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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o numero de AgNORs por nucleo e a
expressdo de Ki-67 no fronte de invasdo tumoral e sua correlacdo com 0s
parametros clinicos (TNM), morfolégicos (fronte de invaséo tumoral, graduacao
histopatoldgica), do carcinoma de células escamosas da mucosa bucal. Foram
incluidos 48 pacientes de um total de 109 pacientes analisados no periodo de
2000 a 2010. A idade média foi de 63 anos, a lingua a localizagdo mais comum
representando 41,7% dos casos, e 79,2% dos casos eram os homens. Todos
diagnosticados e tratados no Instituto Nacional do Cancer de Montevideo,
Uruguai. Todos os espécimes incluidos neste estudo deviam ter presente o
fronte de invasdo (FIT) claramente demonstrado com uma faixa de ilhas de
tecido conjuntivo adjacente. Todas as amostras foram obtidas da peca de
resseccdo do tumor e foram submetidas as técnicas de hematoxilina/eosina,
imunoistoquimica para anticorpo Ki-67 e técnica de AQNOR. Observou-se uma
correlacéo significativa nos Carcinomas Espinocelulares localizados em areas
de alto risco (lingua, assoalho da boca e trigono retromolar) em comparacéo
com as areas de baixo risco (mucosa labial, gengiva, palato), por meio da
marcacdo de AGNOR (p=0,0085). Neste estudo foi encontrada uma associacao
do tamanho do tumor para T2 e T3 com a sobrevida dos pacientes (p=0,036).
Na area de invasdo tumoral foi observado que os pacientes com padrdo IV do
FIT apresentam 60% de grau lll de diferenciacdo celular de acordo com a
OMS, 80% eram T3 e 80% evoluiram para Obito. A média de células positivas
para Ki-67 foi de 22,3% £11.89. O padrao I-IV de FIT expressam positividade
para Ki-67 com uma relacdo inversa (p<0,032). Nao foi observada associacao
entre os parametros de proliferacdo celular estudados com o tipo de fronte de

invasdo tumoral, nem com o grau de diferenciacao celular.

Palavras-chave: Carcinoma Espinocelular, proliferacao celular, prognéstico, Ki-
67 e AgNORs.



1-INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CE) constitui aproximadamente 90% das
patologias malignas bucais. No mundo, o cancer oral € um dos dez céanceres
mais frequentes, com trés quartos dos casos em paises em vias de
desenvolvimento (BARNES et al., 2005), representando de 2 a 4 % de todos os
canceres diagnosticados. Sua taxa bruta de mortalidade mundial é de 7,9 nos
homens e de 2,2 nas mulheres por 100.000 habitantes/ano. Esta taxa aumenta
com a idade. (GARCIA, GONZALEZ-MOLES, BASCONES, 2005).

A prevaléncia do cancer bucal na Espanha € de 11,4-17,4/100.000
habitantes, sendo as localiza¢des intraorais mais frequentes: a lingua (25,1%)
e o0 assoalho da boca (10,2%) (GARCIA, GONZALEZ-MOLES, BASCONES,
2005).

Na india, o cancer da cavidade oral € um dos cinco locais principais de
cancer em ambos os sexos. O banco de dados do registro de cancer oral
estima que, anualmente, de 75.000 a 80.000 casos de cancer se desenvolvem
na India; a maioria dos canceres orais esta associada com o habito de mascar

tabaco, e em geral sdo precedidos por lesGes pré-malignas (TENI et al, 2002).

No Brasil, 40 % dos canceres de cabeca e pescoco ocorrem na cavidade
oral. Segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Céancer), o cancer oral

ocupa o quinto lugar geral entre a populacdo masculina (2014),

Estimam-se 15.290 novos casos de cancer da cavidade oral, em
homens 11.280 e 4.010 em mulheres, para o Brasil, no ano de 2014. (INCA,
2014).

As taxas de mortalidade por cancer da cavidade oral apresentam um
declinio na populacdo masculina na maioria dos paises. Em mulheres, esse
comportamento ainda ndo pode ser observado, uma vez que o inicio do uso do
tabaco pelas mulheres foi posterior ao dos homens. Contudo, as taxas de

incidéncia para cancer da cavidade oral relacionado a infec¢ao pelo HPV, como



amigdala, base da lingua e orofaringe, aumentam entre adultos jovens em
ambos os sexos. Parte desse aumento pode ser atribuida a mudancas no

comportamento sexual (INCA, 2014).

No Uruguai, a taxa de mortalidade por cancer oral e faringeo no periodo
2004-2008 é de 6,46 para homens e 1,16 para mulheres, expresso em taxas
ajustadas por idade e por 100.000 habitantes (CHLCC, 2004-2008).

O CE é um tumor extremamente invasivo, constituido por epitélio
escamoso maligno que degrada a membrana basal e a matriz extracelular,
proliferando em ninhos epiteliais atipicos com diferentes graus de anaplasia

celular, dentro do conjuntivo subjacente (NEVILLE et al., 2009).

O CE esta fortemente associado a estilos de vida e a fatores de risco,
como o habito do tabaco, consumo de alcool, dieta pobre em antioxidantes,
vitaminas e minerais, luz ultravioleta e exposicao a radiacdo principalmente no
cancer de labio inferior, carcindbgenos quimicos e certos virus (ANAND et al.,
2008 ; DRAGOMIR et al,, 2012).

As alteracbes genéticas que acontecem no desenvolvimento de lesdes
tumorais se concretizam, prioritariamente, em aberracées cromossomicas,
ativacdo de oncogenes e inativacado de genes supressores tumorais (GARCIA,
GONZALEZ-MOLES, BASCONES, 2005; PITIYAGE et al., 2009).

O aumento da capacidade proliferativa pode ser um dos primeiros
indicadores de transformacdo maligna, sendo, dessa maneira, relevante
analisar imunoistoquimicamente as proteinas expressas durante o ciclo celular
(DA ROCHA, GRILLO, DE QUEIROZ, 2004; COUTINHO et al., 2010;
DRAGOMIR et al., 2012)

A carcinogénese oral € um processo molecular complexo, com multiplos
passos nos quais se acumula o dano genético que implica em uma alteracao
no ciclo celular e defeitos na reparacdo do DNA. (GARCIA, GONZALEZ-
MOLES, BASCONES, 2005).



Os programas celulares de proliferacédo, diferenciacdo, senescéncia e
apoptose estdo estreitamente unidos com a regulacdo do ciclo celular, e as
alteracbes de sua maquinaria foram descritas como uma marca no

desenvolvimento do cancer oral (FREIER et al., 2010).

Os tumores de crescimento rapido demonstraram ser profundamente
invasivos e com pior prognoéstico em comparacdo com os tumores de lento
crescimento. A evidéncia experimental sugere que o grau de proliferacéo
celular dentro de um tumor € um indicador que permite estimar a sua
agressividade bioldgica (FREIER et al., 2010; WATANABE et al., 2010).

A avaliacdo prognostica do CE baseia-se em classificacdes clinicas e
histologicas, embora a maioria dos profissionais tenda a apoiar-se
exclusivamente na classificacdo clinica. Um problema importante com as
classificaces histologicas € a falta de acordo entre os diferentes observadores
(BRYNE, 1991).

O prognostico dos pacientes com CE é dificil de prever. Os profissionais
que atuam em clinica ndo tém ferramentas 6timas para prever quais pacientes
responderdo ou nao ao tratamento. As decisbes terapéuticas sdo baseadas
somente no sistema de gradacdo TNM, o qual tem suas limitacdes, ndo avalia
comportamento biolégico, ndo sendo suficiente para avaliar o prognostico
(BRYNE et al.,1989; BRYNE, 1991; BRYNE, 1998).

O sistema TNM é mundialmente aceito para classificar os tumores
malignos, sendo T a medida da extensdo do tumor primario, N avalia o
comprometimento dos linfonodos regionais, M a presenca de metastase a
distancia (AJCC, 2010). A avaliacdo prognostica mediante o sistema TNM é
limitada dado que avalia somente aspectos clinicos, ndo levando em
consideracdo as caracteristicas histopatologicas nem a relacdo hospedeiro-
tumor (ANNEROTH, BATSAKIS, LUNA, 1987; BRYNE et al., 1991).

Uma avaliacdio que combine as caracteristicas clinicas e
citomorfolégicas das neoplasias seria mais precisa para avaliar o

comportamento clinico do tumor, oferecer ao paciente maior eficacia



terapéutica e prever melhor o prognostico. (ANNEROTH, BATSAKIS, LUNA,
1987).

A alta taxa de fracasso no tratamento para os pacientes com CE sugere
a necessidade de obter melhores marcadores de progndstico para identificar
tumores agressivos e tumores que nao respondem ao tratamento atual,
também a presenca de células com alteragcdes genéticas associadas com o
processo de carcinogénese. Recentes estudos moleculares indicam uma
evidéncia de que a maioria, se nao todos, os CE da cabeca e pescoco séo
desenvolvidos em um campo contiguo de células pré-neoplasicas
(BRAAKHUIS, BRAKENHOF, LEEMANS, 2005).

Bryne, em 1998, prop0e a hipdtese de que a area mais importante para
determinar o prognoéstico do CE € a zona mais profunda de invaséao, fronte de
invasdo tumoral (FIT), e analisa os eventos que ocorrem na FIT, que sdo: o
baixo grau de diferenciacdo tumoral e o alto grau de dissociacdo celular. Este
fenbmeno € frequentemente observado no CE, melanomas e varios
adenocarcinomas (gastrico colorretal e prostata). (ANNEROTH, BATSAKIS,
LUNA, 1987; BRYNE et al.,, 1991; BRYNE et al., 1992; BRYNE, 1998;
BANKFALVI, PIFFIKO, 2000; DISSANAYAKE et al., 2003; KUROKAWA et al.,
2005).

O aumento da proliferacao celular, a diminuicdo da apoptose e a perda
da adesdo célula-célula sdo caracteristicas comuns dos tumores malignos
(BRYNE, 1998); aléem disso, é necessario acrescentar que as interacdes entre

0 hospedeiro e a area da FIT sdo cruciais para a propagacao do tumor .

As caracteristicas histologicas do CE podem ser amplamente diferentes
de uma zona a outra dentro do mesmo tumor (KUROKAWA et al.,, 1999;
KUROKAWA et al., 2000; DISSANAYAKE et al., 2003). Acredita-se que a zona
mais Util para prever o prognostico é a fronte invasiva dos tumores, pois nela,
presumivelmente, residem as células mais agressivas (ANNEROTH,;
BATSAKIS; LUNA, 1987; BRYNE, 1998; SPIRO et al, 1998; DISSANAYAKE et
al., 2003)



Soland et al. (2008) definem como a fronte de invasao tumoral como o
conjunto de células mais proximas (uma a duas camadas de células tumorais)

do tecido conjuntivo, na zona mais profunda do tumor.

A atividade biologica do CE € avaliada e classificada como bem,
moderada e pobremente diferenciada. Broder desenvolveu principalmente esta
classificacdo quantitativa de cancer em 1920, sugerindo que 0s tumores
pobremente diferenciados representam canceres com pior prognoéstico. A falta
de correlacdo entre os graus de Broders e o prognostico de CE tem sido
explicada pelo fato de que o carcinoma normalmente exibe uma populacéo
heterogénea de células com provaveis diferencas na invasividade e no
comportamento metastatico (ANNEROTH, BATSAKIS, LUNA, 1987).

O grau histoldgico baseado na classificacdo de Broders tem sido uma
ferramenta tradicional patologica com valor prognéstico documentado, mas néo
tem sido incorporado a estratégias padronizadas de planejamento terapéutico
(ROLAND et al., 1992). Isso € devido, principalmente, a subjetividade do
sistema de classificacdo e a falta de consenso em relacdo a seu valor

progndstico e sua reprodutibilidade (Bryne, 1992).

Bryne et al., 1989, desenvolveram uma classificacdo histologica da FIT

em quatro grupos baseados nos critérios propostos por Anneroth et al., 1987:

. Grau 1: borda bem definida expansiva, que empurra “pushing”;

. Grau 2: borda de avanc¢o do tumor infiltrante em corddes soélidos, banda ,
e fileiras;

. Grau 3: margens com pequenos grupos e corddes de células infiltrantes;

. Grau 4: margens com infiltracdo difusa e marcada dissociacao celular

em pequenos grupos ou, inclusive, células individuais (Figura 1).



Fig.1-Esquema dos padrdes de invasao retirado de Anneroth et. al.,
1987.

Bryne et al., 1992, introduzem um sistema de classificagdo multifatorial
de malignidade, em que a margem profunda de invasao do CE resultou ser de
alto valor prognéstico. Nesse sistema de classificacdo, avaliam-se cinco
aspectos morfolégicos: grau de queratinizacdo, polimorfismo nuclear, modo de
invasdo (fronte de invasédo) e infiltracdo linfo-plasmocitaria. Cada um desses
fatores € avaliado com um score de 1 a 4. Tabela 1 (ANNEROTH, BATSAKIS,
LUNA, 1987; BRYNE et al., 1989; BRYNE et al., 1991; BRYNE et al., 1992).

Tabela 1- Sistema de graduacéo de malignidade (Bryne et al. 1992).



Os eventos moleculares na fronte de invasdo incluem aumento da
angiogénese, alteracdo das moléculas de adesédo, superproducédo de enzimas
que degradam a matriz extracelular e um incremento na expressdao de
proteinas relacionadas com a proliferacdo celular (Figura 2) (BRYNE, 1998;
TUMULURI, THOMAS, FRASER, 2002).

Figura 2-Esquema dos eventos que ocorrem na fronte de invasdo tumoral
(retirado de Bryne, 1998).

As mudancas na degradacdo proteolitica nos tecidos adjacentes ao
tumor sdo necessarias durante o processo de invasao tumoral (BRYNE, 1998).
Portanto, os aspectos para determinar a agressividade biologica do CE mais
promissores estao vinculados a zona de avanco do tumor hoje conhecido como
fronte de invasdo tumoral (FIT), com suas caracteristicas histopatoldgicas,

funcionais e imunofenotipicas especificas (BRYNE, 1998).

A FIT tem demonstrado ser de alto valor prognostico como um
suplemento ao TNM, existindo provas suficientes para propor sua introducéo
em ensaios clinicos prospectivos. Os clinicos recomendam fazer biopsias de
maior tamanho que incluam a area da FIT (BRYNE, 1998). Morfologicamente, a
FIT reflete varias interacbes moleculares que sao cruciais para a progressao do
carcinoma (BRYNE, 1991; BRYNE et al., 1992; BRYNE, 1998).

Castro Araujo Junior e Ramos, (2005) analisaram 38 casos de CE,
avaliando a classificacdo clinica TNM e as caracteristicas histologicas das
areas mais profundas do tumor conforme descrito por Bryne em 1998. Os
autores concluiram que as areas invasivas podem ser as responsaveis
primarias pelo comportamento clinico do tumor, o que pode ser importante para

escolher a terapia do carcinoma espinocelular.



Kurokawa et al., 2005, realizaram um estudo retrospectivo sobre 0s
dados clinico-patologicos de 124 pacientes com carcinoma de lingua para
determinar os fatores preditivos de metastase ganglionar cervical e seu
prognoéstico. Para a gradacao histolégica da FIT, foram usados os critérios de
Bryne, 1995. Os autores observaram que as taxas de sobrevida aos 5 anos
diferiam significativamente conforme o0s seguintes fatores clinico-patologicos:
tamanho tumoral, estagio clinico, espessura tumoral, aspecto microscopico,
metastase ganglionar, invasdo microvascular e o escore da FIT. A andlise
multivariavel determinou que um escore 28 da FIT, uma profundidade tumoral
24 mm e a presenca de metastases nodulares diminuiam a sobrevida dos
pacientes e que a FIT =11 tinha um valor indicativo de metastase nodular em
carcinoma espinocelular de lingua. Os autores concluiram que um alto escore
da FIT tem elevado valor prognostico em cancer de lingua (TUMULURI,
THOMAS, FRASER, 2005).

Noguchi et al.,, 2002, comprovaram a importancia da FIT através da
analise de DNA das células da FIT em 195 pacientes com CE. Os autores
determinaram que o contetudo anormal de DNA na FIT, o estagio clinico e o
tipo de crescimento tumoral sdo fatores prognoésticos independentes que

influenciam significativamente a sobrevida dos pacientes.

Sawair et al.,, 2003, analisaram 102 casos de CE e avaliaram a
reprodutibilidade do sistema de gradacdo da FIT e seu valor prognéstico.
Observou-se que o padrao de invasao estava significativamente associado com
a presenca de metastase. Dessa maneira, 0s autores confirmam o valor
potencial da FIT como fator prognostico nos pacientes com CE, sugerindo a
importancia no planejamento terapéutico e na identificacdo dos pacientes com

mais risco de sofrer metastase.

Lindenblatt et al., 2012, compararam quatro sistemas de classificacéo:
multi parametros de classificacdo, classificacdo das margens de invasao,
sistema de classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude, e avaliacéo
histologica de riscos; para carcinomas de células escamosas bucais e

avaliaram cada sistema com base em parametros clinico-patolégicos e



sobrevida dos pacientes. A avaliacdo de riscos histolégica demonstrou os
melhores resultados para a previsao de sobrevivéncia em carcinomas bucais.
Para a avaliacdo do risco histologico, o pior padrdo de invaséo, infiltrado

linfocitico e invasao perineural foram avaliados.

Santos et al., 2013, avaliaram o grau histopatoldgico de malignidade em
uma série de carcinomas do labio inferior, usando trés sistemas de
classificacdo histopatolégicos (sistema do fronte de invasdo, sistema de
classificagcdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e avaliacdo de risco
histoldgico), e sugerem que a melhor opcédo para prever o comportamento
bioldgico é a avaliacdo histopatolégica de risco desenvolvido por Brandwein-

Gensler.

Geralmente, a maioria dos tumores consiste em populacdes celulares
heterogéneas com comportamento biolégico variavel, por sua vez o
comportamento do tumor depende de uma complexa inter-relacdo entre o
tumor e o hospedeiro. A evidéncia sugere que as ceélulas presentes na FIT do
carcinoma tém diferentes caracteristicas moleculares do que nas areas
superficiais do tumor, o que torna a FIT a area mais importante do tumor para
avaliar o prognostico (BRYNE et al., 1989; BRYNE et al., 1991).

Mudancas na degradacao proteolitica nos tecidos adjacentes ao tumor
sdo necessarios durante o processo de invasdo tumoral. As MMP-2 e MMP-9
sdo as enzimas proteoliticas, responsaveis pela degradacdo do colageno e
pela gelatina da matriz extracelular, seus niveis de expressao se relacionam
com as metastases aos linfonodos linfaticos e com um pior progndéstico nos
pacientes com carcinomas de cabeca e de pescoco, afetando diretamente a

invasividade do tumor e as metastases (WU MH et al., 2009).

Os disturbios nos mecanismos de controle da diferenciacdo celular, na
migracdo, na renovacao celular, além da morte (apoptose), bem como as
alteracOes na interacdo epitélio-mesénquima e na interface hospedeiro-tumor
correspondem ao comportamento maligno dos carcinomas (BANKFALVI,
PIFFKO, 2000).



Sabe-se que o crescimento da populacdo de células tumorais depende

ao menos de trés fatores:

1- Porcentagem de células em ciclo celular (parametro estético);
2- Duracéao do ciclo celular (parametro dinamico); e

3- Velocidade de perda celular (apoptose).

Portanto, é dificil entender a biologia da proliferacdo celular e encontrar
correlacdo clinicamente relevante em relagdo a evolugcdo dos pacientes
avaliando separadamente os “marcadores de proliferacdo”, como: contagem
mitGtica, fracdo de crescimento da fase S, nivel de Ki-67, etc. (BANKFALVI;
PIFFKO, 2000).

O melhoramento atual das técnicas de recuperacdo antigénica em
estudos imunoistoquimicos em material de arquivo (BANKFALVI et al., 1994) e
a determinacédo das proteinas associadas a regides organizadoras nucleolares
mediante técnicas de impregnacado por prata (AgNORs) (OFNE et al., 1994)
resultaram em métodos reproduziveis para a avaliacdo de ambos os
parametros, estatico (Ki-67/MIB1, fator de crescimento) e dinamico da

proliferacéao celular (AgNORS) .

A expressao de Ki-67 carece de valor progndstico, provavelmente devido
ao fato de que é um marcador da fracao total de células proliferantes, que
corresponde ndo somente as células em proliferacdo constante, mas também a
proliferacdo das células destinadas a diferenciacdo terminal (GONZALEZ-
MOLES et al., 2010).

O autor apresenta a controveérsia dos resultados nos diferentes estudos,
devido, em parte a diferencas na metodologia para medir a proliferacdo celular,
incluindo: diferentes critérios para a quantificacdo do Ki-67, a avaliacdo da
expressao na zona de fronte de invasdo do tumor contra outras zonas do tumor
e as variacbes no enfoque adotado para a recontagem de células positivas,
entre outros (GONZALEZ-MOLES et al., 2010).



O Ki-67 € um antigeno nuclear humano presente na matriz nuclear de
células proliferantes, que se expressa em todas as fases do ciclo celular (G1,
S, G2, M), exceto em GO, com um pico maximo de concentracdo em G2 e M; &
um indicador de células tumorais em fracéo de crescimento, relaciona-se com a

progressao da doenca e com um pobre prognostico (WATANABE et al.; 2010).

Os marcadores de proliferacdo podem ser agrupados em trés

categorias:
1- Marcador de fracao de crescimento (Ki-67);
2- Marcadores especificos de fases do ciclo celular; e

3- Marcadores do tempo do ciclo celular, que medem a velocidade da atividade
proliferativa (AgNOR) (GONZALEZ-MOLES et al., 2010).

Piffko et al., 1999, observam que a fronte de invaséo tumoral do CE esta

composto por subpopulacdes com alta atividade proliferativa.

Tumuluri et al., 2004, reportam que a atividade proliferativa (Ki-67) na
fronte de invasdo tumoral esta fortemente correlacionada com o grau

histoldgico de malignidade do CE.

Ha estudos que demonstram uma correlacdo significativa entre os niveis
de imunoreatividade do antigeno Ki-67 com os escores da FIT em CE,
indicando que altos indices de Ki-67 podem indicar malignidade biologica
(KUROKAWA et al., 2005).

Interessantemente, outros autores analisam os AgNORs em linhas
celulares de carcinomas espinocelulares, considerando-os um marcador de

velocidade de proliferacéo celular, com valor prognostico (DONG et al., 1997).

Um dos métodos para analise da proliferacdo celular é a técnica da
impregnacao pela prata das regides organizadoras nucleolares (NORs).Os
NORs séao argirofilicos e podem ser visualizados com essa técnica de
coloracdo, o que resultou no termo AgNOR (CANO et al., 2002; HANEMANN,
MIYAZAWA, SOUZA, 2011).



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
(CANO et al., 2002; ESLAMI, et. al. 2006 ). Com a técnica de impregnacéo pela
prata, observa-se as NORs que estdo sendo ativamente transcritas
(HERNADEZ-VERDUN, 1983) visualizadas como peqguenos pontos pretos no

interior do nucleo amarronzado.

A impregnacao com prata das regides ativas dos AgNORs, foi aplicada a
uma variedade de lesdes com o fim de proporcionar mais informacao sobre sua
atividade nucleolar (PLOTON et al., 1986).

O nucléolo é a zona onde o ribossomo RNA (rRNA) se transcreve. Em
geral, os nucléolos de células cancerosas sdo maiores e mais numerosos em
comparacado com as células normais. Nos ultimos anos, grupos de pesquisa
desenvolveram estudos das possiveis aplicacdes para o0 diagnostico e o
prognéstico com a impregnacdo de AgNOR. Aumento nas estruturas
nucleolares (AgNORS), resulta na sintese de rRNA, sendo esta a razao pela
qual foi proposto o parametro AQNOR como um marcador confiavel para a
avaliacdo da rapidez da proliferacdo celular (HANEMANN; MIYAZAWA;
SOUZA, 2011). Esta técnica de impregnacdo com prata esta diretamente
relacionada com o nivel de r-DNA (DNA ribossdmico) e a contagem de NORs

em células com proliferacédo ativa aumenta (OLIVEIRA et al., 2005).

Portanto, o estudo dos AgNORs proporciona um melhor entendimento
do comportamento tumoral. Foi reportado como um fator de discriminacéo
entre certas lesbes benignas e malignas, o que reflete a atividade das células
proliferativas. (OLIVEIRA et al., 2005; KHIAVI et al., 2012).

Uma correlacdo entre o aumento de AgNORs, diminuicdo da
diferenciacdo e o aumento da malignidade € conhecida. Esta correlacdo foi
observada em linfomas ndo Hodgkin, lesbes melanociticas de pele, tumores de
mama, tumores cutaneos, neoplasia 0ssea maxilar, carcinomas nasofaringeos
e tumores das glandulas salivares (CROKER, EGAN, 1988).



O numero de AgNORs por nucleo se relaciona com a velocidade de
progressao do ciclo celular. Uma alta contagem de AgNOR caracteriza os
tumores com atividade metabodlica aumentada, que provavelmente tenham um
alto conteudo de DNA ou tumores pobremente diferenciados que proliferam
rapidamente. Portanto, indicam um prognostico desfavoravel (PICH et al.,
2000).

Oliveira et al., 2005, analisaram a relacdo entre o valor médio total de
AgNORs (mAgNOR) e/ou a porcentagem de células com 1, 2, 3, 4 ou mais
AgNORs (pAgNOR) com a gradacao histopatologica do carcinoma de células
escamosas da lingua de acordo com a classificacdo Wahi. Os autores
confirmaram que a contagem de mAgNORs e/ou pAgNOR tem uma relacéo
direta com a classificacdo histopatolégica Wahi e sugeriram a técnica AQNOR
para ser utilizada como um marcador biolégico de progressdao tumoral em
carcinomas de células escamosas de lingua, especialmente nos tumores de

grau Il

Na pesquisa do cancer, um dos principais objetivos é o estudo de
marcadores moleculares que possam predizer o prognéstico ou a resposta ao

tratamento de forma individual.

O objetivo deste trabalho € avaliar o niumero de AQNORs por nucleo e a
expressdo de Ki-67 no fronte de invasdo tumoral e sua correlacdo com o0s
parametros clinicos (TNM), morfologicos (graduacao histopatolégica), do

carcinoma de células escamosas da mucosa bucal.



2- OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a imunoexpressao de Kl-67 e a marcacdo de AgNORs no
fronte de invaséo tumoral do carcinoma espinocelular e sua correlacao
com os parametros clinicos (género, idade, localizacdo, TNM, estagio
clinico (I — IV, sobrevida) e morfolégicos (grau de diferenciacdo do CE

conforme a OMS, padréo da fronte de invasao tumoral).

Objetivos Especificos

Descrever a imunomarcacao de Ki-67 nos 4 padrbes de classificacdo do

fronte de invasao tumoral do carcinoma espinocelular bucal.

Contagem de AgNOR (mAgNOR e pAgNOR) nos 4 padrdes de

classificacdo da fronte de invaséao tumoral do Carcinoma espinocelular.

Analisar a correlacéo existente entre a marcacao de Ki-67 e AQNOR na

fronte de invasao do Carcinoma espinocelular.

Analisar a correlacdo existente entre a marcacao de Ki-67 e AQNOR na
fronte de invasdo e os parametros clinico-morfolégicos do Carcinoma
espinocelular.

Analisar a correlacéo existente entre a sobrevivéncia dos pacientes e o

tamanho do tumor.
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ARTIGO CIENTIFICO

Expressao imunoistoquimica de Ki-67 e marcacédo de AgNOR no
fronte de Invaséo Tumoral ( FIT ) do carcinoma espinocelular de boca
e a correlacdo com parametros clinico-morfoldgicos

Artigo a ser submetido ao periodico Oral Diseases.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o numero de AgNORs por nucleo e a
expressdo de Ki-67 no fronte de invasdo tumoral e sua correlacdo com o0s
parametros clinicos (TNM), morfolégicos (fronte de invasdo tumoral, graduacao
histopatoldgica), do carcinoma de células escamosas da mucosa bucal. Foram
incluidos 48 pacientes de um total de 109 pacientes analisados no periodo de
2000 a 2010. A idade média foi de 63 anos, a lingua a localizacdo mais comum
representando 41,7% dos casos, e 79,2% dos casos eram os homens. Todos
diagnosticados e tratados no Instituto Nacional do Cancer de Montevideo,
Uruguai. Todos os espécimes incluidos neste estudo deviam ter presente o fronte
de invasdo (FIT) claramente demonstrado com uma faixa de ilhas de tecido
conjuntivo adjacente. Todas as amostras foram obtidas da peca de resseccéao do
tumor e foram submetidas as técnicas de hematoxilina/eosina, imunoistoquimica
para anticorpo Ki-67 e técnica de AgNOR. Observou-se uma correlacao
significativa nos Carcinomas Espinocelulares localizados em areas de alto risco
(lingua, assoalho da boca e trigono retromolar) em comparacao com as areas de
baixo risco (mucosa labial, gengiva, palato), por meio da marcacdo de AgNOR
(p=0,0085). Neste estudo foi encontrada uma associacdo do tamanho do tumor
para T2 e T3 com a sobrevida dos pacientes (p=0,036). Na area de invasao
tumoral foi observado que os pacientes com padrdo IV do FIT apresentam 60%
de grau lll de diferenciacao celular de acordo com a OMS, 80% eram T3 e 80%
evoluiram para obito. A média de células positivas para Ki-67 foi de 22,3%

+11.89. O padréo I-IV de FIT expressam positividade para Ki-67 com uma relacéo



inversa (p<0,032). Nao foi observada associacdo entre os parametros de
proliferacédo celular estudados com o tipo de fronte de invasédo tumoral, nem com

o grau de diferenciacao celular.

Palavras-chave: Carcinoma Espinocelular, proliferacdo celular, prognostico, Ki-67
e AgNORs.

Immunohistochemical expression of Ki-67 and AgNOR marking the
forehead of Tumor Invasion (FIT) of squamous cell carcinoma and

correlation with clinical and morphological parameters
Abstract

The aim of this study was to evaluate the AQNORs count per nucleus and the
expression of Ki-67 in the front of tumor invasion and their correlation with clinical
(TNM), morphological (front tumor invasion, histological classification) parameters
of squamous cell carcinoma of the buccal mucosa. 48 of a total of 109 patients
analyzed in the period from 2000 to 2010 were included. The average age was 63
years old, the most common location was the tongue representing 41,7% of cases,
and 79,2% were men. All the patients were diagnosed and treated at the National
Cancer Institute of Montevideo, Uruguay. All specimens included in this study
should have the invasive front (FIT) clearly demonstrated with a range of islands
adjacent connective tissue. All samples were subjected to the techniques of
hematoxylin / eosin staining, immunohistochemistry for Ki-67 and AgNOR
technique. There was a significant correlation of squamous cell carcinoma
localized in high-risk areas (tongue, floor of mouth and retromolar trigone) with
AgNOR quantification (p = 0.0085). In this study an association of tumor size for
T2 and T3 with the patients survival (p=0,036) was found. In the area of tumor
invasion was observed that 60% of patients with pattern IV of FIT were grade Il of
cell differentiation according to the WHO, 80% were T3 and 80% died during
follow-up. The average number of cells positive for Ki-67 was 22.3 + 11.89 % . The
| - IV standard FIT showed an inverse relationship (p < 0.032) with expression of

Ki -67 No association was observed between the studied parameters of cell



proliferation with the type of tumor invasion front, or with the degree of cell

differentiation.

Key-words: squamous cell carcinoma, cell proliferation, prognosis, Ki-67 ans
AgNORs.

Introducéo

O Carcinoma espinocelular (CE) € uma neoplasia maligna que se
desenvolve a partir da mucosa saudavel ou de lesdes pré-existentes da cavidade oral.
A nivel mundial o cancer oral € um dos dez tipos mais frequente, representa de 2 a

4% de todos os canceres diagnosticados (1).

O CE esta fortemente associado com estilos de vida e fatores de risco como
o habito de fumar; etilismo; dieta pobre em antioxidantes, vitaminas e minerais;
exposicao a luz ultravioleta, especialmente nos casos de labio inferior, a carcin6genos
guimicos e certos virus. A carcinogénese oral € um processo molecular complexo,
com multiplos passos onde o dano genético se acumula levando a uma alteracéo

celular com perda da regulacéo do ciclo celular e defeitos no reparo do DNA (2-5).

A avaliacdo prognostica mediante o sistema TNM é limitada, pois avalia
somente aspectos clinicos, ndo leva em consideracdo as caracteristicas

histopatoldgicas, nem a relacao tumor-hospedeiro (6-9).

Bryne em 1992 lancou a hipotese de que a area mais importante para
determinar o prognostico do CE € a zona mais profunda de invasdo, o fronte de
invasdo tumoral (FIT) e analisa os aspectos morfolégicos como: grau de
gueratinizacdo, polimorfismo nuclear, padrdo de invasao (fronte de invasdo) e

infiltrado linfoplasmaocitario (7,9,10-12).

Os eventos moleculares no fronte de invasdo incluem aumento de
angiogénese, alteracdo das moléculas de adesdo, superproducdo de enzimas que
degradam a matriz extracelular e um incremento na expressdao de proteinas

relacionadas a proliferacéao celular (6,10,13).



O melhoramento atual das técnicas de recuperacdo antigénica em estudos
imunoistoquimicos em material de arquivo (14) e a determinacdo das proteinas
associadas as regifes organizadoras nucleolares mediante técnicas de impregnacao
por prata (AgNORSs) (15), resultaram em métodos reprodutiveis para a avaliacao de
parametros, estatico (Ki-67/MIB1 fator de crescimento) e dinamico da proliferacéo
celular (AgNORSs) (9,16)

O Ki-67 € um antigeno nuclear humano que se expressa em todas as fases
do ciclo celular (G1, S, G2, M), exceto em GO, com um pico maximo de concentracao
em G2 e M; estando relacionado com a progressao da lesé@o e progndstico pobre (17).
Ha estudos que demonstraram uma correlacdo significativa entre os niveis de
imunoreatividade do antigeno Ki-67 com os escores do FIT em CE, indicando que

altos indices de Ki-67 podem indicar malignidade biologica (8,9,13,18).

As regifes organizadoras nucleolares (NORs) sdo segmentos de DNA que
em humanos localizam-se no braco curto dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15,
21 e 22 e servem de molde para a codificacdo do RNA ribossémico (19-21). Com a
técnica de impregnacao pela prata, observa-se as NORs que estdo sendo ativamente
transcritas (23) visualizadas como pequenos pontos pretos no interior do nudcleo
marron (19,24)

A impregnacdo por prata das regides organizadoras nucleolares ativas
(NORs), que sao conhecidas como AgNORs, tem sido aplicada a uma variedade de
lesbes com o proposito de proporcionar mais informacdes sobre sua atividade
nucleolar (23,24 ).

Uma alta contagem de AgNOR caracteriza os tumores com atividade
metabolica aumentada, que provavelmente tem um alto conteudo de DNA ou
tumores pobremente diferenciados e que proliferam rapidamente. Portanto, indicam

um prognostico desfavoravel (21,24-26).

O objetivo deste trabalho € avaliar o nimero de AgNORs por nucleo e a
expressdo de Ki-67 no fronte de invasdo tumoral e sua correlacdo com o0s
parametros clinicos (TNM), morfolégicos (fronte de invasdo tumoral, graduacéo

histopatoldgica), do carcinoma espinocelular da mucosa bucal.



Materiais e Métodos

Este € um estudo retrospectivo, analitico. No levantamento total foram
identificados 109 pacientes com CE obtidos do arquivo do Laboratério de
Anatomia Patoldgica do Instituto do Cancer (INCA) (Montevideo, Uruguay), entre
janeiro de 2000 a dezembro de 2010. Depois da aplicacdo dos critérios de
incluséo e exclusado, descritos no quadro 1, foram excluidos 61 pacientes, e a

amostra final foi composta por quarenta e oito espécimes de CE.

Todos os pacientes foram submetidos em primeira instancia ao tratamento
cirargico e outras modalidades de tratamento apds cirurgia, como radioterapia e/ou
guimioterapia. Os casos com extensas areas de necrose ou ma preservagcao
estrutural (observadas microscopicamente) foram excluidos. Os dados género, idade,
localizac&o (foram agrupados por areas de melhor e pior progndéstico nos dois grupos:
de alto risco e de baixo risco), TNM, estadiamento clinico e o acompanhamento

(vivos/mortos), foram obtidos dos arquivos médicos.

Todos os espécimes incluidos neste estudo deviam ter presente o fronte de
invasdo tumoral (FIT) claramente demonstrado com uma faixa de tecido conjuntivo
adjacente. Todas as amostras foram obtidas da peca de resseccao do tumor, o que

garantiu maior probabilidade de observacao da area do FIT .

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Odontologia
da Universidade da Republica Montevideo, Uruguai (Decreto 379/08, expediente
091900/000274-13).

Foi selecionado um bloco de parafina de cada caso contendo o FIT. O FIT
foi definido como as ultimas seis camadas de células em contato com uma faixa de
tecido conjuntivo normal para cada caso. A partir de cada bloco de parafina do
espécime de tumor obteve-se trés cortes consecutivos de 3 mm. O primeiro corte foi
corado com hematoxilina e eosina (H & E) para confirmar a area de invasao tumoral e
classificacdo histologica. (Figura 1), a segunda foi submetida a técnica
imunoistoquimica para a deteccdo de Ki-67 (clone MIB-1, Dako, Carpinteria, CA,
EUA), e o terceiro foi impregnado por prata para a deteccdo de AQNORs de acordo

com o protocolo Ploton et al. (1986) (24).



Quadro 1- Critérios para a selecdo da amostra.

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

Casos com dados clinicos completos Presenca de extensas areas de necroses.

(sexo, idade, localizacdo, TNM).

Casos com dados patolégicos completos Preservacédo ruim das estruturais histolégicas

(estagio clinico, grau de diferenciacdo).

Fronte de invasao claramente demonstrado

Blocos de parafina em boas condicdes e

com material suficiente para as Técnicas

Figura 1- Carcinoma espinocelular - fronte de invasdo tumoral; coloracdo HE: A- Padrdo de
invasdo tumoral padréo I, H&E x40., B- Padrdo de invasédo tumoral padréo Il, H&E, 100x, C- Padrédo de
invasdo tumoral padrao Ill, H&E 100x, D- Padrdo de invasdo tumoral padrédo IV H&E, 100x. Critérios
propostos por Anneroth, Batsakis e Luna em 1987 (6).

A técnica de imunoistoquimica e marcacdo do AgNOR foi realizada no
laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.



Os cortes foram desparafinizados em xilol e reidratados em alcool. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada utilizando 3% de peréxido de
hidrogénio em metanol em dois banhos de 15 min. Recuperacdo antigénica foi
realizada usando solucéao de pH 9.0 (S1699, DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA)
numa panela de pressao (123°C por 03:30 minutos). Subsequentemente, os cortes
foram incubados durante 60 minutos a temperatura ambiente com anticorpo Ki-67 na
concentracdo 1:25, (monoclonal anti-humano, clone MIB-1, DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca) e, em seguida, lavado em solucdo salina tamponada fosfato
(PBS). O sistema de deteccao utilizado foi Envision (DakoCytomation, Carpinteria,
CA, EUA) e o cromogeno foi DAB liquido (DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA). Os
cortes foram lavados, contra-corados com hematoxilina de Harris, reidratados e
diafanizadas em xilol e as laminas montadas com Entellan, (Merck, Daarmstadt,

Alemanha). Os controles negativos foram obtidos omitindo-se o anticorpo primario.

Os tumores foram classificados como padrao |, I, 1ll ou IV de acordo com as
caracteristicas morfolégicas da zona de invaséo tumoral ou FIT, por dois patologistas
(A.V.B.C.; P.V.R), de acordo com o método descrito por Anneroth, Batsakis e Luna
em 1987 (6) . Campos microscopicos do FIT foram capturados em aumento de 400x
usando uma camera de video (Q-color5 ™, Olympus America, Inc., Center Valley, PA,
EUA), acoplado a um microscopio binocular (CX41RF, Olympus Latin America, Inc.,
Miami, FL, EUA).

O software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) foi
utiizado para contagem das células Ki-67 positivas e para a quantificacdo de
AgNORs, usando a ferramenta de contagem manual do software. Para a analise de
Ki-67, 1000 células foram quantificadas para o célculo da percentagem de células
positivas. As ceélulas com um nudcleo castanho foram consideradas positivas,
independentemente da intensidade da cor (Figura 2). Para a analise de AQNOR, 100
células foram quantificadas, em aumento 1000x (com Oleo de imerséo). As contagens
de AgNOR foram registradas como meédia do numero de AgNORs por nucleo
(mAgNOR), e porcentagem de células com mais de um, dois, trés ou quatro AQNORs

por nucleo (pPAgNOR) (Figura 3). Pontos, que ndo podiam ser distinguidos uns dos



outros foram contados como um Udnico ponto, seguindo o método de contagem

padronizado descrito por Crocker, Boldy e Egan em 1989 (27).

A
Figura 2- Expresséo imunoistoquimica de Ki-67 Figura 3- Marcacéo de AQNORs em carcinoma
em Carcinoma Espinocelular, marcacao nuclear espinocelular x1000.

marrom (flecha) H&E, x400.

Foi realizada calibragem intraexaminador para a classificacdo do FIT de
acordo com o método descrito por Anneroth, Batsakis e Luna em 1987(6),
(Kappa=0,87) e para graduacédo histologica do CE de acordo com classificacdo da
OMS(1) interobservador (Kappa=0,75). Toda a quantificacdo do Ki-67 e AgNORs foi

realizada por um unico observador, cego.

Os dados do presente estudo foram computados no Software Graph Pad
Prims 5 a fim de realizar a analise estatistica. Foi testada a normalidade da
distribuicdo dos dados obtidos nos diferentes desfechos e a partir disso foram
escolhidos os testes estatisticos. A comparacdo da imunomarcacédo de Ki-67 e da
marcacdo de AgNORs de acordo com as diferentes classificagcbes dos tumores foi
realizada pelo teste ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. Foi considerado um
nivel de significancia estatistica de 95% (p<0.05). O teste Jonckeheere-Terpstra foi
usado para medir a tendéncia entre variaveis quantitativas (Ki-67 e mAgNOR,pAgnor)
e qualitativas (FIT). Para as curvas de sobrevida de pacientes foi utilizado um teste

nao parameétrico como teste de long-rank.



Resultados

As caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes (n = 48) estdo

descritos na Tabela 1.

Se analisarmos a diferenciacéo celular (OMS) no FIT, foi observado que no
padrdo | do FIT, 50% dos casos sao indiferenciadas, em padréo Il 42,1% foram
moderadamente diferenciados, no padrdao Il 44,4% eram moderadamente

diferenciados e no padrédo IV 60% sao indiferenciados.

Na correlacéo entre o padrédo do FIT e o tamanho (T) tumoral, observamos
gue no padréo | do FIT 50% s&o T2, no padréo Il 47,4% sao T2, no padréo Il 44,4%

sédo T2 e no padrao IV 80% séo T3 Gréafico 1.

Analisando o FIT em relacdo a evolucéo do paciente, no padrdo IV do FIT,

80% dos pacientes morreram.

Para a imunomarcéo Ki-67 houve positividade nuclear evidente em 69% dos

casos. Porcentagem média de positividade no FIT para Ki-67 foi de 22,3% + 11,89.

Para a marcacdo de AgNORs, a média foi de 1,90 com uma variacdo de
1.75 a 3.23. Nao houve associacao estatisticamente significante em relacéo ao FIT (I-
IV) e a média percentual de Ki-67 e a média do AgQNOR (Tabela 2).

Analisando a imunomarcgéao para Ki-67 e média de AQNORs de acordo com o
grau de diferenciacéo celular no FIT observou- se que nédo houve diferenca estatistica
(Tabela 3)



Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes (n=48).

GRUPO CE

IDADE >=60 20 41,7%

GENERO Homens 38 79,2%

LOCALIZACAO Lingua 20 41,7%

Palato 6 12,5%

A Assoalho da boca 2 4,2%

Trigono retromolar 5 10,3%

Mortos 28 58.3%

2 21 43,8%

4 10 20,8%

N1 9 18,7%

N2b 1 2,1%

<
<
o

48 100%

1 15 31,3%

[\ 16 33,3%




Grafico 1- Padrao de Invasdo em relacdo a tamanho tumoral.

Tabela 2- Fronte de invasdo tumoral, marcacdo do AQNORs e porcentagem do Ki-67.
Aneroth et al. 1987 (6).

Fronte de
invasao

|
n=6

1l
n=19

1]
n=18

v
n=5

mAgNOR

2.047(+0.4838)

1.887(0.3588)

1.875(0.5140)

1.954(0.1885)

0.8434

PAgNOR
p>1
p>2
p>3
p24

62.67(+17.86)
30.83(+21.25)
11.00(9.757)
0.167(+0.408)

54.33(+15.83)
24.94(+13.22)
8.72(+7.820)
0.667(+1.749)

51.06 (+17.57)
23.22 (+18.33)
9.944 (+15.17)
0.8889(+1.410)

58.00 (+11.05)
28.00 (+10.72)
8.800 (+2.168)
0.400(+0.8944)

0.4822
0.7699
0.9705
0.7272

Mean % Ki-67

29.99(+11.77)

22.43(+12.32)

22.18 (+12.21)

12.27(+5.736)

0.1877




Tabela 3- Imunoexpressdo de Ki-67 e AgNORs no Fronte de invasao tumoral

relacionado ao grau diferenciacao celular.

OMS Bem Diferenciados Moderadamente Pobremente
Diferenciados  Diferenciados P
n=11 n=20 n=17
mAgNOR 1.920 (+0.542) 1.946 (+0.430)  1.862(+0.3458)  0.8389
pAgNOR
p>1 54.30(+16.87) 56.05(+17.85)  52.88(+x14.93)  0.8461
p>2 26.20(+21.43) 26.60(+15.89)  23.41(+12.91)  0.8243
p>3 11.40 (+18.46) 8.800 (+7.150)  9.176 (+9.316)  0.8250
p24 0.100(+0.3162) 1.100 (+1.861) 0.4706 (+1.068)  0.1511

Mean % Ki-67 23.56(+14.65) 23.41(+11.81)  19.89(x10.84)  0.7102

Observando a marcacao de AGNORs e Ki-67 no FIT agrupados em areas de
alto risco (lingua, assoalho da boca e trigono retromolar) e baixo risco (mucosa
bucal, labio, gengiva, palato). Casos de alto risco tiveram um percentual maior de
Ki-67 positivo, mas nado estatisticamente significante (24.53% p<0,2898), observou-
se uma relacdo estatisticamente significante com mMAgNORS (p <0.0085), e
PAgNORs para p> 1 (p<0.0086), p>2 (p<0.0236), p>3 (p<0.0272) (Tabela 4).

Tabela 4- Expressdo de AgNORs e Ki-67 no fronte de invasdao em areas de alto e

baixo risco.
Alto-risco Baixo-risco
n=27 n=21 P
mMmAgNOR 2.052 (+0.4530) 1.734(+0.3035) 0.0085
pAgNOR - - -
p>1 60.04 (15.87) 47.71 (14.51) 0.0086
p>2 30.04 (17.62) 19.57 (11.55) 0.0236
p>3 12.62 (13.31) 5.619 (4.894) 0.0272
p24 0.8846 (1.774) 0.3810 (0.7400) 0.2301

Mean % Ki-67 20.08 (+¥9.730) 24.53(+£13.56) 0.2898




Em relacdo a evolucdo dos pacientes (vivos e mortos), mAgNORs foi
estatisticamente significante (p<0.0447) e pAgNORs foi significativo para p>1
(p<0.0318), para p>2 (p<0.0492) (Tabela 5).

Tabela 5- Expressdo de AQNORs e Ki-67 e evolugcédo dos pacientes.

Vivo Falecido P
n=20 n=28
MAgNOR 2.052(+0.4828) 1.808(+£0.3348) 0.0447
pAgNOR
p>1 60.50 (£17.20) 50.43 (£14.26) 0.0318
p>2 31.70 (£19.25) 20.68 (£10.99) 0.0492
p>3 12.40 (£14.62) 7.393 (£6.448) 0.3247
p24 0.500 (+1.606) 0.7500(%1.266) 0.1447
Mean % Ki-67 22.71(£12.46) 22.15(+11.84) 0.8983

Se analisamos a sobrevida dos pacientes em relacdo ao tamanho do tumor
foi encontrada uma associacdo, em T2 os pacientes tém uma sobrevida média de 8

anos e T3 de trés anos (p-valor 0,036) (Grafico 2).
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Discussao

A proliferacao celular € um processo bioldgico fundamental, € definida como
0 aumento no numero de células resultado de um ciclo celular completo, e
desempenha um papel no crescimento e conservacdo da homeostase do tecido (14).
A proliferacdo no cancer é tradicionalmente pesquisada para tentar prever o
comportamento biolégico dos tumores, assim como a possibilidade de recorréncia

local e potencial de metastase dos mesmos.

Véarios métodos estao disponiveis para avaliacdo da proliferacéo célular que
sao aplicaveis na pratica histopatolégica, como a avaliacdo por meio de marcadores
de baixo custo, como a AgNOR e marcadores moleculares, como Ki-67, p53, pl6,
PCNA, ciclina B1(18,30).

A evidéncia sugere que as células presentes na FIT do CE tém
caracteristicas moleculares diferentes quando comparadas as areas de superficie do
tumor, sendo a area mais importante para determinar o prognostico (7-11). Neste
estudo observou-se uma alta percentagem média de células Ki-67 positivas (69%) no
FIT do CE, semelhante a descrita na literatura (9, 18,31), indicando uma alta atividade

de proliferacédo celular.

Tumuluri et al., relataram uma forte correlacdo da proliferacdo celular
avaliada pela expresséao de Ki-67, no FIT com o grau histolégico de malignidade e os
parametros TNM (14) do CE. Estes achados estdo em concordancia com nossos

resultados, os quais mostraram que 80% dos CE padrao IV de FIT eram tumores T3.

Piffiko et al. referem que nas areas de FIT residem subpopulacbes de
células com elevada atividade proliferativa (32). Enquanto que nosso estudo mostrou
uma relacao inversa entre porcentagem de Ki-67 e o padrao FIT, sugerindo que as
células do fronte de invasao grau IV gastam mais energia para realizar a migracao e

invasdo do que realizar a proliferacao celular.

No presente estudo observou-se uma correlacdo significativa da marcacéo

de AgNORs , mMAgNORs e pAgNORs (p> 1, p> 2, p> 3) em CE localizados em areas



de alto risco (lingua, assoalho da boca e trigono retromolar) em comparacdo com as
areas de baixo risco (mucosa labial, gengiva, palato), indicando maior velocidade de
proliferacdo nas areas de risco, e consequentemente pior prognostico (17). O
aumento de mAgNORs observado nas zonas de alto risco do CE sugere que ha um
subconjunto de células tumorais com aumentada atividade de sintese de proteinas
nucleolares e correlaciona-se com a percentagem de aneuploidia, a fase clinica e
sobrevida (36,37).

Nossos resultados ndo mostraram associacao significante entre a expressao
do Ki-67 e a sobrevida dos pacientes e isto esta de acordo com o observado por
Bettendorf et al., que examinaram o significado prognéstico da expressdo desta
molécula com parametros morfoldgicos tumorais e sobrevida de 5 anos poés
tratamento em 329 casos de CE de boca e a expressdo do Ki-67, sozinha, ndo teve
valor prognostico. Este fato pode ser explicado pelo Ki-67 ser um marcador estético e

por ter uma meia vida curta (34).

Assim como, Gonzalez-Moles et al. que analisaram o valor prognostico do
Ki-67 no carcinoma espinocelular bucal e observaram que este ndo tem valor
prognoéstico, provavelmente porque é um marcador da fracdo total de células em

proliferacéo (17).

Assim, parece que o Ki-67 pode ndo ser relevante no progndéstico de
pacientes com cancer bucal, embora os resultados variam muito e poucos estudos
tém mostrado algum valor prognostico, a grande maioria encontram uma
sobrexpressédo de Ki-67 e nao tem relevancia prognostica (17,32). Alguns estudos
tém maior valor atribuido a combinacéo de Ki-67 com outros marcadores, tais como
relacbes Mcm2/Ki-67 e Gemini/Ki-67(17,33).

Neste estudo também foi observada uma associacdo do tamanho do tumor
(T) com a sobrevida dos pacientes, em tumores T2 a sobrevida foi de 8 anos e em T3
de 3 anos. No padrdo IV do FIT 60% foram estadiados como grau Il da OMS, 80%
eram T3 e 80% dos pacientes evoluiram para oObito. Estes resultados estédo de acordo

com a literatura que concluiram que o tamanho do tumor, extensdo extracapsular e



invasdo vascular podem predizer um pior prognostico e menor sobrevida em

pacientes com CE, do que somente o TNM ( 17, 31, 35).

As diferencas entre o presente estudo e a literatura podem eventualmente

ser devido a diferencas nos critérios para a quantificacao de Ki-67 e AgNOR.

Assim, ndo foi observado associacdo entre os parametros de proliferacao
celular com o tipo de fronte de invasdo tumoral, nem com o grau de diferenciacéo
celular. Além disso, foi observada uma associacao entre o mAgNOR e a localizacéo
de maior risco do carcinoma espinocelular de boca e menor média de mAgNOR no

fronte de invasao tumoral foi associado com melhor prognadstico.
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Consideracdes finais

Ki-67 é uma proteina que expressa a fracao total de células em proliferacéo,
isto é, a propor¢cdo de células tumorais que estdo em ciclo celular (8,9,17,18).
Portanto, as células proliferativas seriam responsaveis pelo crescimento maligno,
enquanto outras poderiam seguir para diferenciacdo terminal, 0 que pode ser
considerado um mecanismo de protecdo contra a aquisicdo de eventos oncogénicos,
responsaveis pelo progndstico ruim e assim poucas células desenvolveriam um

fendtipo maligno (17, 41).

s

A expressdo de AgNORs é relacionada com velocidade de proliferacao
celular e marca a populacéo de células tumorais que proliferam rapidamente, situacao
em que seria mais provavel a acumulacdo de erros oncogénicos e um pior
prognostico (17,19-21).

Estudos futuros com critérios de quantificacdo uniformes para
imunoistoquimica e maior numero de casos sSd0 necessarios para avaliar o
prognostico de pacientes com céancer de boca, e outros marcadores devem ser

avaliados na area do fronte de invasao tumoral dos carcinomas espinocelulares.



