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RESUMO

O presente trabalho avaliou a expressao dos marcadores de proliferagao
celular Ki-67, Mcm-2 e HOXB7 em neoplasias malignas epiteliais basalbides de
cabeca e pescogo. Foram avaliadas 42 amostras tumorais da regido de cabeca e
pescocgo, sendo 15 de carcinoma espinocelular pouco diferenciado (CEC-pd), 18
de carcinoma escamoso basalbide (CEB) e nove de carcinoma adendide cistico
tipo solido (CAC-s6lido). Os dados clinicopatolégicos foram coletados de
formularios de encaminhamento para biépsia. Todas as amostras foram
submetidas a andlise imunoistoquimica para os trés marcadores. A idade média
dos pacientes avaliados foi de 57 (£14,5) anos, e a maioria pertenceu ao género
masculino (76%). A expressao de Ki-67 nas amostras de CAC-sélido foi menor
quando comparada com os demais grupos tumorais (IM=18,74% 8,3, p<0,05). A
proteina Mcm-2 apresentou um maior IM no grupo CEB (IM=55,57% %134,
p<0,05), quando comparado com os grupos CEC-pd (IM=35,55% +19,5) e CAC-
sélido (IM=28,60%, £10,1). Este mesmo padrédo foi observado para a proteina
HOXB7, que apresentou um maior IM no grupo de CEB (IM=31,28% 11,6,
p<0,05), quando comparado aos demais grupos (CEC-pd: IM=23,19% 18,4 e
CAC-sdlido: IM=18,66% +9,8). Como o CEB apresenta um comportamento clinico
mais agressivo quando comparado ao CEC-pd e CAC-sélido, os altos IMs para
Mcm-2 e HOXB7 em CEB sugerem uma relagcédo direta entre a maior expressao
dessas proteinas e a agressividade tumoral. Os IMs de Mcm-2 e HOXB7 foram
crescentes para os grupos CAC-sélido, CEC-pd e CEB. Assim, sugerimos que as
proteinas Mcm-2 e HOXB7 podem ser Uteis no diagnéstico diferencial de CEB,
CEC-pd e CAC-solido. Estudos adicionais devem ser realizados para confirmar
nossos achados e determinar o valor prognéstico de Mcm-2 e HOXB7 nestas
neoplasias malignas de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: imunoistoquimica, Ki-67, Mcm-2, HOXB7, carcinoma escamoso
basalbide e neoplasias basalbides.
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ABSTRACT

The aims of this study were to determine the expression of Mcm-2, Ki-67
and HOXB7 in malignant basaloid tumors located in the head and neck region, and
to evaluate their usefulness for diagnosis or prediction of tumor behaviour. There
were 18 basaloid squamous cell carcinoma (BSCC), 15 squamous cell carcinoma
poorly differentiated (SCC-pd), and nine adenoid cystic carcinoma solid type
(AdCC-st). Clinicopathological data were collected retrospectively and
immunohistochemical analyses of Ki-67, Mcm-2 and HOXB7 were performed on all
lesions (n=42). The nuclear stain was considered as positive or negative, and
labelling index (LI) for each tumor was determined by counting the percentage of
positive cells in six random fields. The mean age of patients was 57 years (+14,5),
and the most was male (76%). Ki-67 expression was lower in AdCC-st (LI=18,74%
18,3, p<0,05) than in BSCC (LI=42,22%) and SCC-pd (LI=43,54) groups. Mcm-2 LI
was higher in BSCC (LI=55,57% *13,4, p<0,05) than in SCC-pd (LI=35,55 £19,5)
and AdCC-st (LI=28,60% =10,1). A similar result was observed in HOXB7 that
showed a higher LI expression in BSCC group (LI=31,28% +11,6, p<0,05) than in
SCC-pd (IM=23,19% £8,4) and AdCC-st (LI=18,66% 19,8). It was not possible to
establish a correlation between LI and outcome for any of the markers. The
present study suggests that Mcm-2 and HOXB7 may be useful for differential
diagnosis among BSCC, SCC-pd and AdCC-st. Further studies are needed to
assess the value of Mcm-2 and HOXB7 as a predictor of recurrence and survival in
malignant basaloid tumors of head and neck region.

Keywords: immunohistochemical, Ki-67, Mcm-2, HOXB7, basaloid squamous cell

carcinoma, malignant basaloid neoplasias.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias malignas epiteliais basalbides de cabeca e pescoco
apresentam um comportamento biol6gico extremamente agressivo, podendo
comprometer a qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes (Bradley 2004; Al-
Reefy et al., 2007; Soriano et al., 2008). O carcinoma espinocelular pouco
diferenciado com padrdao basalbéide (CEC-pd), o carcinoma escamoso basalbide
(CEB), e o carcinoma adendide cistico do tipo soélido (CAC-sélido) sdo as
neoplasias malignas epiteliais basal6ides mais comuns em regido de cabega e
pescoco e histopatologicamente caracterizadas pelo padrao de crescimento sélido
e pela populagéao de células basalbides. (Zbaren et al., 2004).

O carcinoma espinocelular (CEC) corresponde a mais de 90% de todos os
tumores malignos da cavidade oral e orofaringe (Johnson et al., 2005). Ao exame
clinico, o CEC pode apresentar-se como uma ulcera infiltrativa, massa exofitica ou
como uma mancha leucoplasica, eritroplasica ou eritroleucoplasica, geralmente
associada a sintomatologia dolorosa nos estagios mais avancados da doenga. Ao
exame microscépico pode ser classificado como bem-, moderadamente- e pouco
diferenciado. O CEC-pd apresenta células neoplasicas indiferenciadas, capazes
de infiltrar profundamente o tecido conjuntivo. Essas células podem estar
dispersas no estroma ou agrupadas em ninhos ou cordées com margens pouco
definidas apresentando entdo um padréo basal6ide (Johnson et al., 2005; Al-Reefy
et al., 2007).

O CEB foi descrito em 1986, por Wain et al, como uma variante
morfoldgica agressiva do CEC. Clinicamente, o CEB apresenta-se como uma
massa exofitica de crescimento exuberante, muitas vezes ulcerada, podendo ou
nao estar associada a sintomatologia dolorosa (Zbaren et al., 2004; Cardesa et al.,
2005). A principal caracteristica histopatoldgica deste tumor € o padrédo bifasico,
com populacdes de células basaldides e de células escamosas (Wain et al., 1986;
Barnes et al, 1996; Coletta et al, 2002; Cardesa et al., 2005). As células

basaldéides sdo pequenas com citoplasma escasso, 0S nucleos séo



hipercromaticos e sem nucléolos evidentes, geralmente organizadas em ilhas ou
I6bulos. Algumas ilhas tumorais apresentam pequenos espacos cisticos contendo
material similar a mucina e positivo ao PAS e/ou Alcian blue, e na periferia as
células se organizam em palicada. Focos de comedonecrose no centro das ilhas
tumorais sao frequientes. No estroma tumoral é possivel notar algumas areas de
intensa hialinizacao (Coletta et al., 2002; Cardesa et al., 2005).

O carcinoma adendide cistico (CAC) é uma neoplasia de glandulas
salivares, altamente agressiva (EI-Naggar & Huvos, 2005; da Cruz Perez et al.,
2006a). O CAC pode apresentar-se como um nodulo de consisténcia firme, com
crescimento infiltrativo, e algumas vezes pode estar associado a paralisia facial
(Rapidis et al., 2005; da Cruz Perez et al., 2006a). Existem trés subtipos
histoldgicos: tubular, cribiforme e soélido. O subtipo histologico soélido é
caracterizado por ninhos de células basalbides, pela perda do padrao tubular e
das formagdes microcisticas. Este subtipo € 0 menos comum, porém €& o mais
agressivo e esta associado a um progndéstico ruim. Muitas vezes mais de um
padrao histologico pode ser visto, em proporg¢des diferentes, em um mesmo caso
(Speight & Barrett 2002; EI-Naggar & Huvos, 2005; da Cruz Perez et al., 2006a).

A proteina Ki-67 é um conhecido marcador de proliferacdo celular,
amplamente estudada em diversas neoplasias malignas de cabeca e pescocgo
(Ferlito et al., 1997; Kodani et al., 2001; Silva et al., 2004; Vargas et al., 2008).
Outras proteinas como a Mcm-2 e a HOXB-7 também estdo sendo estudadas em
tumores de cabeca e pescogo, mas ainda nao existem estudos na literatura que
correlacionem a expressdao dessas proteinas com as neoplasias basalbides
(Kodani et al., 2002; Hassan et al., 2006; Vargas et al., 2008; de Souza Setubal
Destro et al., 2010).

Nao ha trabalhos na literatura que comparem a expressao de Ki-67, Mcm-2
e HOXB7 em neoplasias basaléides de cabega e pescogo, assim o presente
estudo teve como objetivo avaliar a expressao das proteinas Ki-67, Mcm-2 e
HOXB7 em 15 amostras de CEC-pd, 18 amostras de CEB e nove amostras de

CAC-sélido localizadas em regido de cabeca e pescoco.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia do cancer

Céancer é um termo genérico utilizado para os tumores malignos, ou seja,
esta relacionado ao crescimento celular anormal e desordenado. As células
normais crescem, se dividem e morrem de maneira organizada, porém as células
malignas continuam o processo de divisao de maneira descontrolada e adquirem a
capacidade de invadir os tecidos adjacentes, e produzir metastases. O processo
de transformacao de uma célula sadia em uma célula maligna ocorre devido ao
acumulo de alteracbes nos genes que regulam o crescimento, a diferenciacao, a
morte celular, a estabilidade e o reparo do DNA, e a imunidade. Esse processo
ocorre em varias etapas e pode ser facilitado por fatores genéticos (hereditarios ou
nao) e fatores externos (Scully et al., 2000; Coletta et al., 2002). Entre os fatores
externos, estdo os agentes fisicos, os agentes quimicos e os agentes biolégicos,
(Hayes et al., 1986; Gillison et al., 2000; Goldenberg et al., 2004a; Goldenberg et
al., 2004b). A idade também é um importante fator de risco no desenvolvimento do
cancer. A incidéncia da doenga aumenta consideravelmente com o avanco da
idade, devido a perda da capacidade dos mecanismos de reparo celular. Embora
0 cancer possa se desenvolver em qualquer idade, cerca de 80% dos tumores
malignos sao diagnosticados em adultos acima de 55 anos (WHO; Marur et al.,
2008).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 30% dos
casos de cancer podem ser evitados com a realizagdo periédica de exames
preventivos e com a modificagdo de alguns habitos nocivos, como o uso regular
do tabaco e de bebidas alcodlicas, a desatencdo ao sobrepeso ou obesidade, a
baixa ingestao de frutas e vegetais, o sedentarismo, a transmisséao sexual do HPV
e a exposicao prolongada a luz solar sem protecao (WHO).

Em 2005 foram registrados 7,6 milhdes de mortes por cancer em todo
mundo (13% do total de mortes), sendo que 70% dos casos ocorreram em paises



de baixa e média renda. Estima-se que em 2030, esse numero aumente para 12
milhdes de mortes. No Brasil, aproximadamente 190 mil pessoas morreram de
cancer em 2005, destes, 113 mil tinham menos de 70 anos de idade. A previsdo
para o ano de 2030 € de que o céancer se torne a terceira causa de morte no
Brasil, com cerca de 310 mil 6bitos (WHO).

O CEC corresponde a aproximadamente 90% de todas as neoplasias
malignas de cabeca e pescogo, e tem como principais fatores de risco o uso
regular de bebidas alcodlicas e tabaco (Johnson et al., 2005; Marur et al., 2008).
Estima-se que 644.000 novos casos de tumores malignos de cabeca e pescocgo
sejam diagnosticados anualmente em todo 0 mundo, e que dois ter¢cos destes
Novos casos ocorram em paises em desenvolvimento (Marur et al., 2008).

Entre as neoplasias malignas de cabega e pescog¢o, os tumores malignos
epiteliais basal6ides sdao conhecidos por serem incomuns, por apresentarem
comportamento clinico agressivo e progndésticos ruins. Recebem o nome de
tumores malignos epiteliais basaldides porque apresentam algumas
caracteristicas histopatolégicas comuns, como: padrdo sélido de crescimento;
presenca de ilhas formadas por células malignas organizadas em palicada na
periferia; pela presenca de células basaléides que apresentam nucleos
hipercromaticos e citoplasma escasso; e comedonecrose (necrose coagulativa
central) na regidao central de ilhas ou lébulos tumorais. Embora sejam muito
semelhantes na histopatologia, os tumores malignos basalbides se diferenciam no
comportamento clinico, assim, alguns autores reforcam a importancia em
estabelecer um correto diagnéstico, com tratamento e progndstico compativeis
(Coletta et al., 2001; Coletta et al., 2006; Khaldi et al., 2006; Soriano et al., 2008).
Tumores como o CEC-pd, o CEB, e o CAC-sélido apresentam essas
caracteristicas histopatoldgicas e sao considerados neoplasias malignas epiteliais
basaléides. Esses tumores merecem atencdo, pois embora apresentem
semelhancas histopatolégicas, apresentam diferencas relacionadas ao
comportamento clinico, protocolo de tratamento e prognéstico (Coletta et al., 2001;
Coletta et al., 2006; Khaldi et al., 2006; Soriano et al., 2008).



Outros tumores como o carcinoma sinusal indiferenciado, carcinoma
neuroendocrino, CEC de pequenas células e o adenocarcinoma de células basais
também possuem caracteristicas basaldides e participam dos diagndsticos
diferencias das neoplasias basal6ides de cabeca e pescoco (Banks et al.,, 1992;
Coppola et al., 1993; Barnes et al., 1996; Ferlito et al., 1997; Coletta et al, 2002).

2.2 Carcinoma espinocelular (CEC)

O CEC corresponde a mais de 90% de todos os tumores malignos de
cabeca e pescoco (Neville & Day 2002; Cardesa et al., 2005; Marur et al., 2008).
Trata-se de uma neoplasia agressiva e que freqientemente produz metastases
para linfonodos regionais. Geralmente os pacientes sao adultos entre a quinta e
sexta décadas de vida, com histérico de uso abusivo de alcool e tabaco. Em
regiao de cabeca e pescoco, o CEC é mais comum em cavidade oral, orofaringe,
nasofaringe, hipofaringe e laringe (Cardesa et al., 2005; Johnson et al., 2005; Al-
Reefy et al., 2007; Marur et al., 2008).

Durante os estagios iniciais da doenca, os sinais e sintomas sdao muito
discretos, e a apresentacdo clinica da lesdo varia de acordo com a sua
localizagdo. Pacientes com CEC em cavidade oral podem apresentar lesdes
planas indolores ou Ulceras doloridas. Na regidao de orofaringe o paciente pode
apresentar queixa de disfagia e otalgia. Pacientes com cancer na hipofaringe
apresentam sintomas tardios como disfagia, otalgia e rouquidao. O CEC de laringe
pode apresentar diferentes sinais e sintomas nos diferentes estagios de
desenvolvimento da doenca. Na regido da glote, os sinais se manifestam nos
estagios iniciais como uma rouquiddo persistente. Ao contrario, pacientes com
tumores em regido supraglética geralmente apresentam uma massa na regiao do
pescoco apenas nos estagios mais avancados da doenca. Tumores em cavidade
nasal e seio paranasal estdo associados a sintomas como sinusite, obstrucao
nasal e epistase. Ja o0s tumores em nasofaringe podem apresentar sinais e

sintomas como: otalgia, obstrucdo nasal, epistase e paralisia de nervos cranianos



(Forastiere et al., 2001; Cardesa et al., 2005; Johnson et al., 2005; Marur et al.,
2008).

Microscopicamente, as lesbes de CEC em cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe, laringe e traquéia apresentam padrdes histopatolégicos muito
semelhantes, por isso recebem a mesma classificacdo. O CEC pode ser
classificado como bem-, moderadamente- e pouco-diferenciado. O CEC bem
diferenciado embora apresente o tecido conjuntivo invadido pelas células epiteliais
neoplasicas, mantém a arquitetura semelhante ao epitélio escamoso normal. O
CEC moderadamente diferenciado apresenta pleomorfismo nuclear, mitoses
tipicas e atipicas e eventuais processos de queratinizacdo. J& o CEC-pd é
caracterizado pela grande quantidade de células imaturas, mitoses atipicas
freqUentes, auséncia de queratinizacdo e estd associado a um pior progndstico
(Barnes et al, 1996; Cardesa et al, 2005; Johnson et al, 2005). Além da
gradacao histologica, o padrao de invasdao do fronte tumoral apresenta um
importante valor progndstico, ou seja, € muito provavel que um tumor com fronte
infiltrativo apresente um comportamento mais agressivo quando comparado a
outro tumor com fronte expansivo (Cardesa et al., 2005).

O CEC localizado em cavidade nasal e seios paranasais apresentam
caracteristicas histopatolégicas semelhantes as anteriormente citadas, porém sao
separados em dois grandes grupos, CEC queratinizante e CEC néo
queratinizante. No primeiro grupo, as lesdes podem ser sub-classificadas em
bem-, moderadamente- e pouco-diferenciadas, sendo que a diferenciacao
escamosa precisa ser demonstrada. Ja no segundo grupo, as lesées podem ser
sub-classificadas em moderadamente- e pouco-diferenciadas, e a diferenciacao
escamosa nao é obvia devendo ser distinguida do neuroblastoma olfatério ou
carcinoma neuroendécrino (Pilch et al., 2005). O CEC encontrado na regiao de
nasofaringe também apresenta algumas diferencas relacionadas a classificacao
histopatolégica. A OMS (2005) identifica trés subtipos histoldégicos: o
queratinizante, que pode ser bem-, moderadamente- ou pouco-diferenciado; o
nao-queratinizante; e o carcinoma escamoso basal6ide (Chan et al., 2005).



Os CECs da regiao de cabeca e pescoco podem apresentar sete subtipos
histoldégicos: carcinoma verrucoso, CEB, carcinoma escamoso papilifero,
carcinoma de células fusiformes, carcinoma escamoso acantolitico, carcinoma
adenoescamoso e o carcinoma linfoepitelial. Entre os subtipos, o CEB apresenta o
comportamento clinico mais agressivo e estd associado a um pior prognostico
(Johnson et al., 2005; Pereira et al., 2007).

O tratamento de escolha para o CEC depende do estadiamento clinico da
lesédo (Greene et al., 2002). Até a década de 1980 a cirurgia e a radioterapia eram
consideradas as unicas modalidades de tratamento efetivas para pacientes com
CEC em regiao de cabeca e pescoco. Atualmente, o tratamento de céancer de
cabeca e pescoco € abordado de maneira mais abrangente, envolvendo
procedimentos como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Al-Sarraf et al.,1998;
Forastiere et al., 2003; Bernier et al., 2005).

2.3 Carcinoma escamoso basaldide (CEB)

O CEB é uma variante pouco comum e agressiva do CEC, caracterizada
histologicamente pela presenca de componentes basalbides e escamosos, em
diferentes proporcbes (Zbaren et al., 2004; Cardesa et al., 2005). Este tumor
corresponde a aproximadamente 2% de todas as neoplasias malignas de cabeca
e pescoco, com cerca de 200 casos publicados na literatura (Soriano et al., 2008).
O CEB foi descrito inicialmente em 1986, por Wain et al., como uma variante
morfolégica pouco comum e agressiva do CEC.

O CEB afeta principalmente os homens, entre 50 e 60 anos de idade.
Apresenta como principais fatores etiolégicos o uso de tabaco e o habito de ingerir
bebidas alcodlicas (Banks et al.,, 1992; Barnes et al.,, 1996; Ferlito et al., 1997;
Cardesa et al., 2005). Porém, alguns trabalhos também relacionam a infec¢ao pelo
papilomavirus humano (HPV) e pelo virus Epstein-Barr (EBV), como possiveis
fatores etiol6gicos deste tumor (Wan et al., 1995; Kleist et al., 2004; Begum et al.,
2008; Winters et al., 2008).



Clinicamente, o CEB apresenta-se como uma massa exofitica ulcerada e de
crescimento exuberante, na grande maioria das vezes. As lesbes normalmente
sdo doloridas, causam disfagia e sdo diagnosticados em estagios avancados
(Banks et al., 1992; Ferlito et al., 1997; Ide et al., 2002; Rodriguez-Tojo et al.,
2005). O CEB comumente afeta a regido de cabeca e pescoco, principalmente em
seio piriforme, hipofaringe, laringe supraglética e base de lingua (Barnes et al.,
1996; Ide et al., 2002). Além da regiao de cabeca e pescoco, outros 6rgaos podem
ser acometidos pelo CEB, como eséfago, traquéia, pulmao, anus, Utero, vagina,
bexiga e pénis (Saltarelli et al., 1995; Cubilla et al., 1998; Li et al., 2000; Vakar-
Lopez & Abrams, 2000; Grayson & Cooper, 2002; Moro-Sibilot et al., 2008; Ghigna
et al., 2009; Kobayashi et al., 2009)

Microscopicamente o CEB caracteriza-se por apresentar um padrao bifasico
com populacdes de células basaléides e de células escamosas. As células
basalbéides sao pequenas com citoplasma escasso, 0S nucleos séao
hipercromaticos e sem nucléolos evidentes, geralmente encontradas em ilhas ou
I6bulos. Algumas ilhas tumorais apresentam pequenos espagos cisticos contendo
material similar a mucina e positivo ao PAS e/ou Alcian blue, e na periferia as
células se organizam em palicada. Nas areas centrais dos I6bulos ou ilhas podem-
se observar focos de comedonecrose. O componente escamoso pode apresentar-
se na forma de diferenciacdo escamosa focal, carcinoma in situ ou carcinoma
espinocelular invasivo. Muitas vezes o estroma apresenta areas com hialinizagéo
intensa. (Wain et al., 1986; Banks et al., 1992; Barnes et al., 1996; Sampaio-Goes
et al., 2005; Soriano et al., 2008).

Uma das amostras mais significativas de CEB foi analisada por Banks et al.
(1992), com 40 casos localizados na regidao de cabeca e pescoco. Os tumores
apresentaram as seguintes localizagdes: base de lingua (n=12), seio piriforme
(n=8), laringe (n=8), tonsilas (n=5), faringe (n=3), cavidade nasal (n=2) e em dois
casos nao havia a localizagao disponivel. Os autores verificaram que o abuso do
tabaco e do &lcool estavam intimamente relacionados com o desenvolvimento da

doenca, e que os diagnésticos foram realizados em estadios clinicos muito



avancados. Os autores confirmaram o comportamento biolégico agressivo do
CEB, pois os tumores apresentaram altos indices de recorréncias, metastases
para linfonodos regionais e a distancia. Apesar do comportamento agressivo, 0s
autores consideraram que o CEB apresentou um comportamento clinico
semelhante ao CEC.

Wain et al. (1986) avaliaram 10 amostras tumorais localizadas no trato
aerodigestivo superior. A maioria dos pacientes avaliados pertenceu ao género
masculino (n=9), com idades variando entre 49 e 68 anos. No momento do
diagnéstico, seis pacientes apresentaram metastases em linfonodos regionais e
quatro apresentaram metastases a distancia para pulmao, cérebro e pele. O
tratamento foi cirargico, seguido de radioterapia (n=7) e/ou quimioterapia (n=3).
Apoés o tratamento, dois pacientes desenvolveram metastases a distancia.

Paulino et al. (2000) avaliaram 20 pacientes diagnosticados com CEB em
regido de cabeca e pescoco. Destes, 14 eram homens e seis eram mulheres, com
idades entre 43 e 85 anos. Os tumores estavam localizados em laringe (n=4),
lingua (n=3), seio piriforme (n=3), cavidade nasal (n=2), assoalho bucal (n=2),
tonsila (n=2), epiglote (n=1), nasofaringe (n=1) e traquéia (n=1). Dezessete dos 20
vinte pacientes relataram abuso no consumo de bebidas alcodlicas e de tabaco.
As modalidades de tratamento adotadas foram: cirurgia com radio- ou
quimioterapia adjuvante (n=13), quimio- e radioterapia (n=2), quimioterapia (n=2) e
radioterapia (n=3). Apds o tratamento, 11 pacientes ainda apresentaram sinais de
doenca, quatro estavam livres da doenca e cinco faleceram devido as
complicagbes causadas pelo tumor.

Alguns autores consideram o comportamento biolégico e o prognostico do
CEB semelhantes ao CEC (Luna et al., 1990; Sarbia et al., 1997; Ide et al., 2002;
Sapaio-Goes et al, 2005; Yu et al, 2008). Outros acreditam que embora
apresentem caracteristicas clinicas e histol6gicas semelhantes, o CEB seja mais
agressivo e letal em comparagdo ao CEC convencional (Wain et al, 1986;
Coppola et al.,, 1993; Ferlito et al., 1997; Winzenburg et al., 1998; Coletta et
al.,2001; Soriano et al., 2008).



Luna et al. (1990) analisaram nove casos de CEB localizados em lingua,
seio piriforme e faringe. Estes autores compararam o comportamento clinico entre
CEB e CEC com mesma localizagao e estadiamento clinico, e verificaram que os
dois tumores apresentaram cursos clinicos semelhantes. Sarbia et al. (1997)
avaliaram 17 amostras de CEB e 133 amostras de CEC convencional em eséfago.
Nao encontraram diferengas quanto ao tamanho do tumor, metastases linfonodais,
invasao linfatica, nervosa ou venosa, e na taxa de sobrevida.

Coppola et al. (1993) compararam amostras de CEB e CEC em assoalho
bucal, e demonstraram que os CEBs apresentavam maiores indices de
recorréncia, metastase local e a distancia, mortalidade, e menor taxa de
sobrevida. O mesmo padrdao de comportamento foi encontrado por Ferlito et al.
(1997), quando avaliou 15 amostras de CEB em laringe e hipofaringe.

Winzenburg et al. (1998), diferente da maioria dos autores compararam
amostras de CEB apenas com amostras de CEC-pd, e verificaram que as
primeiras apresentaram maior agressividade devido ao alto indice de metastases
a distancia e baixos indices de sobrevida. Este trabalho tem especial importancia,
pois compara duas entidades com caracteristicas histopatolégicas muito
semelhantes. Os autores ainda recomendam que o protocolo de atendimento dos
pacientes diagnosticados com CEB seja diferente do protocolo seguido para
pacientes com CEC convencional, pois indicam o esvaziamento cervical
independentemente da presenca de metastases locais.

Coletta et al. (2001) compararam a expressao de alguns marcadores como
regides argirofilicas organizadoras nucleolares (AgNOR), antigeno nuclear anti-
proliferacao celular (PCNA), p53 e matriz de metaloproteinase (MMP), em CEB e
CEC orais. Foi verificado que o CEB apresentou maior atividade proliferativa e de
invasdo. Além disso, as amostras de CEB apresentaram maior expressao de p53,
que esta relacionada com a falta de controle no processo de crescimento celular.
Diante desses resultados, os autores sugeriram que o CEB apresenta maior
potencial para recorréncias e metastases, e pior prognéstico quando comparado
ao CEC.
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Ide et al. (2002) analisaram 46 amostras de CEB em cavidade oral, e
sugeriram que o comportamento clinico mais agressivo do CEB estava
relacionado ao estadiamento clinico avancado das lesbes no momento do
diagnéstico. Sampaio-Godes et al. (2005) compararam 17 amostras de CEB com
outras 27 amostras de CEC-pd, e ndo observaram diferencas quanto a
caracteristicas clinicas, imunoistoquimicas (expressdao de PCNA, p53 e Bcl-X), e
sobrevida. Os autores sugeriram que o CEB e o CEC-pd apresentam
comportamentos biolégicos semelhantes quando avaliados em uma mesma
localizagdo e em um mesmo estadiamento clinico.

Soriano et al. (2008) compararam 62 amostras de CEB com outras 62
amostras de CEC, todas em regido de cabeca e pescoco. Entre as amostras de
CEB, 31 estavam localizadas em hipofaringe, 19 em orofaringe e cavidade oral,
oito em laringe, trés em linfonodos cervicais e uma em nasofaringe. Os autores
utilizaram como critérios de comparacao a classificacdo TNM, a localizacao dos
tumores e o tratamento empregado. Os resultados indicaram que o CEB
apresenta um pior comportamento clinico associado a altos indices de metastases
locais e a distancia, menores indice de sobrevida e piores progndsticos.

Diversos trabalhos confirmam o comportamento biolégico agressivo do CEB
em regido de cabeca e pescoco e verificam que as lesbes sdo diagnosticadas
tardiamente na maioria dos casos. No momento do diagnéstico aproximadamente
2/3 dos pacientes apresentam metastases em linfonodos regionais e pouco menos
de 50% dos pacientes apresentam metastases a distancia (pele, pulmao, figado,
0ssos e cérebro), com indices de sobrevida muito baixos (Ferlito et al.,, 1997;
Wieneke et al., 1999; Paulino et al., 2000; Rodriguez-Tojo et al., 2005; Soriano et
al., 2008).

O tratamento para este tumor tdo agressivo depende do estadiamento
clinico da lesdo e da possibilidade de resseccédo cirargica, além disso, pode
envolver diferentes modalidades terapéuticas como a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia (Luna et al., 1990; Ferlito et al., 1997; Khaldi et al., 2006).
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2.4 Carcinoma adendide cistico (CAC)

As neoplasias de glandulas salivares sao relativamente incomuns,
contabilizando menos de 7% dos canceres de cabeca e pescoco (Rapidis et al.,
2005; da Cruz Perez et al., 2006a). O CAC corresponde a cerca de 7,5% de todas
as neoplasias epiteliais malignas de glandulas salivares e 4% de todos os tumores
de glandulas salivares (Bradley, 2004; Rapidis et al, 2005). Trata-se de uma
neoplasia que afeta principalmente as glandulas parétidas, submandibulares e
glandulas salivares menores. Nestas Ultimas, afeta principalmente o palato,
seguido pela lingua, mucosa jugal, mucosa labial e assoalho bucal (Lopes et al.,
1999; Ellis & Auclair 1996; da Cruz Perez et al., 2004; Ito et al., 2005; EI-Naggar &
Huvos 2005; da Cruz Perez et al., 2006a; Pires et al., 2007).

O CAC apresenta como principais caracteristicas clinicas o crescimento
tumoral lento e persistente, e significativamente metastases tardias (Rapidis et al.,
2005; da Cruz Perez et al., 2006a). Alguns autores demonstram que 0 género
feminino € o mais afetado, outros indicam que sdo os homens, mas h& ainda os
que relatam auséncia de predilecao por género (Nascimento et al., 1986; van der
Wal et al., 2002; Rapidis et al., 2005; Moukarbel et al., 2008). O CAC acomete
com maior freqiéncia, adultos entre a quarta e sexta décadas de vida, sendo
incomum em jovens (Ellis & Auclair 1996; Rapidis et al., 2005; da Cruz Perez et
al., 2004; Moukarbel et al., 2008).

Ao exame clinico, o CAC pode se apresentar como um ndédulo de
consisténcia firme, algumas vezes dolorido e infiltrativo. (Nascimento et al., 1986;
da Cruz Perez et al., 2006a; da Cruz Perez et al., 2006b). Além disso, o paciente
pode desenvolver paralisia facial (quando a glandula parétida é atingida), sendo
este, um indicativo de progndstico ruim (EI-Naggar & Huvos 2005; da Cruz Perez
et al., 2006a ;da Cruz Perez et al., 2006b). Porém, os sinais e sintomas da doenga
variam de acordo com a sua localizacdo (Moukarbel et al., 2008). A natureza
infiltrativa do tumor possibilita a disseminacao local, que pode ocorrer muitos anos

apoés o tratamento cirdrgico e/ou apo6s a radioterapia inicial (Ustundag et al., 2000).
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As metastases a distancia sdo comuns, particularmente se forem tardias, sendo o
pulmdo o sitio mais comumente afetado, seguido dos ossos, figado e cérebro
(McFall et al., 1997; Rapidis et al., 2005; da Cruz Perez et al.,2006a).

Com relagédo a histopatologia, o CAC apresenta dois tipos celulares
principais: as células ductais (luminais) e as células mioepiteliais (abluminais), com
predominancia destas ultimas (Rapidis et al,, 2005). De acordo com o arranjo
celular, o tumor pode apresentar trés padroes histopatol6gicos principais: padrao
tubular, cribiforme e solido. No padrdo tubular, as células neoplasicas se
organizam em multiplos pequenos ductos ou tubulos, que sao envolvidos pelo
estroma hialino. O padrao cribiforme € o mais freqliente e caracteriza-se por ilhas
de células neoplasicas pequenas e cuboidais, exibindo nucleos basofilicos e
citoplasma escasso, delimitando espacos cisticos cilindromatosos. Estes espacos
cisticos contém material mucéide ou hialinizado, bem como a combinacdo de
ambos. O padrao sélido é o tipo menos comum e também o que apresenta um
comportamento clinico mais agressivo. As células basaléides formam ninhos em
diferentes tamanhos, tornando menos freqlente as formagdes tubulares ou
microcisticas. As células epiteliais se tornam mais hipercromaticas e as figuras de
mitoses sdo mais freqlientes. Areas de comedonecrose no centro das ilhas
tumorais também podem ocorrer neste subtipo histoldégico. O estroma geralmente
€ hialino e as invasdes neurais e 6sseas sao relativamente comuns (Ellis &
Auclair, 1996; EI-Naggar & Huvos, 2005).

As caracteristicas histopatol6gicas do CAC tém sido correlacionadas a sua
evolucao, comecando pelo padrao tubular com o melhor prognéstico, seguindo
para o padréo cribiforme, e por ultimo para o padrao sélido, que apresenta o pior
prognéstico. Além do padrao histopatolédgico, outros fatores possuem consideravel
valor prognostico como o sitio primario da lesdo, o estadiamento clinico, e as
areas anatbmicas invadidas. A invasao perineural € um achado comum em todos
os subtipos de CAC, e estd provavelmente relacionada ao grande numero de
metastases a distancia (Speight & Barret., 2002; Rapidis et al., 2005; EI-Naggar &
Huvos., 2005).
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Rapidis et al. (2005) avaliaram 23 pacientes diagnosticados com CAC em
cabeca e pescoco, sendo 13 mulheres e 10 homens. O tratamento de escolha
para 22 pacientes foi cirurgico com a remocgao total da lesdo, seguida de
radioterapia adjuvante. Apenas um paciente foi submetido a quimio- e
radioterapia. Apds o tratamento, seis pacientes apresentaram recidivas e 11
apresentaram metastases a distancia para pulmao, osso e figado.

Da Cruz Perez et al. (2006a) avaliaram uma grande série com 129
amostras de CAC em regido de cabeca e pescoco, sendo 71 homens e 58
mulheres, com idades variando entre 10 e 98 anos. Os sintomas mais
freqientemente apresentados pelos pacientes foram dor, parestesia e congestao
nasal. As glandulas salivares menores intraorais foram as mais afetadas, em
seguida as glandulas salivares maiores e as glandulas salivares menores extra-
orais. Cerca de 10% dos pacientes apresentaram metastases cervicais e 8,5%
apresentaram metastases a distdncia no momento do diagndstico.
Microscopicamente o subtipo histoldégico mais comum foi o cribiforme, seguido
pelo padrao tubular e sdélido. A maioria dos pacientes foi tratada com cirurgia
seguida de radioterapia adjuvante, ou apenas cirurgicamente. Os autores
verificaram também que a positividade para p53 se relacionou com piores
prognosticos e por isso sugerem a p53 como um bom indicador de progndstico.

Da Cruz Perez et al. (2006b) avaliaram 18 casos de CAC em seio maxilar.
Os pacientes avaliados apresentaram idade média de 46 anos, com predilecao
pelo género masculino. Aproximadamente 89% dos pacientes apresentaram
estadiamentos clinicos avancados no momento do diagnéstico. Dois pacientes
apresentaram metastases para linfonodos cervicais e sete apresentaram
metastases a distancia. As principais modalidades terapéuticas adotadas foram o
tratamento cirdrgico seguido de radioterapia adjuvante, e apenas tratamento
cirurgico. Nos casos de impossibilidade de ressecgao cirargica do tumor, optou-se
pelo tratamento radio- e/ou quimioterdpico. Os autores sugeriram que a falta de
controle local da doencga, assim como as metastases a distancia sao fatores que

influenciaram diretamente na sobrevida dos pacientes.
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Entre os varios fatores prognésticos, o estadiamento clinico do tumor
parece ser o fator prognostico mais importante e confiavel (Rapidis et al., 2005; da
Cruz Perez et al., 2006a; da Cruz Perez et al., 2006b). Ao contrario de outras
neoplasias malignas epiteliais, 0 CAC apresenta altas taxas de sobrevida em cinco
anos, porém esta taxa de sobrevida diminui consideravelmente em 10 e 20 anos
(Rapidis et al., 2005; EI-Naggar & Huvos, 2005). O tipo solido apresenta o pior
prognostico, com multiplas recidivas, metastases tardias, e conseqlentemente
altas taxas de mortalidade. O tratamento de escolha é a remocgdo cirurgica
seguida de radioterapia adjuvante. O acompanhamento dos pacientes
diagnosticados com CAC deve ser longo devido aos altos indices de metastases
tardias (Khan et al., 2001; Rapidis et al., 2005; da Cruz Perez et al., 2006).

2.5 Principais neoplasias malignas epiteliais basaldides de cabeca e

pescoco

As neoplasias malignas epiteliais basaldides apresentam como
caracteristicas comuns o padrao sélido de crescimento, a presenca de células
basalbides organizadas em I6bulos ou ilhas, comedonecrose e mitoses atipicas. O
CEB, o CEC-pd e o CAC-s6lido séao as principais neoplasias malignas epiteliais
basalbides de cabeca e pescoco, pois sdo as mais freqlientes nesta localizagdo e
apresentam caracteristicas histopatolégicas muito semelhantes. A correta
diferenciacdo desses tumores ¢é muito importante, pois apresentam
comportamentos clinicos, protocolos de tratamento e prognoésticos diferentes
(Coletta et al., 2002; Soriano et al., 2008). O CEB apresenta como principal
caracteristica histologica, o padrao bifasico, composto por populacdes de células
basalbdides e células escamosas. O CEC-pd apresenta apenas a populagao de
células escamosas, e isso pode auxiliar na diferenciacdo entre os dois tumores
(Wain et al., 1986; Luna et al., 1990; Barnes et al., 1996). O CAC-sdélido é a
neoplasia basaldéide mais comumente confundida com o CEB, pois também
apresenta areas microcisticas e células basal6ides. Em contrapartida o CAC-
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sélido nao apresenta a populacdo de células escamosas, 0 que pode ajudar na
diferenciacao dos dois tipos tumorais.

Em casos de amostras teciduais muito pequenas, o estabelecimento do
diagnéstico correto com coloragdes de rotina pode se tornar dificil. Nestes casos,
as reagdes imunoistoquimicas sado grandes auxiliares no diagnéstico e devem ser
empregadas (Luna et al, 1990; Banks et al, 1992; Wedenberg et al., 1997;
Coletta et al., 2002).

Coletta et al. (2002), em um estudo comparativo avaliou a expressao de
citoqueratinas (CK) entre amostras de CEC, CAC e adenocarcinoma de células
basais. Nas amostras de CEB, as células basalbides expressaram a CK14, porém
nao reagiram a CK7, e as células da populacdo escamosa apresentaram
positividade para a CK1. Nos casos de CAC, as células basal6ides foram
positivas para a CK7 e a CK19. As células basaléides do adenocarcinoma de
células basais além de apresentaram positividade para a CK7, foram positivas
para CK8. Os autores notaram também positividade para laminima e para
colageno tipo IV nos espagos microcisticos presentes apenas nas amostras de
CEB. Em 2008, Winters et al. também sugeriram as CK1, CK7 e CK14 como
ferramentas auxiliares no diagnéstico do CEB.

Além das citoqueratinas, alguns marcadores de proliferacao celular tém
sido usados para auxiliar na diferenciagdo entre alguns tumores de cabeca e
pescoco (Ferlito et al., 1997; Kodani et al., 2001; Vargas et al., 2008).

2.6 Ciclo celular e marcadores de proliferacao celular

Nas células eucariontes normais o genoma é duplicado uma Unica vez por
ciclo celular (Bell & Dutta, 2002). Alteragdes neste processo podem resultar no
desenvolvimento de diversas neoplasias malignas. Assim, o conhecimento dos
processos envolvidos no ciclo celular pode indicar a importancia de determinados
marcadores de proliferacdo no estudo dos tumores malignos (van Diest et al.,
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1998; Pich et al., 2004). O ciclo celular pode ser compreendido em duas etapas. A
primeira corresponde a mitose (M), aquela em que a célula se divide dando origem
as células descendentes. A segunda etapa, chamada interfase (I), corresponde ao
periodo entre duas divisdes celulares sucessivas, nesta fase a célula duplica seu
DNA e dobra de tamanho. A interfase corresponde a aproximadamente 90% do
tempo total do ciclo celular e é dividida em 03 fases: gap1 (G1), sintese (S) e gap2
(G2), (Hartwell & Weinert, 1989).

Durante a fase G1 ocorre uma intensa sintese de RNA e proteinas. O
citoplasma celular se recompde do ultimo processo de divisdo, e a cromatina esta
descondensada. Na fase de sintese, o DNA celular é duplicado. A dupla hélice se
separa, e cada fita Unica serve como molde para a sintese de uma nova molécula
de DNA. Ao final desta fase, a célula apresenta o dobro da quantidade de material
genético. Na fase G2, a célula completa seu crescimento antes de entrar na fase
de mitose. Neste periodo ocorre uma discreta sintese de RNA e proteinas
essenciais para a divisdo propriamente dita. Por ser um evento essencial para a
integridade da célula, o ciclo celular deve ser bem controlado. Um dos
mecanismos de controle é a averiguacdo do material genético duplicado e
segregado. Sao reconhecidos dois pontos de checagem: um em G1 (logo apds a
mitose), e o outro em G2 (antes da célula entrar em divisdo), (Hartwell & Weinert,
1989).

A atividade proliferativa de um tecido normal ou neoplasico esta relacionada
com a média de crescimento e o tempo médio do ciclo celular. Assim, quanto mais
alta a atividade proliferativa de um tumor, espera-se um maior potencial de
malignidade e consequientemente um pior prognédstico. Desta forma, o estudo de
marcadores de proliferacdo celular possui consideravel importancia nas pesquisas
sobre o0 cancer, em especial, em cabeca e pescoco (Jones et al., 1994; Vargas et
al., 2008; Torres-Rendon et al., 2009; de Souza Setubal Destro et al., 2010).
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2.6.1 Ki-67

A proteina Ki-67 € um conhecido marcador biolégico de proliferagéao celular.
Seu nome é uma derivacao da cidade de origem (Kiel, Alemanha), e do numero da
placa onde seu clone foi cultivado (672 placa). A Ki-67 foi descoberta por Gerdes
et al, em 1983, no nucleo de células de linfoma de Hodgkin, da linhagem L468. A
proteina possui cerca de 395 KDa, e é produzida por um gene localizado no braco
longo do cromossomo 10 (10g25). Durante o ciclo celular, a Ki-67 esta presente
nas fases G1, S, G2 e M, mas esta ausente na fase GO, inicio de G1, e durante os
processos de reparacado do DNA (Gerdes et al., 1984; Key et al., 1994). Sasaki et
al. (1987) relataram que a expressao da proteina aumenta com a progressao do
ciclo celular, alcancando picos nas fases G2 e M. Guillaud et al. (1989)
observaram este mesmo evento tanto em linhagem de células normais como
neoplasicas.

Diversos estudos relacionam a expressao de Ki-67, com o comportamento
clinico das neoplasias, prognéstico e com a sobrevida dos pacientes. Nas
neoplasias de cabeca e pescoco, altas expressdes de Ki-67 estao relacionadas a
progndsticos ruins e baixas taxas de sobrevida (Silva et al., 2004; Rodriguez-Tojo
et al., 2005; Vargas et al., 2008). Liu et al. (2003) em um estudo com CEC em
laringe e hipofaringe verificaram uma maior expresséo de Ki-67 em tumores com
metastase para linfonodos cervicais, quando comparados com tumores que néo
haviam produzido metastases. Silva et al. (2004) notaram que amostras de CEC
de cabeca e pescoco que apresentaram altos indices de marcacdao de Ki-67
estavam relacionadas a um pior prognéstico e com a diminuicdo da sobrevida dos
pacientes.

Em 1997, Sarbia et al. compararam amostras de CEB e de CEC, e
observaram que as amostras de CEB apresentaram uma maior expressao de Ki-
67, indicando um maior potencial proliferativo deste grupo. Porém, os autores
relataram que apds a resseccao cirurgica dos tumores, ndao havia diferenca quanto
ao prognaostico das duas entidades tumorais. Ohashi et al. (2003) ndo encontraram
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diferenca estatisticamente significante na expressdo de Ki-67 entre amostras de
CEC e CEB ainda em estagios iniciais, localizados em eséfago, bem como no
comportamento clinico dos tumores. Rodriguez-Tojo et al. (2005) verificaram que
altas expressdes de Ki-67 em amostras de CEB de laringe estavam relacionadas a
um comportamento clinico mais agressivo e a progndsticos muito ruins.

A expressdo da proteina Ki-67 também foi estudada em neoplasias de
glandulas salivares, e a sua alta expressao foi relacionada ao comportamento
bioldgico mais agressivo, e conseqientemente a um pior progndstico. Alguns
trabalhos da literatura indicam que o CAC-sélido apresenta uma maior expressao
de Ki-67, quando comparado aos demais subtipos histoldgicos, e sugeriram que a
expressao do marcador é sensivel a gradacao histoldgica convencional. (Norberg-
Spaak et al.,, 2000; Seethala et al., 2007; Malhotra et al., 2009). Vargas et al.
(2008) verificaram a expressdo de Ki-67 em diferentes neoplasias de glandulas
salivares, CAC, carcinoma ex-adenoma pleomorfo, carcinoma mucoepidermoide,
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma de células acinares e
adenoma pleomorfo. As amostras de CAC apresentaram a maior expressdo da
proteina, confirmando os resultados dos estudos anteriores. Ferlito et al., 1997
verificou que a expressao de Ki-67 foi menor em amostras de CAC-sélido quando
comparada a amostras de CEB e sugeriram que a proteina Ki-67 seja importante
na diferenciacdo das duas neoplasias basaléides de cabeca e pescogo. Diante
dos diversos trabalhos envolvendo proliferacdo celular e progndéstico, a Ki-67 se
mostra um marcador de proliferacdo celular confiavel no estudo das neoplasias

basalbides de cabeca e pescoco.

2.6.2 Mcm-2

As proteinas Mcm (minichromosome maintenance/ proteinas mantenedoras
de minicromossomos) correspondem a um grupo de 10 proteinas envolvidas na

replicacdo do genoma. Entre elas a familia Mcm2-Mcm7 €& formada por seis

proteinas que interagem umas com as outras, e estdo envolvidas com a fase
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inicial de replicacdo do DNA (Moirano et al., 2006). As Mcm recebem este nome
porque leveduras mutantes que nao possuem essas proteinas tornam-se
incapazes de manter elementos extracromossémicos ligados a cromatina (Bell &
Dutta, 2002; Moirano et al., 2006).

O complexo Mcm2-7 liga-se a cromatina no final da fase de mitose e no
inicio da fase G1 sendo altamente expressas neste periodo. Nas fases S e G2 a
expressao desta familia de proteinas tende a diminuir (Kearsey & Labib 1998). O
complexo Mcm2-7 é responsavel pelo inicio do processo de replicacao, garante
que o DNA seja replicado apenas uma vez a cada ciclo celular, e mantém a
integridade do genoma durante a fase S (lbarra et al., 2008).

As Mcm estéo presentes em todas as fases do ciclo celular nas células em
divisdo, mas estdo ausentes durante os periodos de quiescéncia. Devido a esta
caracteristica, as Mcm tém sido consideradas como uma nova classe de
marcadores de proliferacdo celular (Stoeber et al., 2001). A alteracdo na
expressdo das proteinas iniciadoras da replicacdo do DNA pode resultar em
instabilidade gendmica e contribuir para a transformagédo maligna celular (Tanaka
& Diffley 2002). Assim, o complexo Mcm2-7 esta sendo estudado como marcador
preditivo de tumores malignos, uma vez que as células neoplasicas ou com perda
de diferenciagdo reiniciam o ciclo celular de maneira acentuada, favorecendo
assim, o aumento da expressao de proteinas envolvidas no inicio do processo de
proliferacdo. Nas células normais a expressao dessas proteinas tente a ser mais
baixa, ja que o ciclo celular ndo € reiniciado tantas vezes (Gonzalez et al., 2003).
Assim, alguns trabalhos verificaram que a familia Mcm, em especial as Mcm-2 e
Mcm-5, funcionam como bons biomarcadores de lesdes pré-malignas e malignas
(Going et al., 2002; Alison et al., 2002; Ishimi et al., 2003, Torres-Rendom et al.,
2009).

Kodani et al. (2003) estudaram alguns marcadores de proliferacdo celular
em CECs orais, e levaram em consideracao alguns fatores como a diferenciacéo
histoldgica das lesées, 0 padrao de invasdo, metastases e progndstico. Os autores
verificaram que a expressao de Mcm-2 em CEC moderadamente diferenciado foi
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significativamente maior quando comparada com CEC bem diferenciado. Além
disso, correlacionaram a expressao da Mcm-2 com o padrao de invasao tumoral e
prognostico. Embora ndo tenha sido estatisticamente significante, o indice de
proliferacdo do Mcm-2 foi maior no grupo que apresentou metastase quando
comparado ao grupo com auséncia de metastases.

Li et al. (2008) em um estudo com displasia epitelial e CEC em lingua,
verificaram que a expressdao de Mcm-2 através da quantificagdo de RNA
mensageiro foi significantemente maior nos casos de CEC quando comparado
com os casos de displasia. Notaram também que a expressdo de Mcm-2
aumentava de acordo com a severidade da displasia, indicando assim que Mcm-2
pode ser um bom marcador na diferenciacdo de lesbes displasicas e CECs de
lingua.

Vargas et al. (2008) em um estudo avaliando a expresséo de Ki-67, Mcm-2
e geminina em diferentes neoplasias malignas de glandulas salivares verificaram
que a expressao de Mcm-2 foi maior que a dos outros marcadores e atribuem esta
diferenca ao fato da Mcm-2 ser expressa em todo ciclo celular, inclusive no inicio
de G1. Os autores sugerem que a Mcm-2 é um marcador de proliferagao celular
sensivel para os tumores de glandulas salivares e que pode ser Gtil no diagndstico
diferencial entre 0 adenoma pleomorfo, carcinoma ex-adenoma pleomorfo, CAC e
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau.

Torres-Rendon et al. (2009) avaliaram a expressao de Mcm-2, geminina e
Ki-67 em mucosa oral normal, com displasia e CEC oral. A expressao dos trés
marcadores foi estatisticamente significante e crescente nas amostras de mucosa
normal, mucosa displésica e CEC. A expressao de Mcm-2 foi estatisticamente
maior nos casos de displasia epitelial que evoluiram para CEC quando comparada
com o0s casos de displasia que nao sofreram diferenciacdo maligna, o que reforca
a efetividade da Mcm-2 como marcador de lesGes pré-malignas epiteliais. Os
autores encontraram uma alta expressao de Mcm-2 em lesdes displasicas quando
comparada com o valor encontrado em mucosa oral normal, e relacionam esta

diferenga com um possivel mecanismo de defesa do genoma antes que a
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transformacdo maligna ocorra, ja que as proteinas Mcm sao importantes na
manutengdo da integridade do genoma durante a fase S. Chatrath et al. (2003)
encontraram resultados semelhantes em amostras teciduais de laringe. Os
autores verificaram a expressado crescente de Ki-67 e Mcm-2 nas amostras de
mucosa normal, mucosa displasica e CEC.

Alguns autores sugerem as Mcm como bons marcadores de proliferacao
celular e indicadores de progndstico em diversos tipos de tumores, porém a
literatura ainda nao relata estudos que relacionem a expresséo destas proteinas
em CEC-pd e CEB em regiao de cabeca e pescoco.

2.6.3 HOXB7

Os genes homeobox (“master control genes”) sdo conhecidos como os
genes controladores do desenvolvimento, pois regulam aspectos da embriogénese
e morfogénese, através do controle da proliferacédo e diferenciacéo celular. Esses
genes possuem um segmento de DNA caracteristico (“homeobox”), que codifica
proteinas com a funcao de fatores de transcricdo que atuam na regulacao desses
processos (Yoshida et al., 2006). O nome homeobox foi dado a este grupo de
genes a partir dos genes homedticos da mosca Drosophila melanogaster, que sao
responsaveis pelo fenbmeno de homeose, onde h& substituicdo parcial ou
completa de um segmento do corpo por outro, que normalmente ndo é encontrado
naquele lugar (Lord et al., 2005; Samuel & Naora, 2005). Esta familia de genes
conta com mais de 200 membros, e apresentam como caracteristica comum a
sequéncia altamente conservada da mosca Drosophila melanogaster, chamada de
hemodominio, que é formada por 183 nucleotideos (Chen et al., 2005; Freschi et
al., 2005).

Estes genes também sado responsaveis pela ativacdo, repressdo ou
modulacdo de outros genes que codificam moléculas de adesdo, fatores de
crescimento e proteinas da matriz extracelular (Caré et al., 1996; Leroy et al.,
2004; Argiropoulos & Humphries, 2007). Além da proliferacdo e diferenciacao
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celular, os genes homeobox estdo envolvidos em outros processos como morte
celular, interacao célula-célula e célula-matriz extracelular (Raman et al., 2000;
Leroy et al., 2004; Hassan et al., 2006).

Os genes homeobox sdo divididos em duas classes. A classe | contém
genes agrupados em complexos de acordo com a seqiéncia de nucleotideos,
posicao dos introns e a associagcdo com co-fatores. A classe Il corresponde aos
genes homeobox divergentes e dispersos pelo genoma, e corresponde a maioria
dos genes (Owens & Hawley, 2002). Os genes da familia HOX pertencem a classe
| e correspondem ao principal grupo de genes homeobox, sdo 0s genes mais bem
descritos e amplamente estudados na literatura.

Os genes HOX sdo encontrados em quase todos 0s animais, exceto nas
esponjas (Lemons & McGinnis, 2006). Em humanos, os genes HOX possuem 39
membros dispostos em quatro grupos (A, B, C e D), com 9 a 11 genes em cada
grupo, localizados nos cromossomos 7, 17, 12 e 2, respectivamente (Chen et al.,
2005). Muitos estudos sugerem que a familia HOX atua diretamente em tecidos
adultos que possuem atividades proliferativas, de diferenciacdo e regeneracéo
muito intensas. Além desses processos, 0os genes HOX ativos podem também
estimular a producdo dos fatores de crescimento. O gene HOXB7 quando
superexpresso ativa o fator de crescimento fibroblastico basico (b-FGF)
favorecendo a proliferacao celular descontrolada em melanomas de pele (Caré et
al., 1996).

Nos tecidos neoplasicos, os genes homeobox podem apresentar diferentes
padroes de expressdo. Alguns genes sao re-expressos em células tumorais que
sdo originarias de tecidos em que esses genes foram expressos durante a
embriogénese. Outro grupo de genes desenvolve uma nova expressao no tecido
tumoral, ou seja, sdo expressos nas células tumorais, mas normalmente ndo séao
expressos nas células de origem durante a embriogénese. O terceiro grupo
corresponde aos genes que tém sua expressao diminuida em células neoplasicas

quando comparada a sua expressao no tecido sadio.
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Em 2006, Wu et al. verificaram que o HOXB7 estava associado a um pior
progndéstico de cancer de mama devido a sua interacdo com b-FGF. Chen et al.
(2005) estudaram a expressao de diferentes genes HOX em amostras de mucosa
normal esofagica e de CEC esofagico. Os autores verificaram que o gene HOXB7
foi expresso apenas nas amostras de CEC, sugerindo seu papel no
desenvolvimento tumoral. Yamashita et al. (2006) demonstraram que a inibigado do
HOXB7 se relaciona a diminuigao da capacidade de invasao de células malignas,
em cancer de ovario.

Hassan et al. (2006) realizaram um estudo com amostras de mucosa oral,
comparando amostras de tecido normal, apresentando displasia e CEC. Os
autores verificaram que a expressao de HOXB7 foi crescente nas amostras de
tecido normal, com displasia e com CEC, sugerindo sua importancia no
desenvolvimento e na progressao tumoral. De Souza Setubal Destro et al. (2010)
verificaram que a expressao de HOXB?7 foi estatisticamente significante maior em
amostras de CEC oral quando comparadas com amostras de mucosa normal.
Além disso, os autores verificaram que a superexpressao deste gene favorece a
proliferagcao celular tumoral, e que a sua expressado se relaciona diretamente com
o tamanho dos tumores, com metastases regionais e com a sobrevida dos
pacientes.

Existem trabalhos na literatura que demonstram que a alteracado no padréao
de expressao de HOXB7 esta envolvida com o desenvolvimento e progresséo
tumoral, prognéstico e sobrevida dos pacientes, porém, ainda nao ha estudos que
relatem o padrao de expressdao imunoistoquimica de HOXB7 em neoplasias

malignas basalbides em regido de cabeca e pescoco.
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3. PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

o Avaliar a expressdo imunoistoquimica das proteinas Ki-67, MCM-2 e
HOXB7 em neoplasias basal6ides de cabeca e pescoco (carcinomas
espinocelulares pouco diferenciados, carcinomas escamosos basal6ides e

carcinomas adendide cisticos variante sélida).

o Avaliar a utilidade destas trés proteinas indicadoras de proliferacao celular
no diagnéstico diferencial destas neoplasias basaléides.

o Correlacionar o indice de marcagao (IM) entre os trés marcadores de
proliferacdo celular independentemente do grupo tumoral.

25



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacio do trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

A realizagdo do presente pesquisa foi aprovada pelo CEP da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (001/2008).

4.2 Populacao estudada

Foram analisadas 42 amostras de tumores basaldides malignos de cabeca
e pescoco, as quais foram compostas por 15 CEC-pd, 18 CEB e nove CAC-sdlido.
Estas amostras foram coletadas dos arquivos dos seguintes laboratérios: 1-
Laboratério de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas; 2- Departamento de Anatomia Patol6gica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Profa.
Albina Altemani); 3- Departamento de Patologia Oral da Universidade de Sheffield
— Inglaterra (Prof. Paul Michael Speight); 4- Centro Clinico de Cabeca e Pescoco,
Cidade da Guatemala — Guatemala (Dr. Roman Carlos-Bregni). Os critérios
histopatolégicos usados para diagnosticar e classificar estas neoplasias
basalbides seguiram os critérios descritos e recomendados da OMS-2005.

Todas as amostras teciduais j& estavam emblocadas em parafina. Foram
feitos cortes de 5 um em cada bloco, e estes foram corados com hematoxilina e
eosina (H&E). Os cortes em H&E foram utilizados para a andlise histopatolégica
de cada amostra e os diagnésticos foram confirmados pelos pesquisadores LAR e
PAV. A analise dos cortes foi realizada em microscopia de luz, em microscopio
binocular (Nikon YS 100, Japao).

As amostras cedidas pelo Departamento de Patologia Oral da Universidade
de Sheffield — Inglaterra estavam distribuidas em uma Unica lamina, através da
técnica “Tissue Microarray”, (TMA). Vale salientar que este bloco de parafina
(TMA) foi confeccionado pelo pesquisador PAV usando um “tissue arrayer”
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(organizador de tecido), (Mitogen, Beecher Instruments, Inc.), presente no
Departamento de Patologia da Universidade de Sheffield, apds classificar estas
neoplasias segundo os critérios descritos e recomendados pala OMS em laminas
de H&E convencionais. Esta técnica se baseia na organizacdo de diferentes
amostras de tecidos em um mesmo bloco de parafina (Kononen et al., 1998). Para
a sua construcdo, foi utilizada uma agulha cilindrica (“punch”), que retirou uma
pequena parte dos tecidos incluidos em blocos de parafina pré-existentes (blocos
doadores). Posteriormente, os tecidos removidos dos blocos doadores foram
rearranjados em um novo bloco de parafina (bloco receptor). Dessa forma, 13
amostras foram colocadas em um unico bloco de parafina. Esta técnica permitiu
grande economia de reagentes e de tempo para a realizagdo das reacgdes
imunoistoquimicas. Outra vantagem da técnica é a uniformizacao das reagdes e
facilitagcdo da interpretagao comparativa entre os casos pesquisados. No presente
trabalho, 13 amostras (CEB, n=9 e CAC-sélido, n=4) foram analisadas em

triplicata em uma unica lamina, conforme o exemplo a seguir.
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Figura 1. Legenda utilizada para a confecgao de Iamina através da técnica de TMA.
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Grande parte das amostras teciduais estudadas foi obtida através de
biépsias incisionais (23 amostras, 52%) e apenas seis amostras (14%) foram
obtidas de pecas cirurgicas. A média de idade encontrada entre os 42 pacientes
foi de 57 (£14,5) anos, sendo a maioria do género masculino (76%). Apenas 27
das 42 amostras estudadas apresentaram informag¢des quanto ao tamanho do
tumor (variando de 0,2-10,0cm). Destas 27 amostras, nove pertenceram ao grupo
CEC-pd, 13 ao grupo CEB e cinco ao grupo CAC-sélido (Tabela 1). A Tabela 2
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resume as informacdes gerais obtidas sobre a populagcao estudada, em relacao a
presenga de metastases, tratamento empregado e recorréncias.

Com relagdo ao habito de fumar, foi verificado que 10 pacientes eram
fumantes (seis pacientes do grupo CEC-pd e quatro pacientes do grupo CEB), oito
nao fumavam (cinco pacientes do grupo CEC-pd, dois pacientes do grupo CEB e
um paciente do grupo CAC-sélido), e em 34 casos esta informagdo nao estava
disponivel. Entre os pacientes fumantes, um utilizava cigarro de palha e o restante
utilizava cigarros com filtro de papel, variando entre 10 a 20 cigarros por dia.
Quanto ao habito de consumir bebida alcodlica regularmente, apenas cinco
pacientes relataram nao consumir este tipo de produto, porém esta informacao

nao estava disponivel para os demais pacientes.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais da populacao estudada.

Tipo de
tumor

Género

Idade
média

(anos)

Localizacao

Tamanho
(variacao da
maior extensao -

cm)

CEC-pd
(n=15)

CEB
(n=18)

CAC
Sdlido
(n=9)

F=1
M=14

F=1
M=17

F=8
M=1

57

61

50

gengiva (maxila) (n=1)
gengiva (mandibula) (n=1)
palato duro (n=2)
assoalho bucal (n=2)
labio superior (n=1)

labio inferior (n=1)
hipofaringe (n=2)

laringe (n=3)

orbita (n=1)

ND (n=1)

gengiva (maxila) (n=1)
palato duro (n=1)
palato mole (n=1)
trigono retromolar (n=1)
lingua (n=4)

assoalho bucal (n=1)
mucosa jugal (n=2)
laringe (n=2)

ND (n=5)

palato mole (n=3)

mucosa jugal (n=1)

glandula submandibular (n=1)
ND (n=4)

1,1-10,0

0,2-9,0

0,2-10,0

*F= feminino; M= masculino; ND= ndo disponivel; CEC-pd= carcinoma espinocelular pouco-

diferenciado; CEB= carcinoma escamoso basalbide; CAC-sélido= carcinoma adendide cistico do

tipo sélido

30



Tabela 2. Avaliacao da presenca de metastases, tratamento empregado e recorréncias.

Numero
Tipo de . L
de Metastase Tratamento Recorréncia
tumor
amostras
CEC-pd 15 linfonodos cervicais Cirargico (n=2)  Ausente (n=3)
(n=4) ND (n=13) ND (n=12)
ausente (n=4)
ND= (n=7)
CEB 18 linfonodos cervicais Cirurgico (n=2)  Presente (n=2)
(n=3) C+R+Q (n=1) Ausente (n=3)
ausente (n=9) ND (n=15) ND (n=13)
ND (n=6)
CAC-solido 09 Pulméo (n=2) Cirargico (n=3)  Presente (n=2)
Ausente (n=6) ND (n=6) Ausente (n=1)
ND (n=1) ND (n=6)

* ND= nao disponivel. C+R+Q= cirurgia, radioterapia e quimioterapia.

4.3 Estudo Imunoistoquimico

As reacdes de imunoistoquimica para Ki-67, Mcm-2 e HOXB7 foram
realizadas em cortes de 3um fixados em laminas previamente silanizadas. Os
cortes foram diafanizados em xilol, hidratados em concentracdes decrescentes de
alcool e lavados em agua corrente e em agua destilada. Em seguida foi realizado
0 bloqueio da peroxidase enddégena com peréxido de hidrogénio 10 volumes em
cinco banhos de cinco minutos cada. A recuperacao antigénica utilizada foi o acido
citrico 0,01M, pH=6,0, em panela de pressado durante trés minutos. Depois de
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atingirem a temperatura ambiente, os cortes foram entdo lavados em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) em pH=7,4.

Em seguida, os cortes foram tratados com 1% albumina sérica bovina
(BSA) em PBS durante uma hora, e incubados em camara Umida por 18h a 4°C
com o anticorpo primario. Apds a incubacdo, os cortes foram lavados por trés
vezes com solucdo de PBS, e em seguida foram incubados com o anticorpo
secundario. Os anticorpos primarios e secundéarios utilizados, a diluicdo
empregada e os fabricantes dos anticorpos estdo descritos na Tabela 3.

Nos casos em que o LSAB™ foi utilizado com anticorpo secundario, os
cortes foram cobertos com biotina e colocados em estufa a 37°C durante 30
minutos, e posteriormente lavados com PBS por trés vezes. Em seguida, os cortes
foram cobertos com a streptavidina, e novamente colocados em estufa a 37°C por
30 minutos, para depois serem lavados com PBS. Apés esta etapa, os cortes
foram entdo incubados com a solugdo cromégena (diamino-benzidina-DAB), em
estufa, durante cinco minutos.

Para os casos em que o sistema Advance™ HRP foi utilizado como
anticorpo secundario, os cortes foram cobertos com o Advance™ HPR Link e
colocados em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds as trés lavagens com PBS, os
cortes foram cobertos com a enzima Advance™ HRP, e colocados em estufa a
37°C por 30 minutos. Em seguida foram incubados com a solugdo cromégena
diaminobenzidina (DAB), em estufa, durante cinco minutos.

Apés a revelagdo com o cromdgeno, todos os cortes foram contra-corados
com hematoxilina de Carazzi por trés minutos, lavados em agua corrente e agua
destilada, desidratados com solu¢des alcodlicas em concentragdes crescentes e
diafanizados em xilol. As laminas finalmente foram montadas com as laminulas
utilizando Béalsamo do Canada. Em todas as reacdes imunoistoquimicas foram
utilizados controles positivos (amostras de CEC de lingua) e controles negativos
(amostras de CEC de lingua com omissao do anticorpo primario).
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Tabela 3. Informagdes sobre o0s anticorpos primarios e secundarios utilizados.

] Diluicao e
Anticorpo i ) .
L. Clone Isétopo Anticorpo Marca e Origem
Primario .
secundario
Ki-67 MIB-1 Monoclonal, 1:200, LSAB™ Dako, Glostrup,
Rato Dinamarca
Mcm-2 CTRCT2.1  Monoclonal, 1:50, Advance™  Novocastra, Newcastle,
Rato Reino Unido
HOXB7 - Policlonal, 1:100, LSAB™ Invitrogen, Camarillo,
Coelho EUA

4.4 Histomorfometria (Contagem das Células Tumorais)

O indice de marcacao (IM) das proteinas Ki-67, Mcm-2 e HOXB?7 foi obtido
através da porcentagem de células positivas de cada caso. Foram avaliadas as
populagdes celulares neoplasicas dos trés tipos tumorais. As células consideradas
positivas apresentavam somente marcacao nuclear, independente da intensidade
da marcagdo (cor marrom). J& as células consideradas negativas nao
apresentaram coloragdo caracteristica na regido nuclear. Foram analisados
aleatoriamente seis campos com aumento de 400X para cada caso. A contagem
das células foi realizada no sistema de analise de imagem KONTRON KS 400
(Carl Zeiss, Alemanha).
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4.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados através de testes
estatisticos nado paramétricos (Teste de Kruskal-Wallis e Coeficiente de
Spearman). O programa NCSS 2000 (NCSS, Kaysville — EUA) foi utilizado para o
processamento destes dados, os quais foram compostos por idade, género e
média da porcentagem de expressao de Ki-67, Mcm-2 e HOXB7. Os valores foram
considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas

A idade média encontrada nos 42 pacientes estudados foi 57(+14,5) anos, e
este mesmo valor foi encontrado para o grupo CEC-pd (57 anos, £12,1). Para os
grupos CEB e CAC-sdélido, a idade média foi de 61 anos (x14,1) e 50 anos (x17,4),
respectivamente. O género masculino foi predominantemente afetado nos grupos
CEC-pd e CEB, em 93% e 94% dos casos. Porém, nos casos de CAC-sélido o
género feminino foi 0 mais acometido (89%), (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao da populacéao estudada em idade e género em relagao aos distintos

tipos de neoplasias.

CEC-pd CEB CAC solido
Idade
(anos) 57 (£12,1) 61 (£14,1) 50 (£17,4)
Genero (1:14) (1:17) (8:1)
(F:M) ' ' '

Abreviaturas similares a tabela 1.

Quanto a localizagdo, 23 casos estudados acometeram a cavidade oral,
cinco estavam localizados em laringe, dois em hipofaringe, um em glandula
submandibular, um em 6érbita, e em 10 casos as informagbes sobre a localizagao
das lesbes ndo estavam disponiveis.

Nao foi possivel correlacionar o tamanho dos tumores com o IM das
proteinas estudadas, ou seja, a expressdo das proteinas variou de forma
independente do tamanho das lesGes tumorais (Tabela 5). As informagbes
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relacionadas ao tratamento dos pacientes ndo foram obtidas na maioria dos
casos. Apenas dois casos encaminhados ao Laboratério de Patologia (FOP-
UNICAMP) e trés casos atendidos no Orocentro (FOP-UNICAMP) apresentaram
informacdes relacionadas ao tratamento das lesées. Os pacientes foram
encaminhados para o cirurgiao de cabeca e pescoco, e o tratamento proposto foi
cirurgico em quatro casos (dois casos de CEB e dois casos de CEC-pd) e cirargico

com radioterapia e quimioterapia adjuvantes em um caso (CEB).

Tabela 5. Tamanho médio das lesbes tumorais.

CEC-pd CEB CAC sdlido

Tamanho médio
4,3 (3,4) 2,9 (¥2,6) 4,8 (+4,8)
(cm)

5.2 Caracteristicas histopatologicas das amostras coradas em H&E.

CEC-pd

As amostras de CEC-pd apresentaram corddes neoplasicos com margens
pouco definidas e ilhas de células tumorais indiferenciadas invadindo o tecido
conjuntivo subjacente. As células neoplasicas apresentaram morfologia variavel,
com citoplasma eosinofilico escasso e nucleos hipercrométicos. O tecido
conjuntivo apresentou aspecto fibrocelular e as figuras de mitoses foram
freqUentes. No entanto, a diferenciagdo escamosa foi evidente em todos estes
casos, na forma de queratinizacao focal (extracelular ou intracelular), de grupos
celulares a células individuais. E possivel notar a presenca de ilha formada por

células basal6ides neoplasicas. (Figura 2).
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Figura 2. Carcinoma espinocelular pouco-diferenciado. Coloragao em H&E.

A. Visdo panorémica do tumor em assoalho
bucal, apresentando superficie ulcerada,
cordbes neoplasicos com margens pouco
definidas e ilhas de células tumorais

invadindo o tecido conjuntivo subjacente

(25x).

B. Illha de células tumorais com evidente
diferenciagdo  escamosa. As  células
apresentam morfologia variavel, discreta
palicada periférica, citoplasma eosinofilico
escasso e nucleos  hipercromaticos.
Evidencia-se também tecido conjuntivo
fibrocelular associado a infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario focal (200x).

C. Células neoplésicas indiferenciadas
mostrando citoplasma eosinofilico evidente,
ndcleo vesicular com nucléolo central

evidente e figuras de mitoses atipicas (400x).
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CEB

Ao exame microscopico, as amostras de CEB apresentaram como
caracteristica principal duas populagdes celulares distintas, uma formada por
células basaldides, e outra populacao de células com diferenciacdo escamosa. As
células basalbéides organizaram-se em lébulos irregulares apresentando areas
centrais de comedonecrose. Foi possivel notar nucleos celulares hipercromaticos
e nucléolos pouco evidentes. As células basaldides se organizaram em palicada
na periferia dos I6bulos. Mitoses atipicas foram comuns em todas as amostras. As
células da populacdo escamosa apresentaram pleomorfismo e citoplasma

eosinofilico (Figura 3).
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Figura. 3. Carcinoma escamoso basaloide. Coloragao em H&E.

A. Visdo panordmica do tumor afetando
gengiva. Presenca de Iébulos tumorais
apresentando células basal6ides e

comedonecrose na porgao central (25x).

B. Lébulo tumoral mostrando a diversidade
morfolégica das células neoplésicas. Note
mitoses atipicas, hipercromatismo nuclear e
nucléolos pouco evidentes. Na periferia dos
I6bulos, as células basal6ides organizam-se
em paligada, enquanto na parede central é

possivel observar comedonecrose (400x).

C. llhas tumorais com células apresentando
diferenciacdo escamosa com discretas
juncdes intercelulares. Pleomorfismo celular
e mitoses atipicas evidentes. As ilhas
tumorais estdo separadas por feixes de
tecido conjuntivo fibrocelular (200x).
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CAC-solido

O CAC-solido apresentou ninhos ou cordées formados por células
basaldides, pequenos espacgos preenchidos com material mucoso, figuras de
mitoses atipicas freqlientes e tecido conjuntivo hialino circundando esses ninhos

ou corddes celulares (Figura 4).

40



Figura 4. Carcinoma adenéide cistico tipo sélido. Coloracdo em H&E.

A. Visdo panoramica do tumor em palato mole utilizando a técnica TMA. Presenga de ninhos e
corddes com células basalbides e estroma hialino (100x). B. Ninhos de células basalbides
apresentando nucleos hipercromaticos e citoplasma escasso, figuras de mitoses, e espagos
pseudoductais preenchidos com material mucéide (400x).
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5.3 Caracteristicas Imunoistoquimicas

Todos os marcadores de proliferagéo celular foram positivos em todos os
casos avaliados (n=42).

Ki-67

A proteina Ki-67 apresentou IM semelhante entre os grupos CEC-pd
(IM=43,56 +10,7) e CEB (IM=42,22 +16,8). O IM de Ki-67 para o grupo CAC sélido
(IM=18,74 18,3, p<0,05) foi menor quando comparado aos dois primeiros grupos,

correspondendo quase a metade dos valores encontrados (Tabela 6), (Figura 5).

Tabela 6. indice de marcagdo da proteina Ki-67 nos diferentes tipos de neoplasias
basaldides avaliadas neste estudo.

CEC-pd CEB CAC-solido
Média 43,54 +10,7 42,22 +16,8 18,74 18,3
Variacao 27,74 — 63,51 11,32 — 69,41 11,65 — 34,26
Mediana 46,98 42,10 15,53

Abreviaturas similares a tabela 1.
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Figura 5. Padrdo da imunoexpressdo de Ki-67 em carcinoma espinocelular pouco-diferenciado,

carcinoma escamoso basaldide e carcinoma adendide cistico tipo sélido.

A. Carcinoma espinocelular pouco-

diferenciado. A marcacdo € intensa e
distribuida de forma homogénea por toda

populagéo neoplasica (400X).

B. Carcinoma escamoso basaldide. A
marcagao da proteina é intensa e distribuida
por todo o I6bulo tumoral (200x).

C. Carcinoma adendide cistico tipo soélido.
Numerosas células sdo positivas, porém em
menor nimero quando comparado com o
carcinoma espinocelular pouco-diferenciado

e carcinoma escamoso basal6ide (400x).
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Mcm-2

O IM de Mcm-2 foi maior no grupo do CEB e estatisticamente significativo
(IM=55,57 +13,4, p<0,05), quando comparado aos demais grupos estudados.
Seguindo em ordem decrescente, o IM para Mcm-2 foi igual a 35,55 +19,5 para o
grupo CEC-pd e 28,60 10,1 para o CAC-s6lido (Tabela 7), (Figura 6).

Tabela 7. indice de marcagdo da proteina Mcm-2 nos diferentes tipos de neoplasias

basaldides avaliadas neste estudo.

CEC-pd CEB CAC-solido
Média 35,55 (£19,5) 55,57 (£13,4) 28,60 (x10,1)
Variacao 7,69 —73.28 27,29 - 76,05 11,00 — 43,16
Mediana 39,89 53,70 26,69

Abreviaturas similares a tabela 1.
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Figura 6. Padrdo da imunoexpressdao de Mcm-2 em carcinoma espinocelular, carcinoma

escamoso basaléide e carcinoma adenoide cistico tipo sélido.

A. Carcinoma  espinocelular  pouco-
diferenciado. A periferia da ilha tumoral
apresenta células neoplasicas fortemente
positivas para Mcm-2. Note que algumas

células ao centro sdo negativas (400x).

B. Carcinoma escamoso basaldide. A

marcacao € intensa e bem distribuida em

todas as células tumorais (400x).

C. Carcinoma adendide cistico tipo solido. A
marcacao nuclear esta distribuida de maneira
homogénea. Note que a marcagdo das
células luminais

(400x).

também sdo positivas
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HOXB7

O padrao de imunoexpressao da proteina HOXB7 nos tumores analisados
foi similar ao da proteina Mcm-2, ou seja, o grupo CEB (31,28 £11,6) apresentou
uma maior expressdao quando comparado ao CEC-pd (23,19 +8,4) e ao CAC-
sélido (18,66 +9,8), (Tabela 8), (Figura 7). A reacao para HOXB7 nao foi realizada
em quatro casos de CAC sdlido por falta de amostra tecidual.

Tabela 8. indice de marcagéo da proteina HOXB?.

CEC-pd CEB CAC-solido
Média 23,19 +8.,4 31,28 +11.,6 18,66 +9.,8
Variacao 7,74 — 37,56 10,58 — 49,88 4,44 — 32,34
Mediana 25,00 31,39 17,64

46



Figura 7. Padrédo da imunoexpressdo de HOXB7 em carcinoma espinocelular pouco-diferenciado,

carcinoma escamoso basaléide e carcinoma adenoide cistico tipo solido.

A. Carcinoma  espinocelular  pouco-
diferenciado. Marcacdo nuclear nas células
neoplasicas periféricas e centrais com igual
intensidade. Note que algumas células sao
negativas (400x).

B. Carcinoma escamoso basaldide. A
marcagdo de HOXB7 com intensidade
variavel envolve numerosas células por todo

I6bulo tumoral (400x).

C. Carcinoma adendide cistico tipo sélido.
Marcagdo nuclear intensa, porém em menor
namero quando comparado com o carcinoma
espinocelular pouco-diferenciado e
carcinoma escamoso basal6ide (400x).
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No grupo CEC-pd, o marcador biolégico com maior IM foi o Ki-67, seguido
do Mcm-2 e HOXB?. Para os grupos CEB e CAC-sélido o IM referente ao Mcm-2
foi o maior, seguido do Ki-67 e HOXB7. A mediana foi determinada entre os
grupos de tumores com o objetivo de se determinar a alta e a baixa expressao dos
marcadores de proliferacao celular.

Para avaliar a positividade dos marcadores de proliferacdao celular,
independente do grupo tumoral, foi utilizado o “Coeficiente de Spearman”. Foi
possivel observar uma correlacao direta e estatisticamente significante entre a
expressdo dos marcadores de proliferagdo celular avaliados, como mostra a
Tabela 9.

Tabela 9. Coeficiente de Sperman para avaliagdo da imunoexpressdo dos marcadores Ki-
67, Mcm-2 e HOXB?.

Ki-67 Mcm-2 HOXB7
Ki-67 rs= 1,00000 rs=0,331996 rs= 0,464092
p= 0,000000 p=0,031715 p= 0,002920
Mcm-2 rs= 0,331996 rs= 1,000000 rs= 0,468016
p=0,031715 p= 0,000000 p= 0,002660
HOXB7 rs= 0,464092 rs= 0,468016 rs= 1,000000
p= 0,002920 p= 0,002660 p= 0,000000

48



6. DISCUSSAO

As neoplasias malignas epiteliais basaldides apresentam algumas
caracteristicas histopatoldégicas comuns, como o padrao soélido de crescimento
formado por ilhas de células neoplasicas, células malignas com citoplasma
escasso, nucleo hipercromatico e comedonecrose no centro das ilhas tumorais.
Embora os tumores basalbides compartihem de algumas caracteristicas
microscépicas, apresentam  diferengas importantes relacionadas ao
comportamento clinico, progndstico e protocolo de tratamento (Coletta et al., 2002;
Coletta et al., 2006; Khaldi et al., 2006). Além do CEB, CAC-s6lido e CEC-pd,
outros tumores sao considerados neoplasias basaldides de cabeca e pescoco
como carcinoma neuroendocrino, CEC de pequenas células, adenocarcinoma de
células basais e ameloblastoma maligno (Banks et al., 1992; Coppola et al., 1993;
Barnes et al., 1996; Ferlito et al., 1997; Coletta et al., 2002). Na presente pesquisa
conseguimos coletar um numero razoavel de amostras tumorais de CEC-pd
(n=15), CEB (n=18) e CAC-sdlido (n=9) através da unido de quatro laboratérios de
histopatologia, sendo dois nacionais (Piracicaba-SP e Campinas-SP) e dois
internacionais (Guatemala e Reino Unido). Vale ressaltar que existem poucos
trabalhos na literatura avaliando séries com mais de 15 amostras de CEB.

O CEC corresponde a 90% de todas as neoplasias malignas em regiao de
cabeca e pescoco, portanto, € o tumor maligno mais comum em nasofaringe,
hipofaringe, laringe, cavidade oral e orofaringe (Chan et al., 2005; Cardesa et al.,
2005; Johnson et al., 2005; Al-Reefy et al., 2007; Marur et al., 2008). Em regido de
cabeca e pescoco, o CEC é mais freqiente em homens, embora a relacédo
homem/mulher varie entre as diferentes populagdes. No presente trabalho, os
homens (n=14) foram mais afetados por CEC-pd do que as mulheres (n=1). A
faixa etaria mais acometida pelo CEC varia de acordo com a regiao anatémica
afetada. Assim, nos casos de CEC em laringe e hipofaringe, a faixa etaria mais
atingida esta entre 50 e 70 anos, e entre 40 e 60 anos para CECs localizados em
nasofaringe, cavidade oral e orofaringe (Chan et al., 2005; Johnson et al., 2005). A
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idade média encontrada entre 0s nossos pacientes foi 57 anos. Porém, quando
dividimos o grupo CEC-pd de acordo com a localizagcdo tumoral este valor muda
para 59 anos para tumores em cavidade oral e orofaringe, 58 anos em laringe e 56
anos para aqueles localizados em nasofaringe. Recentemente, a incidéncia de
cancer em regiao de orofaringe entre pacientes jovens tem aumentado. Este
aumento tem sido atribuido a uma maior exposi¢cao dos jovens ao HPV. Embora a
presenca do HPV nao tenha sido avaliada nas nossas amostras, alguns estudos
demonstram que pacientes infectados pelo HPV apresentam um melhor
progndstico e respondem melhor ao tratamento quando comparados aos demais
pacientes com CEC (Gillson et al., 2000; Kreimer et al., 2005; Chaturvedi et al.,
2008).

Microscopicamente, o CEC-pd caracteriza-se por células epiteliais
indiferenciadas que invadem profundamente o tecido conjuntivo adjacente.
Embora ndo seja comum, algumas vezes essas células podem se organizar em
padrées basaldides com pequenos ninhos ou corddes irregulares, com discreta
palicada periférica. Geralmente, o padrdo de queratinizagcdo no CEC-pd € pouco
evidente. As células neoplasicas sao predominantemente imaturas, ou seja, séo
pequenas, pleomorficas, e com nucleos hipercromaticos. As figuras de mitoses
atipicas sao frequientes neste tipo de tumor. O estroma normalmente reage a
invasdo das células tumorais, com aumento no depdsito de matriz extracelular,
proliferacdo de miofibroblastos e aumento da vascularizacao local (Barnes et al.,
1996; Cardesa et al., 2005). As amostras de CEC-pd (n=15) avaliadas neste
estudo obedeceram as caracteristicas histopatolégicas descritas pela OMS, como
mostra a figura 2.

Até o inicio da década de 1990, a cirurgia e a radioterapia eram
consideradas as Unicas modalidades terapéuticas efetivas para o tratamento do
cancer em cabeca e pescogo. A partir dai, a quimioterapia foi inserida em alguns
protocolos de atendimento com o objetivo de reduzir o nimero de metastases (Al-
Sarraf et al., 1998; Forastiere et al., 2003; Marur et al., 2008). O estadiamento
clinico do tumor (TNM) e a viabilidade da ressecgdo cirurgica sao fatores
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determinantes no estabelecimento do protocolo de tratamento. O tratamento do
cancer de cabeca e pescoco requer uma abordagem multidisciplinar envolvendo
médicos e outros profissionais da area da saude (Marur et al., 2008). Pelo menos
dois dos 15 pacientes avaliados foram tratados apenas cirurgicamente.

O CEB corresponde a 2% de todas as neoplasias malignas da regiao de
cabeca e pescogo, com cerca de 200 casos publicados na literatura (Soriano et
al., 2008). Trata-se de uma variante altamente agressiva do CEC, caracterizada
microscopicamente pela presenga do padréo basal6ide e do padrao escamoso
(Zbaren et al., 2004; Cardesa et al., 2005). Embora a sua ocorréncia seja relatada
em ambos os géneros, os homens sdao mais freqliientemente afetados. Em
concordancia com a literatura, o presente estudo avaliou 18 pacientes
diagnosticados com CEB em regidao de cabeca e pescogo, sendo que destes,
apenas um pertenceu ao género feminino. A idade média encontrada no grupo de
pacientes da pesquisa foi igual a 61 anos, também em concordancia com a
literatura que relata uma variagdo entre 60 e 80 anos de idade (Cardesa et al.,
2005).

Clinicamente o CEB apresenta-se como uma massa exofitica, geralmente
ulcerada e sangrante em sua por¢ao central. Os sintomas variam de acordo com a
area acometida, sendo os mais comuns: dor, perda de peso, rouquidao, disfagia e
tosse (Wain et al.,, 1986; Banks et al., 1992; Cardesa et al., 2005). O habito de
fumar e o consumo excessivo de bebidas alcodlicas estdo intimamente associados
com o desenvolvimento da doenca (Banks et al., 1992; Cardesa et al., 2005).
Embora poucas informagdes clinicas tenham sido obtidas, foi possivel verificar
que dos 18 pacientes estudados quatro eram fumantes e dois ndo tinham o habito
de fumar.

A principal caracteristica histopatolégica do CEB é a presenca de grandes
areas de epitélio neoplasico com aspecto basaldide associado a(s) area(s) de
CEC in situ, invasivo ou foco(s) de displasia no epitélio de revestimento (Wain et
al., 1986; Banks et al, 1992; Barnes et al., 1996; Sampaio-Gbes et al., 2005;

Soriano et al, 2008). Os casos de CEB aqui relatados apresentaram
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caracteristicas como padrao basaléide composto por massas sélidas formadas por
células em arranjo lobular em proximidade com a superficie; células basalbides
pequenas com citoplasma escasso, com nucleos hipercromaticos e nucléolos
pouco evidentes; células com diferenciacdo escamosa focal; assim como areas de
comedonecrose conforme ilustrado na figura 3.

Quanto ao tratamento, Soriano et al. (2008) sugeriram uma abordagem
mais agressiva do que a adotada para o CEC, com esvaziamento cervical em
todos os casos independente da presenca ou nao de linfonodos metastaticos. De
acordo com Bonner et al. (2006), a associacao das modalidades terapéuticas no
tratamento de tumores de cabeca e pescogo se mostrou mais eficiente quando
comparado ao tratamento radioterapico isoladamente. Pelo menos trés dos 18
pacientes avaliados foram tratados cirurgicamente, sendo que apenas um deles
recebeu quimioterapia adjuvante (presenca de metastase cervical).

O CAC é a segunda neoplasia maligna mais comum em glandulas
salivares, sendo superada apenas pelo carcinoma mucoepiderméide (Lopes et al.,
1999; Ito et al., 2005; da Cruz Perez et al., 2006a; Pires et al., 2007). Trata-se de
uma neoplasia maligna basal6ide formada por populacdées de células epiteliais e
mioepiteliais modificadas. Dependendo de como essas células se organizam, o
CAC pode apresentar diferentes padrées morfolégicos como: tubular, cribiforme e
solido. Embora apresente um curso clinico lento, o CAC-sélido € uma neoplasia
maligna muito agressiva com capacidade de invasado neural e éssea, e de produzir
metastases a distancia tardiamente. Este tumor representa cerca de 10% das
neoplasias epiteliais de glandulas salivares, e afeta principalmente as glandulas
parotidas, submandibulares e salivares menores intra-orais (EI-Naggar & Huvos
2005; da Cruz Perez et al, 2006a). Entre os nove casos de CAC-sélido
analisados, um estava localizado em glandula submandibular e oito em glandulas
salivares menores (sendo dois casos em palato mole, um em mucosa jugal, e as
demais sem localizacao especifica). Este tumor ocorre com maior freqiéncia em
pacientes adultos ou idosos. A média de idade encontrada no presente trabalho foi

de 61 anos. A literatura também relata que o CAC néo apresenta predilegéo por
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género, exceto em casos de tumores localizados em glandula submandibular que
sdo mais comuns em mulheres (Nascimento et al., 1986; Bradley, 2004; EI-Naggar
& Huvos 2005). No presente estudo oito pacientes pertenceram ao género
feminino e apenas um paciente pertenceu ao género masculino.

Ao exame clinico, o CAC comumente se apresenta como uma massa de
crescimento lento, e pode ou ndo estar associada a dor e paralisia do nervo facial,
dependendo da sua localizagao (Nascimento et al., 1986; El-Naggar & Huvos
2005; Rapidis et al., 2005). Como caracteristicas histopatolégicas, o CAC
apresenta dois tipos celulares principais, as células epiteliais ductais e as células
mioepiteliais modificadas. Este componente mioepitelial normalmente apresenta
nucleos pequenos angulados e hipercromaticos, e citoplasma basofilico. O padrao
morfolégico sdlido € caracterizado pela presenca de ninhos formados por células
basalbides e pequenas formagdes ductais. O estroma comumente se apresenta
hialinizado, mas pode apresentar areas mixéides. Invasdes tumorais em tecido
0sseo, peri- e intraneurais sdo comuns (Ellis & Auclair 1996; El-Naggar & Huvos
2005; Rapidis et al., 2005; da Cruz Perez et al., 2006a). As amostras de tumores
CAC-sélido avaliados neste estudo apresentaram as caracteristicas descritas
anteriormente, conforme mostra a figura 4.

O ciclo celular € um evento altamente regulado que tem como objetivo
principal duplicar o genoma uma unica vez a cada novo ciclo. Alteragdes neste
processo tdo complexo resultam em proliferacdo celular descontrolada e
exacerbada, e consequentemente no desenvolvimento de neoplasias malignas
(van Diest et al., 1998; Pich et al., 2004). Assim, células tumorais apresentam uma
maior atividade proliferativa, e por isso o estudo de marcadores de proliferacdo
celular como Ki-67, Mcm-2 e expressdo do HOXB7 se torna imprescindivel para
avaliar o potencial de malignidade e prognéstico dos tumores malignos. Além
disso, os marcadores de proliferacdo celular também podem auxiliar no
diagnéstico de tumores com caracteristicas morfolégicas semelhantes, mas com

diferentes padrées de atividade proliferativa.
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A proteina Ki-67 é um polipeptideo amplamente conhecido como marcador
de proliferacao celular, que é expressa nas fases G1, S e G2, no ndcleo de células
ciclitizantes (Gerds et al.,, 1984). Estudos prévios com CECs orais demonstraram
que altos indices de Ki-67 estdo associados a um progndstico desfavoravel, com
diminuicdo da sobrevida (Silva et al., 2004; Rodrigez-Tojo et al., 2005; Malhotra et
al., 2009). Altas expressdOes de Ki-67 também estdo relacionadas com o
comportamento clinico mais agressivo e a um pior progndstico em tumores de
glandulas salivares (Norberg-Spaak et al., 2000; Seethala et al., 2007; Vargas et
al., 2008). Ferlito et al. (1997) sugeriram que a proteina também pode auxiliar na
diferenciacao entre CEB e CAC-sélido, ja que o IM de Ki-67 foi maior nas
amostras de CEB quando comparadas com as amostras de CAC. Os valores
médios dos IMs encontrados nas amostras de CEC-pd, CEB e CAC sélido, foram
iguais a 43,54%, 42,22% e 18,74%, respectivamente. Os valores encontrados
para os grupos CEC-pd e CEB foram muito semelhantes, porém o grupo CAC-
sélido apresentou o menor IM para Ki-67 (p<0.05). Esses resultados reforgam a
sugestao de Ferlito et al. (1997), que indicaram o Ki-67 como biomarcador na
diferenciacao de neoplasias basalbides de cabeca e pescoco como o CAC e o
CEB.

A proteina Mcm-2 pertence a uma familia de proteinas envolvidas na fase
inicial de replicacao do genoma (Moirano et al., 2006). O aumento na expressao
destas proteinas esta relacionado ao reinicio constante do ciclo celular, ou seja,
com a atividade proliferativa intensa dos tumores malignos. Kodani et al. (2003)
verificaram que a expressdo de Mcm-2 foi maior em CECs moderadamente
diferenciados em comparacédo aos CECs bem-diferenciados. Seguindo a mesma
linha, Li et al. (2008) também observaram uma maior expressao desta proteina em
CECs de lingua quando comparada com a expressao encontrada em lesdes
displasicas. Vargas et al. (2008) avaliaram a expressao de Mcm-2 em diferentes
neoplasias de glandulas salivares e sugeriram que a Mcm-2 € um marcador de
proliferacao celular sensivel em tumores de glandula salivar e que esta proteina

pode auxiliar no diagnéstico diferencial entre CAC e adenocarcinoma polimorfo de
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baixo grau. De maneira semelhante a alguns trabalhos relatados na literatura, o
presente estudo também encontrou uma relacao direta entre a expressdao de Mcm-
2 e a agressividade tumoral. Entre as 42 amostras estudadas, o IP de Mcm-2 foi
maior e estatisticamente significante no CEB (55,57) em comparagdo aos grupos
CEC-pd (35,55) e CAC-sdlido (28,60).

A proteina HOXB7 foi imunoreativa em todas as amostras estudadas. O
gene HOXB7 pertence a familia de genes HOX, cuja expressao inapropriada esta
associada ao desenvolvimento e progressédo de tumores malignos. Hassan et al.
(2006) observaram que a expressdao de HOXB7 foi maior em amostras de CEC
oral, quando comparada com amostras de tecidos normais ou displasicos. De
Souza Setubal Destro et al. (2010) verificaram que a expressao de HOXB7 foi
maior em amostras de CEC oral (p<0.05), quando comparadas com amostras de
mucosa normal. Além disso, os autores verificaram que a sua expressao se
relacionou diretamente com o tamanho dos tumores, metastases regionais e
sobrevida dos pacientes. O padrao de expressdo de HOXB7 nos tumores deste
estudo foi semelhante ao padrdo encontrado para Mcm-2. O grupo CEB
apresentou maior imunoexpressao (31,88, p<0,05), seguido dos grupos CEC-pd
(23,19) e CAC-sdlido (18,66).

Devido a grande dificuldade em obter as informacdes clinicas dos pacientes
nao encontramos correlagdo estatisticamente significante entre os dados clinicos
como, tamanho do tumor, tratamento, metastases, recorréncias e progndstico dos
tumores. Esta nao significancia na correlacdo entre esses dados e a expressao
dos marcadores de proliferacao celular ndo deve ser considerada, ja que os dados
obtidos foram minimos.

Comparado os valores de IM encontrados em cortes histolégicos comuns e
em cortes histolégicos pequenos confeccionados através da técnica TMA verifica-
se que nao ha diferenca estatisticamente significante entre esses valores. Os
resultados encontrados reforcam a importancia da técnica TMA que se baseia na
organizacao de diferentes amostras de tecidos em um mesmo bloco de parafina
(Kononen et al., 1998). Esta técnica permitiu grande economia de reagentes e de
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tempo para a realizagdo das reacdes imunoistoquimicas, e favoreceu a
uniformizacdo das reacbes. Além disso, esta técnica facilitou a interpretacao
comparativa entre os casos pesquisados, pois diferentes amostras estavam
organizadas lado-a-lado em uma Unica lamina.

No presente trabalho foi verificado que Mcm-2 apresentou um maior [P
quando comparada com a Ki-67, assim como com a expressao do HOXB7. De
acordo com a literatura a Mcm-2 é expressa durante todo o ciclo celular, inclusive
no inicio de G1, ao passo que a Ki-67 inicia a sua expressao apenas em estagios
mais avancados de G1 (Gerdes et al.,, 1984; Key et al., 1994; Kearsey & Labib
1998; Vargas et al., 2008). Embora a literatura ndo relate com clareza em que ou
quais fases do ciclo celular a proteina HOXB7 esta expressa, no presente estudo
a HOXB7 apresentou um padrao de expressédo semelhante a Mcm-2.

Embora as trés neoplasias basaléides apresentem comportamentos
clinicos agressivos e prognosticos ruins, diversos trabalhos indicam o CEB como
sendo o pior deles, seguido do CEC-pd e CAC-sélido, respectivamente (Wain et
al., 1986; Ferlito et al., 1997; Coletta et al, 2001). O padrao de expressao
apresentado pela Mcm-2 e a HOXB7 sugere que possivelmente sejam
marcadores de proliferacdo muito sensiveis, ja que a expressao destas proteinas
foi decrescente para os grupos CEB, CEC-pd e CAC-sdlido, respectivamente. A
sensibilidade destes marcadores ja havia sido relatada por outros autores em
alguns trabalhos envolvendo CECs e lesdes pré-malignas em regido de cabeca e
pescoco (Kodani et al., 2001; Kodani et al., 2003; Hassan et al., 2006; Li et al.,
2008; Torres-Rendon et al., 2009). As proteinas Ki-67, Mcm-2 e HOXB7 também
podem também funcionar como biomarcadores auxiliares na determinagdo do
correto diagnostico de neoplasias basaldides de cabeca e pesco¢o como o CEB e
o CAC-sdlido.

O presente trabalho é o primeiro na literatura a correlacionar a expressao
de Mcm-2 e HOXB7 em neoplasias basaldides de cabeca e pescoco. Os
resultados encontrados sugerem que a expressao dessas proteinas esta

diretamente relacionada com o comportamento biolégico agressivo dos tumores
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estudados. Novos estudos sobre a expressao dessas proteinas em neoplasias de
cabeca e pescoco sao necessarios para confirmar os resultados encontrados no

presente trabalho e para determinar o valor prognostico de Mcm-2 e HOXB?.
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7. CONCLUSOES

Os trés grupos tumorais estudados acometeram pacientes adultos entre 40
e 60 anos de idade e o tamanho médio desses tumores foi de 4,0cm.

A expressao de Mcm-2 e HOXB7 foram crescentes para os grupos CAC-
solido, CEC-pd e CEB. Esses resultados sugerem que o CEB apresenta um
maior potencial proliferativo, seguido do CEC-pd e CAC-sdlido.

A expressédo de Ki-67 nas amostras de CAC solido foi estatisticamente
menor quando comparada com os demais grupos tumorais (18,74% 18,3,
p<0,05).

No grupo CEC-pd, o marcador bioldégico com maior indice de marcagéao foi
o Ki-67, seguido do Mcm-2 e HOXB?. Ja para os grupos CEB e CAC sdlido,
o Mcm-2 apresentou o maior indice de marcacdo, seguido do Ki-67 e
HOXB?.

Os resultados sugerem o Mcm-2 e HOXB7 sejam bons indicadores de
agressividade tumoral.

Os resultados sugerem também que os trés marcadores podem auxiliar no

diagnéstico diferencial de CEB e CAC-sélido.
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