,08
3 3 42,86 1 14,29 =0,0001
4 50 0 0

*Log-Rank

Tabela 38 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o pleomorfismo

nuclear de Bryne et al. (1992).

Sobrevida
Pleomorfismo
5 anos 10 anos p
nuclear
n % n %
1 0 0 0 0
29 60,47 9 18,75 0,08
11 57,89 8 42 11
*Log-Rank
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Tabela 39 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com o padrao de invasao
de Bryne et al. (1992).

Sobrevida
Padrao de invasao 5 anos 10 anos p
n % n %
1 0 0 0 0
2 13 65 5 25 0.91
3 21 56,75 9 24,32
4 6 54,54 3 27,27
*Log-Rank

Tabela 40 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a inflamagao de
Bryne et al. (1992).

Sobrevida
Inflamacéao 5 anos 10 anos p
n % n %
1 9 60 2 13,33
2 17 60,71 9 32,14 0.22
3 13 54,16 6 25
4 1 50 0 0
*Log-Rank

Como importante resultado deste estudo, observaram-se que as
sobrevidas em 5 e 10 anos foram fortemente associadas a FAS, tendo em vista
que os 4 pacientes que tiveram expressao fraca de FAS faleceram antes mesmo
de 5 anos (p = 0,0002) (Tabela 41). Para ErbB2 expresso em membrana, notou-se

também uma sobrevida crescente de acordo com marcagao mais forte: sobrevidas

69



em 5 anos de 43,33% e em 10 anos de 16,66% para o escore 1, e sobrevidas em
5 anos de 70,59% e em 10 anos de 29,41%. Entretanto, para os 5 casos com
marcagao nula de ErbB2 houve uma sobrevida de 5 e 10 anos de 60% e 40%,
respectivamente, o que provavelmente afastou a significancia deste marcador (p =
0,14) (Tabela 42). Embora também nao estatisticamente significante, a marcagao
de ErbB2 no citoplasma das células foi intensamente relacionada a sobrevida. Os
casos que tiveram expressao forte apresentaram sobrevidas em 5 e 10 anos de
54,28% e 14,28, respectivamente, enquanto os que expressaram fracamente este
marcador tiveram maiores sobrevidas, 61,76% aos 5 anos e 35,29% aos 10 anos
(p =0,12) (Tabela 43).

Tabela 41 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a expressao de FAS.

Sobrevida
FAS 5 anos 10 anos p
n % n %
1 0 0
0,0002
2 40 61,54 17 26,15
*Log-Rank

Tabela 42 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a expressao de

ErbB2 na membrana celular.

Sobrevida
ErbB2
5 anos 10 anos p
membrana
n % n %
0 3 60 40
13 43,33 5 16,66 0,14
2 24 70,59 10 29,41
*Log-Rank
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Tabela 43 — Sobrevida global em 5 e 10 anos de acordo com a expressao de

ErbB2 no citoplasma celular.

Sobrevida
ErbB2
. . 5 anos 10 anos p
citoplasmatico
n % n %
1 21 61,76 12 35,29
0,12
2 19 54,28 5 14,28

*Log-Rank

5.5 Correlacao entre queratinizacao e expressoes de FAS e ErbB2

A queratinizagao obtida através do sistema de gradagcdo de Anneroth et
al. (1987), devido sua melhor significancia para o progndstico (p = 0,09) que a
obtida segundo Bryne et al. (1992), (p = 0,38), foi correlacionada com os
marcadores imunohistoquimicos.

Queratinizagdo e a expressdo de FAS foram associadas de forma
marginalmente significante. Mais de 70% dos casos com escore 2 de FAS tiveram
queratinizacdo em mais de 50% das células (escore 1), 23,08% tiveram escore de
queratinizacao 2 e cerca de 6% tiveram escores 3 e 4 de queratinizagdo. Apenas 4
casos apresentaram escore 1 de FAS, sendo que 2 (50%) eram bastante
queratinizados, 1 tinha escore de queratinizacdo 2 e o restante tinha

queratinizagdo minima (escore 4) (p = 0,08) (Tabela 44).
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Tabela 44 — Distribuicdo da expressao de FAS de acordo com a queratinizagao.

FAS
Variavel Escore 1 2 p
n % n %

1 2 50 46 70,77

o 2 1 25 15 23,08

Queratinizacao 0,08

3 0 0 3 4,62
4 1 25 1 1,54

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

A expressdo de ErbB2 na membrana celular foi significativamente
associada a queratinizagdo. Dos casos com intensa expressao de ErbB2 (escore
2), quase 90% eram intensamente queratinizados, 8,82% tinham escore 2 de
queratinizacao e apenas 1 (2,94%) caso tinha escore 3. Com expressao fraca de
ErbB2 membrana (escore 1), foram vistos 16 (53,33%) casos com queratinizag&o
1, 12 (40%) casos com queratinizagdo 2 e apenas 1 (3,33%) caso em ambos os
escores 3 e 4 de queratinizagcdo. Com marcacéo negativa, observaram-se 2 (40%)
casos com escore 1 de queratina, e 1 (20%) caso em cada um dos demais
escores (p = 0,0006) (Tabela 45).

Com relacao a ErbB2 citoplasmatico, apenas uma discreta associagao
foi vista com a queratinizagdo do tumor. Dos casos com escore 2, 77,14% tinha
escore 1 de queratinizagao e cerca de 20% estava distribuido entre os demais
escores de queratinizagdo. Com expressao fraca de ErbB2 citoplasmatico, 61,76%
dos casos eram intensamente queratinizados e 29,41%, 5,88% e 2,94% tiveram

queratinizagado com escores 2, 3 e 4 (p = 0,27) (Tabela 46).
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Tabela 45 — Distribuicdo da expressdo de ErbB2 membrana de acordo com a

queratinizagao.

ErbB2 membrana

Variavel Escore 0 1 2 p
n % n % N %
1 2 40 16 53,33 30 88,24
o 2 1 20 12 40 3 8,82
Queratinizacao 0,0006
3 1 20 1 3,33 1 2,94
4 1 20 1 3,33 0 0

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel

Tabela 46 — Distribuicdo da expressao de ErbB2 citoplasmatico de acordo com a

queratinizagao.

ErbB2 citoplasmatico

Variavel Escore 1 2 p
n % n %
1 21 61,76 27 77,14
2 10 29,41 6 17,14
Queratinizacao 0,27
3 2 5,88 1 2,86
4 1 2,94 1 2,86

*Qui-quadrado de Mantel-Haenszel
Os demais parametros histopatologicos, obtidos através dos sistemas

de gradacao de Anneroth et al. (1987) ou Bryne et al. (1992), ndo se revelaram

estatisticamente associados as expressdes de FAS e ErbB2.
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5.6 Correlacao entre as variaveis FAS e ErbB2

As expressodes de FAS e ErbB2 em membrana mostraram-se fortemente
relacionadas, sendo consideradas marginalmente significantes. Tal fato pode ser
verificado observando-se que mais de 50% dos casos de expressao intensa de
FAS também tiveram expressdo intensa de ErbB2 em membrana. Da mesma
forma, os 4 unicos casos que foram fracos para FAS, também o foram para ErbB2
(p = 0,07) (Tabela 47). Ja as correlagbes entre FAS e ErbB2 em citoplasma e as
correlagbes entre ErbB2 em membrana e citoplasmatico n&o revelaram

significancia estatistica p = 0,61 e p = 0,14, respectivamente (Tabelas 48 e 49).

Tabela 47 — Correlagao entre as expressdes de FAS e ErbB2 em membrana.

FAS
Variavel Escore 1 2 p

n % n %

0 0 5 7,69

ErbB2
4 100 26 40 0,07
membrana
0 0 34 52,31

*Teste exato de Fisher

Tabela 48 — Correlagao entre as expressdes de FAS e ErbB2 citoplasmatico.

FAS
Variavel Escore 1 2 p
n % n %
ErbB2 1 1 25 33 50,77 0.61
citoplasmatico 2 3 75 32 49,23

*Teste exato de Fisher
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Tabela 49 — Correlacdo entre as expressdes de ErbB2 citoplasmatico e de

membrana.
ErbB2 membrana
Variavel Escore 0 1 2 p
% n % n %
ErbB2 1 4 80 17 56,67 13 38,24 0.14
citoplasmatico 2 1 20 13 43,33 21 61,76

*Teste exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

A recidiva local é considerada a ocorréncia de um novo tumor com
distancia de 1,5cm ou até 2cm do tumor primario (Braakhuis et al., 2002). Diversos
estudos tém mostrado um percentual de recidiva local, em casos de CEC bucal,
que varia de 20,3% a 62,6% (Kowalski, 2002; Silva et al., 2004; Agra et al., 2006;
Koo et al., 2006). Em cerca de 90% dos pacientes, as recidivas ocorrem em até 2
anos apoés o tratamento inicial (Kowalski, 2002; Koo et al., 2006). Quando as
recorréncias surgem antes de 1 ano, sao consideradas precoces (Agra et al.,
2006). Dos pacientes com recorréncias loco-regionais de CEC bucal, apenas
cerca de 50% séao indicados para cirurgia de resgate, devido ao estadio avangado
da doencga e pobre sobrevidas (Kowalski, 2002). Tendo em vista a importancia das
recorréncias, principalmente a local precoce, no controle da doenga e do seu
impacto negativo na sobrevida, parametros que ajudem a compreender o
comportamento tumoral precisam ser definidos e postos em pratica no intuito de
individualizar o tratamento dos pacientes e possibilitar sua cura (Braakhuis et al.,
2002).

A amostra observada neste estudo apresentou maior prevaléncia
masculina (89,85%), com uma distribuicdo de 8,8:1. Esta proporg¢ao entre homens
e mulheres depende do estudo em questao e varia de 3:1 a 15:1 (lamaroon et al.,
2004; Silva et al., 2004; Scully & Felix, 2006). A idade média dos pacientes foi de
55,5 anos. A predilecdo por este grupo etario € normalmente observada em
pacientes com CEC bucal, entretanto, vale ressaltar um acometimento crescente
de pacientes mais jovens (Barnes et al., 2005; Sasaki et al., 2005; Koo et al.,
2006; Scully & Felix, 2006). Género e idade nao foram estatisticamente
relacionados ao desenvolvimento de recidivas, conforme observado também por
Brandwein-Gensler et al. (2005) e Koo et al. (2006). Com relagdo aos fatores
etiolégicos principais para o CEC bucal, fumo e alcool, observou-se um maior

numero de pacientes sem o0 uso dessas substancias no grupo controle, e apesar
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de nao ser observada relacao estatisticamente significante, os riscos relativos para
fumantes e etilistas desenvolverem recidivas foram de 2,62 e 2,89,
respectivamente. O papel do fumo e alcool como fatores etioldgicos sinergisticos
para o CEC bucal ja € bem estabelecido, além disso, a associagao desses fatores
a um pobre controle local ja foi vista em alguns trabalhos (Johnson, 2001;
Mansour et al., 2003; Scully & Felix, 2006; Liao et al., 2007).

Conforme os pacientes foram selecionados de acordo com o
estadiamento clinico da doenca e a localizacdo dos tumores, esses dados foram
proporcionais entre os grupos. A localizagcdo mais comum dos tumores foi a
lingua, cerca de 80% dos casos, assim como o descrito em outros trabalhos e em
recente revisdo sobre o tema, em que a lingua foi apontada como principal sitio da
doenga (Silva et al., 2004; Koo et al, 2006; Scully & Felix, 2006). Apesar de o
estadiamento clinico ter sido similar entre os grupos, variagdes puderam ser vistas
com relagao ao T e ao N. Enquanto o T sofreu apenas discreta variagao entre os
pacientes dos grupos controle e recidiva, observou-se que o N foi maior, apesar
de né&o estatisticamente significante, entre os pacientes do grupo recidiva, ja que
17,4% dos pacientes do grupo recidiva eram N2 e apenas 6,5% dos pacientes do
grupo controle tiveram esta classificagdo. Tal observagao esta de acordo com
maiores taxas de recorréncia local e metastases em pacientes com estadiamento
clinico mais avangado e maior comprometimento linfonodal (Koo et al., 2006,
Scully & Felix, 2006; Scully & Bagan, 2007).

O tratamento dos pacientes com CEC bucal é selecionado com base na
extensdo local do tumor, status linfonodal, preferéncias do paciente e na
experiéncia de cada instituicdo (Boyle et al., 2003; Carvalho et al., 2003). Nossos
resultados mostraram uma relagao estatisticamente significante entre o tratamento
apenas por cirurgia e o desenvolvimento de recidivas (p = 0,03). Carvalho et al.
(2003) enfatizaram que no seu grupo de pacientes em estadios iniciais, em que
foram realizadas cirurgia e radioterapia ndo se observou menor taxa de
recorréncia loco-regional do que nos que foram submetidos a cirurgia somente,

entretanto, nos casos mais avangados, os autores recomendam a radioterapia
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adjuvante a fim de reduzir a recorréncia. Os autores citam como importantes
fatores do tratamento cirurgico, o papel das margens livres e do tratamento das
metastases cervicais e com relagao a radioterapia, equipamento, fracionamento e
dose seriam decisivos para o sucesso. Tendo em vista que todos os nossos casos
tinham margens cirurgicas livres, devemos destacar que eventuais células
malignas remanescentes ou células intensamente displasicas, associadas ao
conceito de malignizagdo de campo, podem ter sido destruidas através de
radioterapia adjuvante, diminuindo assim a recidiva tumoral (Braakhuis et al.,
2002).

Diversos sistemas de gradacgao histopatolégica bem como marcadores
biolégicos tém sido desenvolvidos e testados, no intuito de extrair subsidios para a
predicdo do comportamento tumoral, no que tange as recorréncias locais ou
regionais, metastases e andlise da sobrevida dos pacientes (Anneroth & Hansen,
1984; Anneroth et al., 1987; Broders, 1987; Bryne et al., 1992; Field, 1992; Lopes
et al., 2002; Hardisson, 2003; Chen et al., 2007). Neste estudo, analisamos os
sistemas de gradagao histopatoldgica propostos por Anneroth et al. (1987) e Bryne
et al. (1992) e os marcadores FAS e ErbB2 em casos com e sem recidiva local
precoce.

O sistema de gradacao de Anneroth et al. (1987) evidenciou uma forte
tendéncia de associagao entre a soma dos pontos de todos os parametros e o
desenvolvimento de recidivas (p = 0,16). Quando o valor desta soma foi superior a
15, o desenvolvimento de recidiva local foi estatisticamente significante (p = 0,03).
Tumores com pontuagdo maior que 15 sao pobremente diferenciados, o que
resultaria em pior prognostico (Okada et al.,, 2003; Siriwardena et al.,, 2007). A
analise individual dos parametros revelou como mais importantes, apesar de nao
estatisticamente significante, em relagdo as recidivas, a queratinizagao (p = 0,09)
e 0 padrédo de invasdo (p = 0,19). Apesar do item numero de mitoses ter se
mostrado marginalmente significante (p = 0,07), observou-se pior escore entre os
tumores do grupo controle. Da mesma forma, Siriwardena et al. (2007)

observaram maior numero de mitoses em tumores de pacientes idosos, mais bem
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diferenciados, que em pacientes jovens. Entretanto, o maior niumero de mitoses é
geralmente observado em tumores com menor diferenciagédo (De Araujo et al.
1997, Okada et al., 2003). Tal dificuldade na avaliagao do item nimero de mitoses
pode ser destacada, pela op¢ado de Bryne et al. (1992) em remover este item do
seu sistema de gradagao a fim de aumentar sua reprodutibilidade, além disso, os
autores confirmaram que esta remogao nao prejudicaria a confiabilidade do
sistema. Os demais critérios, pleomorfismo nuclear, inflamacgao e nivel de invasao
nao se mostraram tdo apropriados para a predicdo dos grupos. De uma forma
geral, nossos resultados foram concordes com o visto por Okada et al. (2003), que
estudaram tumores com metastases cervicais, e observaram como parametros
individuais mais importantes a queratinizacdo e o padrao de invasao. Lopes et al.,
(2002) visualizaram relacdo estatisticamente significante apenas entre a
queratinizagcdo e a ocorréncia de metastases regionais. Para Warburton et al.
(2007), também avaliando metastases regionais, apenas o pleomorfismo nuclear
foi estatisticamente significante, mas também foram importantes os itens
queratinizacao e padrao de invasao.

O sistema de gradacéao proposto por Bryne et al. (1992) apesar de néo
estatisticamente significante, associou uma pontuagcdo maior que 11 as recidivas
(p = 0,46). Entretanto, a analise individual dos parametros revelou correlagéo
apropriada apenas do item queratinizagdo com a recorréncia local (p = 0,38). Nos
demais itens houve uma inversao, pois piores escores foram vistos associados ao
grupo controle. Kurokawa et al. (2005) observaram que uma pontuagdo maior ou
igual a 11 tem valor preditivo para metastases regionais, entretanto, os efeitos de
cada parametro ndo foram expostos. Altemani et al. (1999) nao viram correlagao
do infiltrado inflamatério e padrdo de invasdo com o desenvolvimento de
metastases regionais. Keski-Santti et al. (2007) também n&o associaram
estatisticamente o padréo de invasdo as metastases regionais. Spiro et al. (1999)
viram uma correlacao entre o padrdo de invasao com metastases, mas nédo com a
recorréncia local. Odell et al. (1994) concordaram com a importancia da

queratinizagcao e padrao de invasao tanto para recidiva quanto para metastase,
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mas nao viram relacdo do pleomorfismo ou inflamacdo com o progndstico. Este
sistema de gradagao se baseia na analise das caracteristicas tumorais na regiao
do fronte invasivo, que € geralmente interpretado como a area mais profunda do
tumor, ou a que apresenta um pior padrao de invasao (Bryne et al., 1992). A falta
de homogeneidade entre os resultados vistos pelos diversos autores, bem como a
inversao vista nos nosso parametros, com maiores escores no grupo controle que
no recidiva, poderia ser resultante da avaliacido de uma area que n&o corresponda
de fato ao fronte do tumor.

A analise da imunoexpressao de FAS revelou uma marcagcdo mais
intensa principalmente nas areas mais diferenciadas do tumor e uma relagao
estatisticamente significante foi vista entre a expressao mais fraca de FAS e a
ocorréncia de recidiva (p = 0,01). Estes resultados confirmam dados ja expostos
na literatura, de que diferentemente do que ocorre em tumores como o de mama,
endométrio, pulmao, entre outros, a maior expressdao de FAS em CECs de boca
esta associada a melhor prognéstico (Krontiras et al.,, 1999; Kuhajda, 2000; Silva
et al., 2004; Amanajas et al., 2007; Silva et al., 2007). Para ErbB2, um padréo
duplo de marcacgao foi observado, em membrana e citoplasma, de forma que ao
observarmos uma intensa marcacdo em membrana, o contrario era visto no
citoplasma, assim como o descrito por Silva et al. (2007). Em nossos resultados
de forma similar ao descrito na literatura, enquanto a marcacdo de ErbB2 em
membrana foi evidente nas areas mais diferenciadas do tumor, assim como visto
para FAS, a marcagao no citoplasma foi mais forte em areas menos diferenciadas
(Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004; Silva et al., 2007). A maior marcagao de
ErbB2 em citoplasma foi estatisticamente significante associada a recidiva
(p = 0,01). Enquanto, diferentemente, a marcagdo de ErbB2 em membrana,
apesar de nao ser estatisticamente significante, foi mais observada nos casos do
grupo controle, concorde com a literatura (p = 0,72) (Silva et al., 2007).

A sobrevida global em 5 anos dos pacientes envolvidos no estudo foi de
57,97%, valor préximo ao visto por outros autores (Kademani et al, 2005;

Vallecillo-Capilla et al., 2007; Warburton et al., 2007,). Para o grupo com recidiva

81



este valor foi de 39,13% aos 5 anos e de 4,35% aos 10 anos, e no grupo controle
estes valores foram de 67,39% e 34,78%, respectivamente. A diferenga entre os
grupos foi estatisticamente significante (p <0,0001), o que é concorde com o
grande impacto das recorréncias loco-regionais na sobrevida dos pacientes (Agra
et al., 2006; Liao et al., 2007b). Género, idade e fumo ndo foram estatisticamente
significantes para a sobrevida global dos pacientes, diferentemente do alcool (p =
0,0028). Apesar de a literatura ser controversa, ha resultados que associam pior
sobrevida ao género feminino, pacientes mais idosos, fumantes e etilistas (Hosal
et al., 1998; Massano et al., 2006; Koo et al., 2006; Liao et al., 2007; Vallecillo-
Capilla et al., 2007).

Nossos resultados ndo foram estatisticamente significantes, mas houve
uma associagdo entre maior comprometimento linfonodal e menor sobrevida,
assim como descrito por diversos autores (Massano et al.,, 2006; Kademani et al.,
2005; Koo et al.,, 2006; Vallecillo-Capilla et al., 2007). Da mesma forma, foi
observada melhor sobrevida, embora também ndo estatisticamente significante,
para os pacientes tratados com cirurgia e radioterapia. Boyle et al. (2003)
descreveram em um editorial a experiéncia de sua instituicdo, em que em 50 anos
houve uma melhoria da sobrevida dos pacientes com CECs de boca, a partir da
associagao da cirurgia com a radioterapia adjuvante.

A sobrevida global em 5 e 10 anos foi fortemente associada aos
seguintes parédmetros de Anneroth et al. (1987): queratinizacédo (p < 0,0001),
padrao de invasao (p < 0,0001) e inflamagéao (p < 0,0001). Com relagao a Bryne et
al. (1992), a sobrevida esteve significantemente associada apenas a
queratinizacao (p < 0,0001). A soma dos escores de Anneroth et al. (1987) acima
de 15 revelou-se importante fator para a sobrevida (p = 0,06), diferentemente da
soma maior que 11 para Bryne et al. (1992) (p = 0,18). A associagado entre as
caracteristicas microscopicas do tumor e a sobrevida dos pacientes tem sido
pesquisada, entretanto, os resultados permanecem controversos (Massano et al.,
2006). Keski-Santti et al. (2007) ndo acharam correlagdo entre parametros

histopatolégicos e sobrevida, diferentemente de Kademani et al. (2005) e Liao et
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al. (2007b). Os nossos resultados evidenciaram maior correlagao do sistema de
gradacgao proposto por Anneroth et al. (1987) que por Bryne et al. (1992) com o
desenvolvimento de recidivas e analise de sobrevida. A comparagao entre ambos
os sistemas através de médias, apesar de ndo ser significante, mostrou também
uma superioridade do sistema de Anneroth et al. (1987), tendo em vista que a
média para o grupo recidiva foi maior que para o grupo controle, representando
uma melhor diferenciacdo destes tumores. Explicagdes provaveis tal superioridade
deste sistema sdo a analise do tumor como um todo sem a necessidade de
eleicdo de uma area como fronte invasivo e a opg¢ao por escores que melhor irdo
representar a maior parte da lesdo. Ainda assim, ha estudos, que verificaram o
contrario, isto € uma superioridade do sistema de Bryne et al. (1992) em predizer o
pronéstico de CECs bucais (Bryne et al. 1995; Bryne, 1998; Sawair et al., 2003).
As sobrevidas em 5 e 10 anos foram fortemente associadas a
intensidade de expressédo de FAS (p = 0,0002). Enquanto maior expressao de
ErbB2 em membrana resultou em maior sobrevida, a expressao em citoplasma
levou ao decréscimo desses percentuais, apesar de nao significante
estatisticamente (p =0,14 e p = 0,12, respectivamente). Silva et al. (2007)
observaram uma associagao estatisticamente significante entre pior sobrevida dos
pacientes e maiores expressdoes de ErbB2 citoplasmatico. Uma relagdo entre a
queratinizacado dos tumores e a expressao dos marcadores também foi avaliada, e
observou-se que de forma marginalmente significante, os tumores mais
queratinizados expressaram FAS mais intensamente (p = 0,08). Tal informagao
pode ser embasada no papel de FAS no processo de queratinizagao (Silva et al.,
2007). Queratinizacdo e ErbB2 citoplasmatico n&o foram associados
estatisticamente (p = 0,27). Ja uma associagcado estatisticamente significante foi
vista entre ErbB2 em membrana e a queratinizacdo dos tumores (p = 0,0006).
Além disso, viu-se uma relagdo marginalmente significante entre FAS e ErbB2 em
membrana (p = 0,07), o que corrobora com uma relagdo entre este marcador e

FAS, e consequentemente a queratinizagdo dos tumores (Silva et al., 2007).
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Em resumo, nossos resultados ressaltam a importancia da analise das
caracteristicas histopatolégicas do tumor, conforme proposto por Anneroth et al.
(1987), devido o papel preditivo que a soma dos seus escores representou para o
desenvolvimento de recidivas e sobrevida dos pacientes, bem como das suas
caracteristicas individuais de queratinizagao, padrao de invasao e inflamacao para
o estabelecimento das sobrevidas. O marcador FAS se mostrou extremamente
interessante, tendo em vista sua menor expressao em casos com recidiva e pior
sobrevida. Da mesma forma, ErbB2 expresso em citoplasma mostrou forte
associacdo com os casos que desenvolveram recidiva. Vimos também que a
queratinizacdo, esteve fortemente associada a FAS e ErbB2 expresso em
membrana, que por sua vez estiveram associados entre si. Sugerimos entdo, a
utiizacdo do sistema de Anneroth et al (1987), bem como o estudo
imunohistoquimico com os marcadores FAS e ErbB2 para melhor compreensao

do comportamento dos CECs bucais.
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7 CONCLUSOES

— O sistema de gradacgao histopatolégica proposto por Anneroth et al.
(1987) mostrou-se superior ao de Bryne et al. (1992), e quando a soma dos seus
escores foi maior que 15, o desenvolvimento de recidiva foi estatisticamente
significante;

— Menor expressao de FAS e maior expressao de ErbB2 citoplasmatico
foram significantemente associadas a recidiva tumoral,

— A sobrevida em pacientes com recidiva foi estatisticamente menor.
Das variaveis clinicas analisadas, o uso de alcool foi a unica correlacionada a
menor sobrevida;

— Os parametros histopatologicos de Anneroth et al. (1987),
significantemente correlacionados com a sobrevida, foram queratinizagao, padrao
de invasdo e inflamagc&o. Dos parametros de Bryne et al. (1992), apenas
queratinizacao foi estatisticamente significante;

— Maior expressdo de FAS esteve também significativamente
associada a maior sobrevida.

— FAS e ErbB2 expresso em membrana estdo intimamente

relacionados entre si € a queratinizagao dos tumores.
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