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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar a correlacdo entre parametros clinicos (TNM), graduacéo
histopatolégica, numero de AQNORs por ndcleo e expressao de Ki-67 na zona de invasdo com
0 prognostico de carcinoma espinocelular de lingua. Foram selecionados dez casos de
carcinoma espinocelular de lingua e divididos em dois grupos: bom prognostico (auséncia de
metastases & distancia e/ou regionais, sobrevida livre de doenca) e mau prognostico (presenca
de metéstases, recidiva, 6bito). O material de bidpsia foi submetido as técnicas de
hematoxilina/eosina, de impregnacdo pela prata para evidenciacdo das NORs e de deteccao
imunohistoquimica do antigeno de proliferacdo nuclear Ki-67. Concluiu-se que T4 por si s6 ja
é um indicador de mau prognostico e que nos tumores de grau Il, a proliferacdo celular pode

refletir o progndstico do tumor.



ABSTRACT
This study aims to evaluate the correlation between clinical parameters (TNM),
histopathologic grading, quantity of AQNORs and Ki-67 expression within the invasive tumor
front with prognostic of oral squamous cell carcinoma. Ten cases of squamous cell
carcinoma of the tongue were selected and split into two groups: good prognostic and bad
prognostic. The biopsy material was submitted to hematoxylin/eosin technique, silver
impregnation aiming at the evidence of NORs and immunohistochemical detection of the Ki-
67 nuclear proliferation antigen. It has been concluded that the T4 per se is a prognostic

indicator and that, on grade 11, cell proliferation may reflect the prognostic of tumor.
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O carcinoma da boca representa de 3 a 5% do total das neoplasias malignas, sendo o
espinocelular o mais frequente na cavidade bucal. A estimativa de incidéncia de cancer para o
ano de 2005 no Brasil aponta este tumor como o 8° mais freqiiente entre os homens (com
9.985 casos estimados) e 0 9° entre as mulheres (com 3.895 casos estimados) (INCA,2005).
Os sitios anatdbmicos mais afetados sdo a lingua, o labio inferior e o assoalho bucal. A maioria
dos acometidos por esta neoplasia tem mais de 45 anos, € 0 uso de alcool e tabaco sdo o0s
mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento desta também associados com o
curso da doenca e com um pior prognostico (LINE et al.,1995; BELTRAO et al.,1999;

GERVASIO et al.,2001).

A importancia do estudo de fatores progndsticos reside no fato de se estabelecer o
comportamento bioldgico de uma lesdo, cancerizavel ou neoplasica. O primeiro critério de
avaliacdo prognostica é o clinico e classicamente usa-se o0 sistema TNM. Este sistema €
mundialmente aceito na classificagdo dos tumores malignos, sendo que T mensura a extensao
do tumor primario, o N avalia o comprometimento de linfonodos regionais e 0 M a presenca
de metéstases a distancia. A avaliacdo prognostica pelo TNM ¢é limitada por avaliar o tumor
em duas dimensdes, ndo levando em conta as caracteristicas histopatoldgicas do tumor e nem
a relagdo imunoldgica entre tumor e hospedeiro. Desde sua criagdo, muitos estudos
objetivaram revisar o sistema TNM e tratando-se de carcinomas orais, tentaram incluir a
espessura do tumor no sistema, mas este parametro ainda nao foi incorporado, mesmo tendo
um importante valor prognostico (BAREDES et al,1993; DIB et al.,1994;
AMBROSCH;BRINCK,1996; PARISSE JUNIOR, 2000; BETTENDORF; HERMANN,

2002).
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Entdo, uma avaliacdo combinada entre estadiamento clinico e citomorfologia das
neoplasias mostram uma avaliacdo mais precisa na predi¢cdo do comportamento clinico destes
tumores, a fim de poder oferecer aos pacientes maior eficacia terapéutica e expectativas

prognosticas mais realistas (ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA,1986).

O segundo critério utilizado para avaliacdo prognéstica sdo as caracteristicas
histopatoldgicas da populacdo celular tumoral sendo Broders (1940) o primeiro a classificar
os carcinomas espinocelulares de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, levando em
conta a proporcao de células neoplasicas que se assemelhavam as do epitélio normal. A falta
de correlagdo entre a graduacdo de Broders (1940) e progndstico mostrou que carcinomas
espinocelulares exibem uma populacdo celular heterogénea com diferencas no grau de
diferenciacdo. Desde entdo, algumas classificagfes foram propostas, sendo a de Anneroth,
Batsakis e Luna (1987) uma das mais utilizadas, uma vez que se baseia em dois aspectos: na
populacdo celular tumoral (grau de queratinizagdo, pleomorfismo nuclear e 0 nimero de
mitoses) e na relacdo entre tumor e hospedeiro (estagio da invasdo, padrdo de invaséo e
infiltrado linfoplasmocitéario reacional). Estudos relacionando graduacdo histopatoldgica e
sistema TNM foram relizados por alguns autores (PINTO JUNIOR,1991; DIB et al.1994;

MARTINS NETO, 1996; COSTA et al., 2002; DANTAS et al., 2003).

Martins Neto (1996) avaliou a associacdo entre os estadiamentos clinicos T1, T2, T3 e
T4 e a graduacdo histopatoldgica de 65 casos de carcinomas espinocelulares de lingua. A
graduacdo histopatologica foi realizada seguindo os critérios de malignidade desenvolvidos
por Wahi (1971). Concluiu que ndo houve associacdo estatisticamente significativa entre os
estadiamentos clinicos T1, T2, T3 e T4 e a graduacdo histopatologica do carcinoma

espinocelular de lingua.

Costa et al., (2002) buscaram correlacionar a classificacdo clinica TNM com a graduacao

histoldgica de malignidade e a localizacdo anatdmica de 120 carcinomas espinocelulares de
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boca. Concluiram que existe correlacdo estatisticamente significante entre o estadiamento
clinico TNM e a graduacédo histolégica de malignidade, pois a maioria dos casos T1 e T2
exibiram grau de malignidade 1 e 2 e os T3 exibiram graduacéo entre 2 e 3. Apesar disto, a
maioria dos classificados como T4 exibiram graduagéo grau 2, discordando da tendéncia que
vinha sendo observada. Também houve correlacdo significativa entre estadiamento clinico e
localizacdo anatdbmica da lesdo, sendo a maioria dos casos localizados no labio inferior

classificados como T1 e como T4, a maioria dos localizados em lingua.

Dantas et al., (2003) avaliaram a correlagdo entre a classificagdo TNM e a graduacéo
histologica de malignidade usando os critérios de Anneroth, Batsakis e Luna (1987) em 16
casos de carcinomas espinocelulares de lingua a fim de correlacionar estes parametros com o
prognostico, avaliado como sobrevida em 5 anos. O parametro estagio de invasdo foi omitido,
conforme recomendou Pinto Janior (1991), por tratar-se de bidpsias incisionais. Encontraram
correlacdo estatisticamente significativa entre a classificacdo TNM e progndstico e ndo entre
escores de malignidade e prognostico, concluindo que o estadiamento clinico TNM constitui-

se em um indicador de progndstico em carcinomas espinocelulares de lingua.

Tém-se observado que a morfologia celular nas partes mais invasivas do tumor- zona
de invasdo- € diferente das areas centrais ou superficiais dos mesmos tumores. Constituem a
zona de invasdo as trés ou seis camadas celulares tumorais mais invasivas ou 0s grupos de
células tumorais isolados, caracterizados por apresentarem menos diferenciacdo do que outras
zonas do tumor (PIFFKO et al.,1997). Assim, a morfologia celular da zona de invaso reflete
as principais interacdes moleculares cruciais para a progressdo tumoral. A graduacdo da zona
de invasdo e a expressdo de marcadores de proliferacdo podem ter valor prognostico nao sé

para carcinomas espinocelulares, mas também para outros tumores (BRYNE, 1998).
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Sabe-se que a populacdo celular tumoral é heterogénea e que as células localizadas
mais profundamente, correspondendo as margens mais invasivas dos carcinomas
espinocelulares e também de outros tumores apresentam caracteristicas diferentes das células
da porcdo central (BRYNE et al.,1989; BRYNE et al.,1992). Baseados nas caracteristicas
morfolégicas da zona de invasdo, Bryne et al. (1989) propuseram um sistema de graduacéao
histopatoldgica para carcinomas espinocelulares de boca. Utilizaram o sistema de graduacéo
desenvolvido por Anneroth, Batsakis e Luna (1987) na zona de invasdo tumoral, sendo esta
caracteristica o que diferencia os dois sistemas. O pardmetro estadio de invasdo foi omitido,
por tratarem-se de bidpsias incisionais, assim como a contagem de mitoses, por estas
apresentarem-se em menor quantidade na zona de invasdo e por a supressdo deste item,
aumentar a reprodutibilidade do sistema. As bidpsias ndo precisam necessariamente ser
representativas para utilizar este sistema, mas o valor prognostico aumenta quando tem-se

pecas maiores (BRYNE et al.,1998; BANKALFI; PIFFKO, 2000).

Outro critério mais recente para avaliacdo prognostica busca analisar a proliferagdo
celular, que é uma das caracteristicas mais importantes do fenétipo maligno. No céancer, a
proliferacdo encontra-se desregulada e, por isto, o entendimento sobre os mecanismos
reguladores do ciclo celular € um importante parametro para a compreensdo do mecanismo

bioldgico dos tumores (LAM et al., 1996).

Um dos métodos para analise da proliferacao celular é a técnica da impregnacéo pela prata
das regides organizadoras nucleolares (AgNORs). As regides organizadoras nucleolares
(NORs) sdo segmentos de DNA que em humanos localizam-se no brago curto dos
Cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 e servem de molde para a codificacdo do RNA
ribossémico (GIRI et al.,1989). Com a técnica de impregnacdo pela prata, observa-se as
NORs que estdo sendo ativamente transcritas (HERNADEZ-VERDUN,1983) visualizadas

como pequenos pontos pretos no interior do nucleo amarronzado. Muitos estudos mostraram
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que a quantidade de AgNORs por nucleo esta relacionada com a velocidade de progressdo do
ciclo celular indicando que ha relacdo entre o nimero de AgNORs por nucleo e prognostico

(TRERE,1994; DERENZINI,2000).

A relagdo positiva entre média do nimero de  AgNORs/ntcleo (MAgNOR) e progndstico
foi demonstrada por alguns autores (SANO et al.,1991; PICH;CHIUSA;MARGARIA, 2000;

DERENZINI et al., 2004).

Sano et al., (1991) investigaram a quantidade de AgNORs em 39 casos de carcinomas
espinocelulares de boca e relacionaram este dado com a graduacéo histoldgica e prognostico
dos referidos casos. A quantidade das AgNORs foi dada através da média da quantidade de
AgNORs por ndcleo (mAgNOR), por tratar-se de um método simples e de boa
reprodutibilidade. Os casos foram divididos em bom progndstico (sem recidiva e auséncia de
metastases em cinco anos) e mau progndéstico (6bito em dois anos ap6s o diagnostico).Os
casos foram classificados de acordo com o sistema TNM e todos se apresentavam como MO.
Concluiram que altas quantidades de AgNORs poderiam ser consideradas um marcador de
prognostico desfavoravel, uma vez que o grupo classificado como mau prognostico
apresentou as maiores quantidades de AQNORs. Carcinomas graduados como grau Il tiveram

altas médias de AgNORs assim como progndstico desfavoravel.

Pich, Chiusa e Margaria (2000) avaliaram se, em algumas neoplasias humanas, a
quantidade de AgNORs era realmente um fator progndstico importante. Mostrou que além de
ser um fator independente de progndstico em alguns tumores humanos também contribui na
estratificagdo de pacientes nos diferentes grupos de risco (presenca ou ndo de metastase) a fim
de oferecer-lhe as diferentes terapias. Concluiu que grandes quantidades de AgNORs por
nacleo caracterizam um aumento da atividade metabolica e de conteudo de DNA de uma

célula pouco diferenciada .
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Derenzini et al., (2004) avaliaram a expressao das proteinas dos gens Rb (retinoblastoma)
e p53 (proteina p53), supressores de tumor, em 335 casos de carcinoma de mama assim como
a média da area de AgNORs, por considerar esta mensuragcdao um método mais reprodutivel.
O prognostico foi avaliado de acordo com a presenca de metastases nodais (N+) e auséncia
das mesmas (NO) em 4 grupos: p53+, p53-, pRb+ e pRb-. A média da area de AgNORs
correlacionou-se com o tamanho do tumor e com sua graduacdo histopatoldgica, ndo se
correlacionando com as metastases nodais. Tumores com maior média da area de AgQNORs
foram caracterizados com um pior prognoéstico, em funcdo de seu crescimento mais rapido.
H& uma estreita associacdo entre alteracdes em pRb (+) e em p53 (+) e maior média de area
de AgNORs, sugerindo que alteracbes em gens supressores Sa0 responsaveis por pior

prognostico.

Outro método para avaliagcdo das AgNORs é a porcentagem de células com 1, 2, 3, 4 ou
mais AgNORs por nucleo (pAgNOR), introduzido por Xie et al., (1997). Mostraram que tanto
pAgNOR quanto mAgNOR permitem a distingdo entre epitélio normal, displasia e
carcinomas espinocelulares de boca e que pAgNOR maior que 1 é um indicador de recidiva e
sobrevida curta em casos classificados como T1 e T2, sugerindo que a contagem das AgGNORs

deveria fazer parte da rotina histopatoldgica nos casos de carcinoma espinocelular de boca.

Ray, Chattopadhyay e Caplan (2003) selecionaram 52 casos de leucoplasias localizadas na
cavidade bucal e por meio de ldaminas coradas por hematoxilina-eosina (H/E) os classificaram
em displaasicos e ndo displasicos. Estes mesmos casos foram submetidos a técnica de
AgNOR e as NORs ativas quantificadas utilizando-se os parametros de média (MAgNOR) e
percentual (PAgNOR).Os dois métodos, contagem de AgNORs por ndcleo e diagnostico
histopatolégico, discordaram em 37% dos diagndsticos. Tanto displasias quanto nao

displasias mostraram grandes médias de AgNORs, sendo que pAgNOR foi insuficiente para o
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diagnostico de displasia, diferente de mAgNOR. A media de AgNORs constitui-se um critério

para definir o diagndstico de displasias epiteliais.

Oliveira et al., (2005) também avaliaram a contagem das AgNORs através de mAgNOR e
pAgNOR em 18 casos de carcinoma espinocelular de lingua e relacionaram tais parametros
com a graduacdo histopatolégica (WAHI, 1971) destes tumores. Concluiram que as AGNORs
tém relacdo direta com a classificacdo histopatolégica de Wahi (1971), sugerindo que a
técnica de AgNOR apresenta-se como um marcador biol6égico. A media da contagem das
AgNORs por nicleo (MAgNOR) e principalmente pAgNOR podem ser usados para avaliar o
comportamento proliferativo dos carcinomas espinocelulares de lingua, principalmente

naqueles classificados como grau 1.

Nos ultimos anos, a técnica de AQNOR tem sido usada para avaliar progndstico de lesbes

malignas (PIFFKO et al.,1997; YUE; IWAI; FURUDA,1998).

Piffkd et al., (1997) avaliaram o valor prognostico e a possivel relacdo deste com o
numero de AgNORs e com a graduacdo histopatolégica na zona de invasdo de 94 casos de
carcinoma espinocelular de diversas localiza¢des da cavidade bucal com acompanhamento de
61 meses. A graduacdo histopatoldgica foi realizada seguindo os critérios de BRYNE (1992).
Para avaliacdo das AgNORs, foram utilizados os parametros de média de contagem e média
de AgNORs por nucleo e média da area de AgNORs por nucleo. Concluiram que o grau
histopatoldgico da zona de invasdo representa um importante fator prognostico (tumores com
escore de malignidade maior apresentaram pior progndéstico).Carcinomas que apresentaram
menor média de AgNORSs por nucleo assim como a menor area méedia de AGNORs mostraram
prognéstico melhor. Tumores que apresentam maior extensdo (T3 e T4) indicam maior
probabilidade de recorréncia local. A média de AgNORs na zona de invasdo mostra-se um

indicador independente de progndstico na predicdo de sobrevida e potencial metastatico.
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Yue, Iwai e Furuda (1998) avaliaram a relacdo da quantidade das AQNORs (mAgNOR) e
a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) com grau de malignidade de
acordo com a classificacdo de Wahi (1971) e de Jacobson et al., (1973) com parametros
clinicos, dados pelo sistema TNM e pelo prognostico. Este Gltimo foi avaliado por dois
fatores: recidiva e taxa de sobrevida em cinco anos. A mAgNOR apresentou relacdo direta
com TNM, padrdo de invasdo tumoral, expressdo de PCNA, maior taxa de Obitos e

prognostico desfavoravel.

Outro método de andlise de progndstico € quantificar a expressdo do antigeno de
proliferacdo nuclear Ki-67. O antigeno Ki-67 é uma proteina histénica localizado no braco
curto do cromossomo 10. O Ki-67 esta presente nas células em proliferacdo, expresso
exclusivamente a partir do final da fase G1, até a fase M (GERDES et al.,1983). Esta
associado a proliferacdo celular e se expressa em todas as fases do ciclo celular, menos em
GO, aumentando sua expressdo na ultima metade da fase S, atinge seu pico em G2 e M
(mitose) e é rapidamente degradado apoOs a mitose, tendo sua meia vida estimada em uma hora
ou menos (BRUNO S.; DASYNKIEWICZ Z.,1992;VAN DIEST;BRUGAL;BAAK., 1998).
Sua relacdo com a proliferacdo celular e com progndstico de tumores vem sendo amplamente

estudada.

Diversos estudos observaram a correlacdo entre expressdo de Ki-67 e prognostico, assim
como a associacdo do Ki-67 com outros marcadores. Dentre estes se destaca o de Nordgard et
al.,(1997) que avaliou a relacdo entre graduacdo histopatoldgica, parametros clinicos
(estadiamento, tamanho e localizacdo do tumor) com a expressdo de Ki-67 (MIB-1) em 44
casos de carcinomas adendide cisticos. A expressdo do antigeno foi maior nos tumores onde
houve fracasso no tratamento (recorréncia do tumor durante o tempo de acompanhamento-6,2

anos) e menor nos casos de sucesso da terapia (sem evidéncia do tumor no ultimo controle).
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Concluiram entdo que a expressdo do Ki-67 € um potente instrumento prognostico a curto

prazo em pacientes portadores de carcinoma adendide cistico.

Xie et al., (1999) investigaram os marcadores de proliferacdo celular Ki-67 e AgNORs e
marcadores de apoptose (proteina Bax) em 220 pacientes com carcinoma espinocelular de
lingua classificados conforme o sistema TNM. Todos os casos apresentaram-se como MO.
Tais achados foram relacionados com parametros clinicos e resposta ao tratamento. Falhas no
tratamento, ou seja, tumores que nao responderam a terapia tiveram maiores porcentagens de
células positivas para Ki-67, assim como a média da contagem das AQNORs (MAgNOR) e o
percentual de AgGNORs por nucleo (pPAgNOR).A classificacdo T e N ndo tiveram correlacdo

com o numero de AgNORs e com as células positivas para Ki-67.

Sitel et al., (1999) investigaram o valor prognéstico dos marcadores de proliferacdo Ki-
67(MIB-1), PCNA e p53 em carcinomas espinocelulares da cavidade bucal e orofaringe
tratados somente com cirurgia e com a combinacdo de cirurgia e radioterapia. Os casos foram
classificados de acordo com o sistema TNM e graduados de acordo com suas caracteristicas
histopatoldgicas em graus I, 1l e Ill. O tempo de acompanhamento foi de 48 meses para
aqueles que ndo apresentaram recorréncia e de 35,8 meses para aqueles com recorréncia. Os
resultados sugerem que a expressdo aumentada de células Ki-67 positivas sdo um indicador

valido de insucesso no tratamento destes tumores.

Vicente et al., (2002) avaliaram a expressdo da ciclina D1 e do Ki-67 em 35 casos de
carcinomas espinocelulares de boca em diferentes localizagfes. A expressao aumentada da
ciclina D1 correlacionou-se com o tamanho do tumor e com a presenca de metastases nodais,
mostrando que uma maior expressdao desta proteina estda ndo sO relacionada com o
prognéstico,mas também como um marcador para determinar o tratamento apropriado. O

aumento da expressdo de Ki-67 mostrou-se relacionada com o0s casos classificados
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histologicamente como pouco diferenciados. O aumento da expressdo tanto da proteina

quanto do antigeno correlacionaram-se.

A zona de invasdo também foi objeto de estudo por apresentar caracteristicas mais
agressivas que o restante do tumor como verificou Ramalho (2000), que avaliou a expressao
imunohistoquimica da ciclina D1, Ki-67 e PCNA nas zonas central e de invasdo em 30 casos
de carcinomas espinocelulares de boca com diferentes graus histolégicos de malignidade.
Concluiu que ndo existe relacdo estatisticamente significativa entre a graduagéo histoldgica de
malignidade (ANNEROTH; BATSAKIS;LUNA,1987) e a expressdo da ciclina D1, PCNA e
Ki-67 nas zonas analisadas, assim como néo existe correlagdo entre os marcadores e as zonas.
Encontrou um maior nimero de células marcadas com Ki-67 e PCNA na zona de invasdo, em
funcdo desta apresentar caracteristicas morfolégicas e moleculares mais agressivas, 0 que

ofereceria melhor informag&o prognostica.

Silva et al., (2004) avaliaram a expressdo da FAZ (fatty acid synthase: enzima
multifuncional cuja expressdao aumentada é observada em varios tumores malignos e esta
relacionada como indicador progndstico), ErbB2 (proteina membro da familia Erb sendo que
a alta expressdo desta tem sido mostrada em tumores de mama, ovarios e carcinomas de
cabeca e pescoco) e do Ki-67 em 62 casos de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
(lingua, assoalho bucal, palato, regido retromolar e mucosa jugal). Encontraram expressao
concomitante de FAS e ErbB2 assim como altos indices de expressdo positiva de Ki-67

naqueles casos onde a sobrevida foi menor.

A falta de relacdo da expressdo de Ki-67 com prognostico foi relatada por Bettendorf e
Herrmann (2002). Examinaram o significado prognostico da expressdo do Ki-67 com
pardmetros morfoldgicos tumorais e sobrevida de 5 anos pds tratamento em 329 casos de

carcinoma espinocelular de boca. A expressao do Ki-67, sozinha, ndo teve valor progndstico
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uma vez que a correlacdo entre positividade de Ki-67 e média de sobrevida ndo foi
significativa. Este fato pode ser explicado pelo Ki-67 ser um marcador estatico, ndo trazendo
informagdes sobre o real dinamismo do ciclo celular, alem de nd&o sofrer influéncia dos

fatores de crescimento, como o PCNA, e por ter uma meia vida curta.

Tumuluri, Graham e Fraser (2004) avaliaram a proliferacdo celular através da expressao
do Ki-67 na zona de invasdo de 47 casos de carcinomas espinocelulares de boca. Nao foi
encontrada correlacdo positiva entre uma maior expressdo do antigeno e o envolvimento de
linfonodos regionais, tamanho do tumor e presenca de metéastases a distancia. Este fato foi
explicado pelo baixo numero de casos e falta de estratificacdo entre os estes, sugerindo que
estudos como este devem ser realizados em grandes centros, a fim de ter uma amostra
significativa com possibilidade de acompanhamento dos pacientes. Assim, pode-se tentar
relacionar a proliferacdo celular e sobrevida dos pacientes com diagnéstico de carcinoma

espinocelular de boca.
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PROPOSICAO

Avaliar a correlagdo entre parametros clinicos (TNM), graduacdo histopatoldgica, numero
de AgNORs por ntcleo (MAgNOR e pAgNOR) e a expressédo de Ki-67 na zona de invaséo de

dez casos de carcinoma espinocelular de lingua com respectivo prognostico.
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INTRODUCAO

O carcinoma da cavidade bucal representa de 3% a 5% do total das neoplasias
malignas, sendo o espinocelular o mais frequente. Os sitios anatdmicos mais afetados sdo a
lingua, o labio inferior e o0 assoalho bucal. O uso de alcool e tabaco sdo os fatores extrinsecos
mais importantes para o desenvolvimento desta neoplasia, também associados com o curso da
doenga e um pior prognostico (1,2,3).

O conhecimento dos fatores progndésticos é relevante por auxiliar a estabelecer o
comportamento biolégico de uma lesdo, seja cancerizavel ou neoplasica. O primeiro critério
utilizado para avaliacdo progndstica € o clinico, mundialmente conhecido como sistema TNM
(4). Este sistema, ndo leva em consideracao as caracteristicas histopatoldgicas dos tumores e

nem a relacdo imunolégica entre tumor e hospedeiro (5,6,7,8,9).
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As caracteristicas histopatoldgicas dos tumores sdo também uma maneira de avaliar
prognostico, uma vez que analisam as caracteristicas da populacdo tumoral e sua relagdo com
0 hospedeiro. Muitos autores classificam os carcinomas espinocelulares de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas (10), sendo a classificacdo de Anneroth et al., (11) uma das mais
utilizadas, por ndo levar somente em conta a populacdo tumoral (grau de queratinizagéo,
pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses), mas também a relacdo tumor x hospedeiro
(estagio de invasdo, padrao de invasdo, infiltrado linfoplasmocitario reacional). Baseados nas
caracteristicas da zona de invasdo, usualmente diferentes do restante do tumor por conter
células menos diferenciadas (12), Bryne et al., (13) propuseram um novo sistema que consiste
em utilizar os critérios preconizados por Anneroth et al., (11) para graduar a zona de invasado
tumoral nos carcinomas espinocelulares de boca, a fim de obter informag6es mais precisas do
comportamento tumoral. A relacdo entre graduacdo histopatoldgica e TNM foi estudada por
alguns autores em carcinomas espinocelulares de boca (7,14,15,17).

A proliferacdo celular € uma das principais caracteristicas do fendtipo maligno e, em
funcdo disso, o entendimento dos mecanismos reguladores do ciclo celular € um importante
passo na compreensao do comportamento biolégico dos tumores (19). Muitos métodos tém
sido desenvolvidos para detectar a proliferacdo celular em tumores malignos e diferem ndo sé
no que detectam, mas tambem na fase do ciclo celular em que atuam (9).

Um dos métodos mais utilizados para avaliar proliferacdo celular é a técnica da
impregnacdo pela prata das regides organizadoras nucleolares (AgNORs). NORs séo
segmentos de DNA que nos humanos localizam-se no brago curto dos cromossomos
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 e servem de molde para codificacdo de RNA ribossdmico
(21) e sdo visualizadas como pequenos pontos pretos no interior do ndcleo amarronzado (16).
Uma vez que as AgNORs mostram a velocidade de progresséo do ciclo celular, sua relacéo
com prognostico de carcinomas espinocelulares de boca vem sendo amplamente estudada
(12,22,23,24,25,27,28), assim como sua relacdo com graduacdo histopatoldgica destes
tumores. A quantidade de AgNORs por nudcleo pode ser avaliada através da média de
AgNORs por nucleo de célula (MAgNOR) e do percentual de nacleos com 1,2,3,4 ou mais
AgNORs (pAgNOR)

A utilizacdo de técnicas que detectam antigenos relacionados com a proliferacdo
celular tem auxiliado na avaliagdo do comportamento clinico de alguns tumores. O antigeno
de proliferagdo nuclear Ki-67 esta presente em células em proliferacdo, se expressa em todas
as fases do ciclo celular, atingindo seu pico na fase G2 (29,30,31,32,33). Diversos estudos
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relacionaram a expressdo do Ki-67 com prognostico de tumores, assim como com a
graduacdo histopatoldgica destes e com seu estadiamento clinico (34,35,36,37,38,39,40).
Baseado na literatura revisada, este trabalho tem como objetivo: avaliar a correlacéo
entre pardmetros clinicos (TNM), graduacéo histopatoldgica, namero de AgNORs por nucleo
e a expressdo de Ki-67 na zona de invasdo tumoral com o prognostico em carcinoma

espinocelular de lingua.
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METODOLOGIA

Foram estudados dez casos de carcinoma espinocelular de lingua diagnosticados ha
mais de cinco anos no periodo de 1994 a 2000. Os casos foram selecionados a partir do
trabalho de Martins Neto (14) utilizando-se aqueles com TNM e evolucéo registrados e 6bito
pelo tumor. Os prontuérios foram solicitados ao SAMIS (Servico de Arquivo Médico e
Informacfes em Salude) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e, de acordo com a
evolugdo, foram divididos em dois grupos: mau prognostico (presenca de metastases,
recidiva, 6bito) e bom progndstico (auséncia de metéastases & distdncia e/ou regionais,
sobrevida livre de doenga em 5 anos) (quadro 1). De cada bloco de parafina foram feitos no
Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS, trés cortes sucessivos de
4pum (Micrétomo LEICA- modelo RM2155): um foi corado por hematoxilina/ eosina (H/E),
outro submetido a de impregnacdo pela prata para evidenciacdo das AgNORs, segundo
protocolo estabelecido por Pléton et al. (39) e outro marcado por meio de imunohistoquimica
para evidenciacdo do antigeno de proliferacéo nuclear Ki-67(MIB-1) (quadro 2).

Quadro 1-Classificacdo da amostra quanto ao estadiamento clinico e progndstico, Porto
Alegre, 2005.

Paciente Grupo TNM
01 Mau T2N1MO
02 Bom T2NOMx*
03 Bom T3NOMO
04 Mau TAN1MO
05 Mau TANOMO
06 Mau T3N2MO
07 Bom T3N1MO
08 Mau T4NOMO
09 Mau TAN1IMO
10 Mau TAN1IMO

*Mx: ndo foi possivel definir presenca de metastases & distancia.

Por meio das laminas coradas com H/E foi estabelecida a graduacdo histopatoldgica

destas, seguindo os critérios de Anneroth et al., (11). A zona de invasdo foi definida como as
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seis ultimas camadas celulares tumorais mais proximas do tecido conjuntivo e marcada nas
laminas. Nos casos onde ndo foi possivel caracterizar com seguranga a zona de invasao, foi
considerado o campo no qual as células apresentavam-se com maior agressividade ( menor
ceratinizacdo). Cada parametro avaliado foi graduado em uma escala de 1 a 4 e a graduagéo
histopatologica final foi dada através do maior escore atribuido nos critérios. O critério

estagio de invasao foi suprimido,por tratar-se bidpsias incisionais.
Os critérios de Anneroth et al., (11) estdo descritos a seguir:

Populagdo Celular Tumoral: grau de ceratinizagdo (intenso: mais do que 50% das
celulas; moderado: 20 a 30% das células; minimo: de 5 a 20% das células; ausente: 0 a 5%
das células); pleomorfismo nuclear* (I- discreto: mais de 75% das células; II- moderado 50-
75% das ceélulas; I111- abundante: 25 a 30% das células; V- extremo: 0 a 25%) e numero de

mitoses **(I- 0-1 ; 11-2-3; 111-3-4 e IV mais do que 5). Cada parametro foi graduado de I a IV.

Relacdo Tumor-Hospedeiro: padréo de invaséo ( I- margens bem definidas; II-
corddes solidos e/ou ilhas; I11- pequenos grupos celulares; 1V- invasdo macica) estagio da
invasdo (I- carcinoma in situ; Il- invasdo envolvendo apenas a lamina propria; I11- invasdo
abaixo da lamina propria; 1V- invasdo extrema); infiltrado linfoplasmocitario (I- marcante; 11-

moderado; I11- discreto; 1V- ausente).

*A andlise do pleomorfismo nuclear considerou variagbes no ndcleo, tamanho e forma dos
nacleos celulares imaturos, alteracdo da relacdo nucleo- citoplasma e presenca de nucleos

hipercromaticos.
** A analise do numero de mitoses foi realizada em campos de 400X.
Avaliacéo das AgNORs

Para a contagem das AgNORs, foram capturadas imagens de campos microscopicos
por meio de uma camera de video (JVC, com 1 CCD, modelo TK-C620U,colorida) acoplada
a um microscopio binocular (Olympus Optical Co., modelo CH30RF100) no aumento de
400X e a um computador marca Unisys modelo Aquanta DX. Foram registradas imagens que
abrangiam a zona de invasdo, previamente determinada nas laminas de H/E, utilizando-se
tantos campos quantos fossem necessarios. A contagem de AgNORs realizada pelo método
estabelecido por Crocker et al.,(16). A calibragem foi realizada em um periodo pré-
quantificacdo e repetida antes do término da coleta de dados.

Foi utilizado o software IMAGETOOL 3.0 ® (San Antonio, USA) instalado no

computador j& mencionado. Foram analisadas 100 células por lamina no aumento de 400X.
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As AgNORs foram contabilizadas por dois métodos: 1)contagem total das AgNORs nos
nucleos e obtencdo da média de AgNORs por ndcleo (MAgNOR); 2) percentual de nucleos
com 1,2,3 e 4 ou mais AQNORs (pAgNOR) (27) .

Avaliacéo do Ki-67

Para a quantificacdo das células marcadas pelo anticorpo MIB-1, foi utilizado o
microscopio anteriormente descrito no aumento de 400X. Foram selecionados campos dentro
da zona de invasdo e cada um deles foi fotografado, utilizando uma camera digital marca
SONY® P120 ZOOM dptico 3X. As imagens foram transferidas para o computador ja citado
e utilizado o software IMAGETOOL 3.0 ® (San Antonio, USA) para a quantificacdo das
células marcadas. Foram contabilizadas 1000 células por ldamina, mas em dois casos este
numero ndo foi atingido por tratar-se da zona de invasdo. Apds a contagem do numero total
células, foram quantificadas as células marcadas com o anticorpo obtendo-se dois valores:
ndmero total de células e ndmero de células marcadas com Ki-67. Foram consideradas
positivas células que apresentaram nudcleo com coloragdo marrom, independente da

intensidade.

Quadro 2- Caracteristicas da técnica imunohistoquimica utilizada, Porto Alegre,2005.

Anticorpo Anti-Ki-67 (DAKO ®)
Clone MIB-1
Solucéo (DAKO ®)
Recuperacdo Antigénica Solucéo de alto pH (DAKO ®) em steamer
Controle Positivo Carcinoma espinocelular de Boca
) Omissédo do anticorpo primario em carcinoma
Controle Negativo ]
espinocelular de boca
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RESULTADOS

A andlise estatistica deste trabalho foi realizada através de tabelas simples, cruzadas,
gréficos e estatisticas descritivas (média e desvio- padrao).
Para o processamento e analise dos dados foi utilizado o software estatistico SPSS

versao 10.0.

Grafico 1. Distribuicdo da amostra de acordo com progndstico e estadiamento clinico.
Porto Alegre, 2005.
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Fonte: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Analisando o gréafico 1, observa-se que no grupo de mau progndstico estdo os casos
classificados como T3,T4 e um caso de T2; no grupo de bom prognéstico estdo casos
classificados como T2 e T3 e nenhum caso T4. Quanto a presenca de metastases nodais,
estiveram presentes em maior nimero no grupo do mau prognostico (4 N1;1 N2) em menor

numero no grupo do bom progndstico (IN1)
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Grafico 2. Distribuicdo da amostra de acordo com progndstico e graduacéo histopatoldgica.
Porto Alegre, 2005.
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Fonte: Faculdade de Odontologia, UFRGS
De acordo com o gréfico 2, observa-se que a maioria dos casos pertencentes ao grupo
do mau prognostico pertencem & graduacao Ill. No grupo do bom prognostico, ndo houve

predominancia por nenhuma graduacéo

Tabela 1. Distribuicdo da amostra de acordo com o progndstico e varidveis quantitativas
(mAgNOR, pAgNOR e %Ki-67), Porto Alegre, 2005.

Variavel Prognostico n Meédia Desvio-padrao

Numero total de AGQNORs Bom 3 232,00 37,04
em

100 células Mau 7 226,43 24,75
Média AgNORs Bom 3 2,32 0,37
Mau 7 2,26 0,25
% de 1 AQNOR Bom 3 27,00 12,49
Mau 7 27,29 8,56
% de 2 AgNORs Bom 3 32,33 5,03
Mau 7 36,86 6,36
% de 3 AgNORs Bom 3 24,00 6,56
Mau 7 23,00 5,86
% de 4 ou mais AgNORs Bom 3 16,33 8,02
Mau 7 13,86 5,43
%Ki-67 Bom 3 16,80 2,88
Mau 7 17,31 5,70

Fonte: Faculdade de Odontologia,UFRGS

Analisando a tabela 1, vé-se, descritivamente, diferenca pequena entre quantidade e
média de de AgNORs por nlcleo entre 0s grupos. JA no pAgNOR, o percentual de

nucleos com 2 AgNORs mostrou-se maior no grupo do mau prognostico e pAgNOR
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igual a 3 e a 4 mostrou-se maior no grupo de bom prognostico. O percentual de Ki-67

mostrou diferenca pequena entre 0s grupos.

Tabela 2. Distribuicdo da amostra de acordo com as varidveis quantitativas e graduacdo
histopatoldgica, Porto Alegre, 2005.

Graduagao Histopatologica n Média Desvio-padrao
N° de AQNORs em 100 células
I 2 267,50 0,71
Il 5 224,00 20,87
v 3 208,67 14,50
Média de AQNORs
1 2 2,68 0,01
Il 5 2,24 0,21
v 3 2,09 0,14
% de 1 AQNOR
I 2 17,50 0,71
i 5 25,00 7,04
v 3 37,33 4,04
% de 2 AANORs
I 2 31,50 6,36
Il 5 38,60 4,16
v 3 33,00 8,00
% de 3 AQNORs
I 2 29,00 2,83
Il 5 23,20 4,02
v 3 19,67 7,64
% de 4 ou mais AgNORSs
I 2 22,50 2,12
i 5 13,20 5,76
v 3 11,67 3,21
%Ki-67
I 2 21,85 7,85
i 5 15,44 2,53
1\ 3 16,89 5,75

Fonte: Faculdade de Odontologia, UFRGS

De acordo com a tabela 2, pode-se observar que a quantidade de AgNORs, assim
como mAgNOR ¢é maior naqueles casos classificados como grau 1l e menor nos classificados
como grau 1V. Quanto ao pAgNOR, a porcentagem de células com 1 AgNOR é maior nos
casos classificados como grau 1V; pAgNOr igual é 2 é maior nos casos classificados como
grau IlI; pAgNOR igual a 3 é maior nos casos classificados como grau Il, assim como
pAgNOR igual ou maior do que 4.A porcentagem de células marcadas com Ki-67 € maior

também nos casos classificados como grau Il.



Figura 1- Fotomicrografia da expressdo de Ki-67 em carcinoma espinocelular
de lingua. Aumento original 100X. Fonte: Laboratdrio de Patologia Bucal
da Faculdade de Odontologia - UFRGS

Figura 2- Fotomicrografia da expressdo de Ki-67 em carcinoma
espinocelular. Aumento original 400X. Fonte: Laboratério de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia - UFRGS
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Figura 3- Fotomicrografia do padrdo de distribuicdo das AgNORs (3
pontos) em carcinoma espinocelular de lingua (seta). Aumento original
400X. Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia - UFRGS
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DISCUSSAO

De acordo com os dados analisados, observa-se o predominio de casos classificados
como T3 e T4 (8 casos), mostrando que o diagndstico do carcinoma espinocelular de boca
ainda ¢ tardio, seja pela falta de informag&o da populacdo quanto ao auto- exame da boca ou
pela deficiéncia das campanhas de prevencdo desta neoplasia. A maioria dos pacientes busca
atendimento quando apresentam lesdes ja em estagios avangados.

Em relacdo ao sistema TNM, T4 pode ser considerado um fator progndstico
independente, a maior quantidade destes casos pertencem ao grupo do mau prognastico.

A graduacgdo histopatolégica, nos casos deste estudo, ndo mostrou relacdo com o
sistema TNM e nem com progndstico uma vez que tanto no grupo do bom quanto no do mau
prognostico os casos foram classificados como I1,111,1V.

Os valores das médias de AgNORs sdo compativeis com malignidade, apesar de ndo
ter havido diferenca de mAgNOR nos dois grupos. Tal fato pode ser explicado em funcgéo da
maioria dos casos classificados como mau prognéstico serem T4 e das bidpsias incisionais
ndo terem acessado as partes de invasdo, onde a proliferacdo celular é mais acentuada,
podendo os resultados terem sido diferentes se fosse usada a peca inteira. Sabe-se que 0
crescimento dos tumores da-se de forma exponencial no inicio e nas fases seguintes a
velocidade de proliferacdo € mais lenta (9).

A afirmacdo anterior concorda também com os valores encontrados de pAgNOR, que
mostraram um maior percentual de células com pAgNOR igual a 2 no grupo do mau
prognostico e pAgNOR igual ou maior que 4 no grupo do bom progndstico, concordando
com Xie et al., (27) que disseram que quanto maior € o percentual de pAgNOR igual a 3 e 4
ou mais, mais intensa é a atividade proliferativa da lesdo. Uma vez que se sabe que a
populacdo tumoral é heterogénea e que as células localizadas mais profundamente
correspondem as margens mais invasivas e esta por¢do é mais facilmente acessada em lesGes
menores. Isto explicaria uma maior atividade proliferativa no grupo do bom prognostico, em

funcdo do acesso facilitado a real zona de invaséo.

A expressdo de Ki-67 mostrou-se maior nos casos classificados como grau I,
indicando que, nestes casos, a avaliacdo da proliferacdo pode ter algum valor prognostico.
Houve diferenca pequena entre os grupos de bom e mau prognostico em relacdo & expressdo
de Ki-67. Costa et al.,(17) também ndo encontraram relagdo entre caracteristicas clinicas
(TNM) e a expressdo de Ki-67 e PCNA, assim como ndo encontraram relacdo entre sistema

TNM e graduacdo histopatoldgica. Alguns estudos ndo relacionam a expressdo do antigeno
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com progndstico, como Bettendorf et al., (40) alegando que o Ki-67 ¢ um marcador estéatico,
ndo avaliando o real dinamismo do ciclo celular. Ramalho (37) observou que existe diferenca
da positividade deste antigeno nas diferentes zonas de carcinomas espinocelulares de boca, ou
seja, h& maior expressdo na zona de invasdo do que na zona central, evidenciando a relacdo
deste com proliferagdo. Enquanto alguns estudos mostram a correlagcdo positiva entre a
expressao de Ki-67 e prognostico, alguns mostram o contrario. Tumuluri et al., (9) também
avaliaram a expressdo de Ki-67 na zona de invasdo de carcinomas espinocelulares e nédo
encontraram relagdo entre positividade do antigeno e sobrevida dos pacientes. Esta
divergéncia da literatura se deve a falta de padronizagdo dos estudos que pode ocorrer por
dois aspectos: pela técnica imunohistoquimica que pode variar em relacdo ao sistema de
deteccdo, a marca, clone e diluicdo do anticorpo, tipo de recuperacdo antigénica utilizada e
pela falta de homogeneidade das amostras (26). A especificacdo da area tumoral analisada é
um fator relevante nos resultados, uma vez que poucos especificam a area avaliada. Em nossa

opinido, este tipo de estudo deve focar-se, preferencialmente, na zona de invaséo.

Concluiu-se que T4 por si sO ja € um indicador prognéstico. Pode-se sugerir que 0s
tumores classificados como T2, por serem de menor tamanho, permitem acesso a real zona de
invasdo possibilitando que os marcadores de proliferacdo tenham valor prognéstico. O mesmo
ocorre nos classificados como grau I, uma vez que foram 0s que apresentaram as maiores
médias de AgNORs e a maior expressao de Ki-67, podendo os marcadores de proliferacdo,

nestes casos, ajudar a definir o prognostico de carcinomas espinocelulares de lingua.
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