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ABREVIATURAS e ACRONIMOS

AgNORs  Regides de organizacao nucleolar argiréfilas

CDK Cinase ciclina-dependente

CPC Carcinoma pavimentocelular

DNA Acido desoxiribonucleico

EGF Factor de crescimento epitelial

EGFR Receptor do factor de crescimento epitelial
EMT Transicao epitelial-mesenquimatosa

FAK Cinase de adesao focal

FIT Frente invasiva tumoral

GM-CSF  Factor estimulador de coldnias de granulocitos e macrofagos

HPF Campo de alta ampliacao

IHQ Imunohistoquimica

KGF Factor de crescimento dos queratinocitos
LI indice de marcacéo

MB Membrana basal

MEC Matriz extracelular

MMP Metaloproteinases da matriz

m RNA Acido ribonucleico mensageiro

PCNA Antigénio nuclear de células em proliferacao
RNA Acido ribonucleico

TGF Factor tissular de crescimento

TIMP Inibidor tissular das metaloproteinases
VADS Vias aerodigestivas superiores

VEGF Factor de crescimento vascular endotelial
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RESUMO

Palavras—chave: cancro oral, prognostico, factores tumorais, invasao,

metastizacdo, grau histolégico, Ki-67, angioinvasao.

A finalidade deste trabalho foi contribuir para o estudo dos factores tumorais
de progndstico do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.

Numa primeira parte foram analisados alguns aspectos epidemioldgicos,
aspectos morfolégicos, funcionais e ultraestruturais da mucosa oral normal,
descritos os mecanismos da cancerigénese e da progressdo tumoral no cancro
oral a luz dos actuais conhecimentos da biologia celular e da genética molecular,
nomeadamente o papel dos oncogenes e genes supressores, da apoptose e da
evasdo a apoptose, da inibicdo da sinalizagdo inibitéria de crescimento, da
angiogénese e linfangiogénese, assim como 0s mecanismos de invasdo e
metastizacdo. Foram ainda analisados o risco e os padrbes de metastizacao
cervical no cancro oral, conhecidas que sdo as suas especiais caracteristicas de
disseminacdo linfatica regional e as suas implicacdes na terapéutica cirdrgica e
terapéutica complementar. Foi também comentada a classificacdo de estadiamento
TNM da OMS e o seu valor clinicopatolégico.

Na analise critica do conhecimento actual dos factores histomorfol6gicos
tumorais de progndstico do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral foram
analisados os que respeitam ao estudo da frente invasiva tumoral, a avaliacdo da
actividade proliferativa tumoral, a espessura do tumor e aos factores determinados
na avaliacdo anatomo-patolégica pos-operatoria.

Como objectivos do estudo foram estabelecidos os seguintes: 1) avaliar a
relacdo de alguns factores tumorais (dimensdo do tumor, estado das margens,
invasdo perineural e angioinvasdo, numero de ganglios com metastase no

esvaziamento cervical) com o risco de recidiva e com o0 progndstico de
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sobrevivéncia global; 2) avaliar a relagdo dos sistemas de graduacgdo, em particular
0 padrdo de invasdo na frente invasiva, com o risco de recidiva e com o
prognostico de sobrevivéncia global; 3) avaliar o indice de proliferacédo celular na
frente invasiva tumoral com recurso ao marcador tumoral Ki-67/MIB1 e a sua
relacdo com o risco de recidiva e com o prognostico de sobrevivéncia global; 4)
correlacionar a espessura do tumor com 0s restantes elementos de graduacao e
em particular com o indice de proliferacédo celular de Ki-67/MIB1, nomeadamente
avaliar se os tumores com maior espessura tém ou ndo um indice de proliferacdo
mais elevado e se existe correlacdo com o prognéstico de sobrevivéncia global.

Foram assim seleccionados 65 casos, num universo de 1356 casos de
doentes com CPC da lingua (incluindo base da lingua) e pavimento da boca, em
todos os seus estadios, registados nos arquivos do ROR — Sul, entre 1998 e 2007.
Todos estes casos eram doentes inscritos, tratados e seguidos clinicamente no
Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescogo do IPOLFG-EPE entre 1999 e 2005 e
gue correspondiam totalmente aos critérios de inclusdo estabelecidos,
designadamente o de terem sido submetidos a cirurgia como tratamento primario.

Destes 65 casos foram colhidos no seu processo clinico os seguintes
dados: idade (na data do diagnostico), sexo, data do diagnéstico anatomo-
patolégico confirmativo da lesdo, estado actual (data da ultima observacao clinica),
tempo de sobrevivéncia expresso em meses e intervalo livre de doenca expresso
em meses (definido como o periodo entre a data do tratamento inicial e a data do
diagnostico da recidiva).

Dos dados anatomopatoldgicos da peca operatoria foram colhidos os
seguintes elementos: estadio pTNM, distancia a margem cirdrgica mais proxima,
eventual presenca de tumor na margem cirargica, numero de ganglios do
esvaziamento cervical e numero de ganglios com metastase.

Foram avaliados o0s seguintes parametros histopatolégicos: maxima
profundidade de invasao do tumor expressa em mm (arredondada as décimas);
avaliacdo do grau histologico segundo os sistemas de classificagdo OMS/Broders,
sistema de graduacdo de Anneroth/Batsakis e sistema de graduacdo de Bryne,

invasdo vascular, invasao linfatica e invasdo perineural.
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Foi ainda efectuada a marcacdo imunocitoquimica de Ki-67 com o anticorpo
anti-Ki-67 e determinado o seu indice de marcacédo na frente invasiva tumoral.

Os procedimentos estatisticos analiticos aplicados neste trabalho foram os
seguintes:

Na analise univariada da associacao entre varidveis categoricas foi usado o
teste de Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exacto de Fisher (quando valores
esperados <5). A avaliacdo da associacdo entre a expressdo do indice de
marcacao Ki-67 e a espessura do tumor com a recidiva foi feita com recurso a
modelos de regressao logistica.

A estimativa da sobrevivéncia global e do intervalo livre de doenca foi feita
usando o estimador produto-limite de Kaplan-Meier e as curvas de sobrevivéncia
comparadas através do teste logrank e do teste de Peto (mais sensivel a
diferengas observadas no inicio da curva). Foi ainda realizada uma andlise
multivariada com recurso ao modelo de Cox de riscos proporcionais para o estudo
das variaveis com impacto na sobrevivéncia global.

O estudo da correlacdo entre variaveis quantitativas foi feito com recurso
aos coeficientes de correlacdo de Pearson e/ou de Spearman. A comparagao da
espessura e do indice de marcacao Ki-67 entre subgrupos foi feita com recurso
aos testes nao-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (>2 grupos).

Excepto quando explicitamente referido o contrario, todos os testes foram
bilaterais tendo sido considerado o nivel de significAncia de 5%. A analise foi
realizada utilizando o software R versao 2.5.0.

Os resultados obtidos mostram, no que respeita aos factores
clinicopatoldgicos, que a recidiva tumoral, o estadio pTNM, e pN, possuem um
elevado significado prognoéstico na sobrevivéncia global, em analise univariada. pN
(PN1 e pN2) mostra ainda em analise multivariada possuir elevado significado
prognostico para a sobrevivéncia global. Em especial pN2 exprime um exp(coef)
elevado em andlise multivariada - Modelo de Cox de riscos proporcionais.

Dos factores histopatolégicos, o parametro angioinvasao mostrou possuir
um muito elevado significado progndstico na sobrevivéncia global em anélise

univariada (p-value log rank=6e-06 e p-value Peto=2.24e-05). O parametro
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neuroinvasdo mostrou também possuir significado progndstico na sobrevivéncia
global em anélise univariada ( p-value log rank=0.0154 e p-value Peto=0.0154).

Face a estes resultados pode pois admitir-se que, neste conjunto de casos
T1 e T2 com localizagéo circunscrita a lingua, todos tratados primariamente com
cirurgia, os factores clinicopatoldgicos determinantes do prognéstico de
sobrevivéncia em analise univariada sejam o estado dos ganglios cervicais, o
estadio TNM e a recidiva.

Em analise multivariada - Modelo de Cox de riscos proporcionais, 0s
parametros clinicopatol6gicos com maior importancia para a sobrevivéncia foram a
recidiva loco-regional, pN1, pN2 e tumor nas margens de exciséo.

O parametro espessura nado mostrou possuir em analise univariada
significado prognéstico nem na sobrevivéncia global nem na ocorréncia de
recidiva.

N&o foi possivel demonstrar uma relagcdo significativa entre a espessura e
pN. No entanto deve referir-se que ha uma tendéncia para os casos com ganglios
positivos apresentarem valores medianos de espessura superiores (mediana da
espessura: NO - 9,8mm; N1 — 13,5mm; N2 — 13,8mm).

Os sistemas de graduacdo considerados (Broders, Anneroth-Batsakis e
Bryne), bem como o padrdo de invasdo na frente invasiva, ndo provaram neste
estudo possuir significado no prognostico de sobrevivéncia ou de recidiva. O
mesmo se verificou com o indice de marcacdo com Ki-67 na frente invasiva
tumoral.

A angioinvasao (que em analise univariada revelou possuir um elevado
significado prognéstico da sobrevivéncia global) ndo tem significado no progndéstico
de recidiva em andlise univariada. O mesmo se passa também com a invasao
perineural.

Finalmente, no estudo da relagéo entre pN e a angioinvasao foi igualmente
encontrada uma associagcdo estatisticamente muito significativa entre os dois
parametros.

Também se documenta uma tendéncia para que 0s tumores com maior

espessura apresentem angioinvasao e neuroinvasao.
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Desta forma parece poder concluir-se, no conjunto dos factores
clinicopatologicos, o elevado significado prognostico para a sobrevivéncia de pN,
da recidiva tumoral e da existéncia de tumor na margem de exciséo cirargica. Por
outro lado, no conjunto dos factores tumorais de progndstico, salienta-se o elevado
significado progndstico da angioinvasdo e também da neuroinvasdo, sendo de
realcar a associacdo, estatisticamente muito significativa, entre pN e a
angioinvasao.

Finalmente sugere-se que, face aos resultados obtidos, o objectivo de
trabalhos futuros incida no estudo da relagdo da angiogénese e linfangiogénese
com a invaséo linfovascular e desta com a metastizacgéo linfatica regional cervical.
Sugere-se que, sendo o padrdo de metastizacdo linfatica cervical
reconhecidamente previsivel no cancro oral, relacionado com um processo
linfodependente, se aprofunde o estudo de mediadores biol6gicos condicionantes
deste processo, assim como o0 de eventuais pressdes selectivas subjacentes.
Sugere-se ainda o estudo do eventual papel promotor das células do estroma e

ainda da transicao epitelial-mesenquimatosa.
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ABSTRACT

Key words: oral cancer, prognosis, tumor factors, invasion, metastasis, histhologic

grading, Ki-67, angioinvasion.

The aim of this work is to contribute for the study of tumour prognosis factors of
the oral mucosa squamous cell carcinoma (SCC).

In a first part there have been analyzed some epidemiologic aspects,
morphological, functional and ultrastructural aspects of the normal oral mucosa, the
mechanisms of cancerigenesis and the tumour progression in the oral cancer,
under the current knowledge of cellular biology and molecular genetics, namely the
role of the oncogenes and suppressing genes, of apoptosis and the evasion to
apoptosis, the inhibition of the inhibitory signalling of growth, the angiogenesis and
lymphangiogenesis and also the invasion mechanisms and metastasis. There were
also analysed the risks and patterns of cervical metastasis in oral cancer, for its well
known special characteristics of lymphatic regional dissemination and the WHO
classification of TNM staging and its clinic pathological value was commented.

On the critical analysis of the current knowledge on tumour
histomorphological prognosis factors of the oral mucosa SCC there were analysed
the ones concerning the study of the tumour invasive front, the evaluation of the
tumour proliferative activity, the tumour thickness and the obtained factors on the
pathological postoperative evaluation.

The following were determined as this study goals: 1) evaluate the relation of
ome tumour factors (tumour dimension, histological differentiation grade,margin
status, perineural invasion and angioinvasion, number of metastatic nodes on the
neck dissection) with risk of recurrence and the survival prognosis; 2) evaluate the
relation of the grading systems, particularly the invasion pattern in the invasive
front, with the risk of recurrence and with the survival prognosis; 3) evaluate the
index of cell proliferation (proliferation index) in the tumour invasive front using the
Ki-67/MIB1 marker and its relation with the risk of recurrence and the survival
prognosis; 4) correlate the tumour thickness with the remaining grading elements

particularly with the Ki-67MIB1 cell proliferation index, namely evaluate if tumours
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with greater thickness do or do not have a raised marking index and if there is any
correlation with survival prognosis.

Therefore, there were selected, in a universe of 1356 cases of patients with
tongue and floor of mouth SCC (including base of the tongue), in all its stages,
registered in the ROR-Sul archives, between 1998 and 2007, 65 cases, all
corresponding to patients treated and clinically followed in the Head and Neck
Tumours Surgery Department of IPOLFG-EPE between 1999 and 2005 and that
totally corresponded to the established inclusion criteria, including surgery as
primary treatment .

In these 65 cases the following data was taken from the clinical process: age
(by the time of the diagnosis), gender, date of diagnosis (which was the date of the
pathological confirmation of diagnosis), current state (for which it was considered
the situation on the date of the last observation), survival expressed in months, date
of recurrence when existing, disease - free interval expressed in months (defined
as the period between the date of initial treatment and the date of the recurrence).

The following elements were taken from the surgical pathology report: pTNM
stage, minimal surgical margin, existence or not of tumour in the surgical margins,
number of nodes of the neck dissection specimen when done and number of
positive metastatic nodes.

The following histopathologic parameters were evaluated: maximum depth
of tumour invasion expressed in mm, rounded off to tenth; evaluation of the
histological grading systems, using the selected cuts, which included the complete
thickness of the tumour tissue (including invasive margins) according to the
classification systems of WHO/Broders, Anneroth/Batsakis grading system and
Bryne grading system, lymph invasion, vascular invasion and perineural invasion.

Futhermore it was done the imunohistochemic staining with the antibody Ki-
67/MIB1 and its labeling index (LI ) in the invasive tumour front was determined.

The analytic statistic procedures applied in this work were the following:

In the univariate analysis of the association between categorical variables
the Chi-square test of Pearson and the Exact test of Fisher ( when expected values
<5) were used. The evaluation of the association between the expression of Ki-67

labeling index and tumour thickness was done with logistic regression models.
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The estimation of survival and the disease free interval was done with the
Kaplan-Meier plot and the survival curves compared through the logrank test and
Peto test (more sensitive to differences observed in the initial curve). A multivariate
analysis was also done through the Cox model of proportional risks for the study of
variables with impact in global survival.

The study of correlation between quantitative variables was done through the
correlation coefficient of Pearson and/or Spearman. The comparison of tumour
thickness and Ki-67 labeling index was done through the non-parametric tests of
Mann-Whitney and Kruskal-Wallis (>2 groups).

All tests were bilateral and the significance level of 5% was considered. The
analysis was done using the R software version 2.5.0.

The obtained results show that, concerning the clinical-pathological factors,
pPTNM and pN stage, and local recurrence possess a high prognosis meaning in
the overall survival, in univariate analysis. pN (pN1 and pN2) also shows in
multivariate analysis to possess a high prognosis meaning to the overall survival.
Specially pN2 expresses an extremely high exp(coef) in multivariate analysis - Cox
Model of proportional risks.

In multivariate analysis - Cox Model of proportional risks- the clinical and
pathological parameters with higher relevance were pN (pN1 and pN2), local
recurrence, pN1 and tumour in the surgical excision margins, in a decreasing order
of influence.

Concerning the histopathological factors, the angioinvasion revealed to
possess a high prognostic significance for the overall survival in univariate
analysis (p-value log rank=6e-06 and p-value Peto=2.24e-05) . The same occurs
with the perineural invasion (p-value log rank=0.0154 and p-value Peto=0.0154).

In multivariate analysis — Cox Model of proportional risks, the most relevant
clinical-pathological factors for survival were local and regional recurrence, pN1,
pN2 and positive surgical margins.

The thickness parameter did not demonstrate to have, in univariate analysis,
prognostic significance neither in the global survival nor in the recurrence.

It was not possible to demonstrate any significant relation between the

thickness and pN. However it must be reported that there is a tendency for the
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cases with positive neck nodes to show higher median thickness tumor values
(median thickness: N0-9,8mm; N1-13,5mm; N2-13,8mm).

The grading system taken into account (Broders, Anneroth-Batsakis and
Bryne), as well as the invasion pattern in the invasive front, did not prove to
possess in this study meaning in the survival prognosis or recurrence. The same
was verified with grading index with K1-67 in the tumour invasive front.

Angioinvasion and perineural invasion do not have meaning in the
recurrence prognosis in univariate analysis.

Finally, in the study of the relation between pN and angioinvasion it was
equally found a very high statistic association between the two parameters.

It is also registered a tendency for the tumours with greater thickness to
present angioinvasion and neuroinvasion.

In such way it seems to be conclusive that, in the group of clinicopathological
factors, the high prognostic meaning to the survival were pN, the tumour recurrence
and the existence of tumour in the surgical margins. On the other hand, in the group
of tumour factors of prognosis it is pointed out the high prognostic meaning of the
angioinvasion and also the neuroinvasion, enhancing the statistically very
significant association between pN and the angioinvasion.

Finally it is suggested, according to the obtained results, that the goal of
future studies should fall upon the relation of angiogenesis and lymphangiogenesis
with the lymphovascular invasion and of this one with the lymphatic regional neck
metastasis. We also suggest that, considering the quite predictable pattern of neck
node metastasation process of oral SCC, indicating a probable lymphodependent
process, the study of their conditioning biological mediators, and also eventual
selective pressures, could be useful. And also the study of the eventual promoting

role of stromal cells and of the epithelial — mesenchimatous transition.
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PREFACIO

A minha actividade clinica cirdrgica tem-se centrado desde ha mais de 20
anos, de forma consistente, regular e praticamente exclusiva, nos tumores da
cabeca e pescoco e em particular nos carcinomas da cavidade oral, pelo que o seu
estudo e tratamento se tornou uma dimensao estrutural da minha vida e do meu
trabalho.

Sendo certo que tal facto me confere uma dupla responsabilidade —
profissional em relacdo aos meus doentes e docente em relacdo aos meus
alunos - também é verdade que nunca ignorei a necessidade cientifica de
aprofundar o entendimento dos mecanismos da doenca oncoldgica num nivel
investigacional que congregue a biologia celular e molecular, a genética e a
histopatologia. Os avan¢os nestas areas sao actualmente de tal forma rapidos que
obrigam a uma actualizacdo informativa regular, sem o que se corre o risco de ter
dos eventos biolégicos do cancro uma visao parcelar ou ja desajustada.

Deste modo e com base nesse meu interesse decidi concretizar este
projecto, o qual tendo por motivacdo a minha experiéncia cirurgica, pretendeu
estudar alguns aspectos do problema do cancro oral, nas suas vertentes da
carcinogénese e da progressdao tumoral e ainda dos factores de progndstico
tumorais.

De algum modo quero assim completar um ciclo da minha vida, numa forma
de irrequietude e desafio que intelectualmente me poderiam sem qualquer davida
definir.

Dediquei a esta tarefa, durante o periodo de tempo que me propus leva-la a
cabo, muitas horas de trabalho, pesquisa e reflexdo, sem nunca interromper a
minha actividade hospitalar e profissional. Foi de facto um desafio que coloquei a
mim proprio, para concretizar uma ambi¢cdo de ha muito acalentada mas que so
agora levo determinadamente ao seu fim.

Sendo indiscutivelmente um projecto pessoal, ndo teria sido possivel
estrutura-lo se ndo fosse a minha situacdo de Cirurgido do Instituto Portugués de

Oncologia de Lisboa de Francisco Gentil, EPE. De facto o meu enquadramento
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institucional foi a plataforma de vivéncia e de casuistica sobre a qual o projecto de
investigacdo e a Tese nele baseada foram desenvolvidos e concretizados. Nesse
sentido, o0 meu primeiro agradecimento vai para o IPOLFG, EPE, os seus doentes
e o seu magnifico referencial de uma Medicina de exceléncia e de generoso
humanismo.

A minha ligacdo como docente a Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade de Lisboa consubstancia uma vocacdo académica que me é
particularmente cara. Nela fui recebido de uma forma que nunca poderei esquecer
e nela tenho desenvolvido uma gratificante actividade de ensino, em particular na
disciplina de Cirurgia Oral, actualmente Cirurgia Oral e Medicina Oral.

Desde o primeiro momento em que exprimi a minha intencdo de
Doutoramento que a mesma foi calorosamente acolhida e incentivada. Quero pois
aqui exprimir o meu profundo agradecimento a Faculdade de Medicina Dentéria da
Universidade de Lisboa na pessoa do seu Presidente do Conselho Directivo,
Professor Doutor Antonio Vasconcelos Tavares e ainda ao distinto Conselho
Cientifico e a todos os Docentes em geral.

Ao orientador desta Tese, Professor Doutor Paulo Valejo Coelho, regente
da disciplina de Cirurgia Oral e Medicina Oral da Faculdade de Medicina Dentaria
de Lisboa, dedico um muito profundo, expressivo e justo agradecimento. Foi ele
gue desde o primeiro momento me apoiou N0 meu projecto e me deu animo nos
momentos porventura mais criticos. O seu precioso e constante incentivo, 0s seus
conselhos, a sua contribuicdo na discussdo dos resultados e conclusdes, 0 seu
entusiasmo, foram de um valor inestimavel e a reafirmacdo da sua brilhante
capacidade cientifica. O apoio que me prestou neste projecto sobreleva a relacdo
de grande amizade que com ele tenho e foi seguramente um factor decisivo na sua
concretizacao.

Quero também agradecer a Professora Doutora Isabel Fonseca, do Servigo
de Anatomia Patolégica do IPO, a sua valiosa e indispensavel ajuda na parte
laboratorial do projecto.

A sua reconhecida experiéncia na area da patologia e oncologia oral foram

muito Uteis para o meu trabalho, em especial na revisdo dos casos.
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Devo ainda uma palavra de agradecimento ao Director do Servico de
Cirurgia de Cabeca e Pescoco do IPO, Dr. Jorge Rosa Santos, pelo seu apoio e
grande disponibilidade que sempre manifestou desde o inicio da execucdo do meu
trabalho. Quero igualmente agradecer ao entdo Director do Servico de Anatomia
Patolégica do IPO, Professor Doutor Jorge Soares, a colaboracdo prestada,
designadamente por ter autorizado a efectivacdo da parte laboratorial do projecto
no seu Servico .

A Dra. Saudade André, do Servico de Anatomia Patolégica do IPO dedico
um agradecimento muito caloroso pela sua valiosissima ajuda e grande
disponibilidade. A sua natural modéstia ndo me deixa lugar a mais rasgados
elogios, mas quero deixar aqui expressa a minha admiracdo pela sua sabedoria e
grande qualidade humana.

A Dra. Susana Esteves, do Gabinete de Investigacdo Clinica do IPO, é
credora do meu eterno reconhecimento pela extraordinaria colaboragdo que me
prestou no tratamento estatistico dos dados. A sua paciente, extensiva e
competentissima colaboracdo foi fundamental para levar a bom termo o meu
trabalho.

Ainda uma palavra de agradecimento as minhas amigas da Biblioteca,
Isabel Teixeira de Sousa, Monica Bettencourt, Rita Cid e a saudosa Célia Arinto
pela sua infinita paciéncia, disponibilidade e simpatia.

Também um agradecimento a Teresa Ferreira, técnica do Laboratério de
Técnicas especiais, Imunocitoquimica, do Servico de Anatomia Patolbgica, pela
colaboracéo prestada na parte do trabalho desenvolvida no laboratdrio.

Devo finalmente uma palavra de reconhecimento a minha Mulher e aos
meus Filhos pelo seu incondicional apoio em todo este percurso. Foi também a

pensar neles que me lancei e levei até ao seu termo este projecto.
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INTRODUCAO

A expressao cancro oral designa um conjunto de tumores malignos que
ocorrem no labio, lingua e pavimento bucal, gengiva, regido jugal, palato duro e
mole, outras localizagbes intra-orais e ainda na orofaringe (Classificacéo
Internacional de Doencas — ICD, verséo 10, categorias C00.0,1,2,6, C00.3-5, C02.0-
3, C03, C04, C05.0, Co6, C01, C05.1,2, C09, C10.0,2,3).

Cerca de 95% destes tumores sao histologicamente carcinomas
pavimentocelulares (CPC) com origem na mucosa oral.

Por definigdo, o carcinoma pavimentocelular € um tumor maligno de natureza
epitelial que pode manifestar varios graus de diferenciacdo pavimentosa e cuja
progressdo local € reconhecidamente invasiva e pode ainda envolver, por
metastizacao, os ganglios linfaticos regionais.

A realidade epidemiolégica do cancro oral é muito significativa ocorrendo
anualmente em todo o mundo cerca de 500 000 casos novos ha cavidade oral,
faringe e laringe, dos quais quase 2/3 em homens, com uma mortalidade de 270
000 casos por ano. Cerca de 300 000 destes casos novos registam-se na cavidade
oral. Isto representa cerca de 6% da incidéncia e 5% da mortalidade de todos os
cancros (Parkin et al., 1999).

Na Europa Ocidental as taxas de incidéncia nos homens séo elevadas (11,3
por 100 000), Europa do Sul (9,2 por 100 000) , Sul da Asia (12,7 por 100 000),
Africa austral (11,1 por 100 000) e Australia / Nova Zelandia (10,2 por 100 000). Nas
mulheres da Asia Austral a incidéncia é relativamente elevada (8,3 por 100 000). A
zona mundial de maior incidéncia é a Melanésia - 31,5 por 100 000 nos homens e
20,2 por 100 000 nas mulheres (Parkin et al., 2005). Globalmente considerado no
conjunto das outras formas de cancro, o cancro oral ocupa o quinto lugar a nivel
mundial. Estas variagOes regionais de incidéncia sdo muito significativas, como nas
regides do Centro e Sul da Asia, nas quais representa mais de metade de todos 0s
cancros da area de cabeca e pescoco e é a mais frequente forma de cancro no
homem, sendo esta prevaléncia particularmente alta atribuida a accado de

carcinogéneos e de factores epidemiologicos especificos, como o consumo de
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preparados de tabaco de mascar com folha de betel, noz de areca e lima (“pan” ou “
paan”) a que se adicionam outras substancias, em regra especiarias, como o
cardamomo, acafrdo, anis, mostarda e adocantes de acordo com preferéncias
locais. A noz de areca, um dos mais usados produtos psicoactivos, € largamente
consumida como produto de mascar na india, Paquistdo, Bangladesh e Sri Lanka
por homens, mulheres e até criancas. Contém diversos alcaldides sendo a
arecolina o mais abundante deles, existindo ainda em pequenas quantidades a
arecaidina, a guvacina e a guvacolina. Contém ainda polifendis (taninos e
flavondides). Por seu lado a folha de betel contem 6leo de betel, um liquido volatil
com vérios fendis. Muitas vezes é ainda adicionado tabaco a esta mistura . O
consumo destes preparados expbe o0s utilizadores a nitrosaminas cuja
carcinogenicidade tem vindo a ser estudada, e embora ndo exista consenso sobre
essa accao ha evidéncia suficiente para admitir tal efeito nos humanos, quer no
cancro oral quer no cancro da orofaringe e do eséfago (IARC Monographs 2004) .

Registe-se gque quatro dos cinco paises com mortalidade mais elevada por
cancro oral e da orofaringe em homens, em anos recentes, sao da Europa de Leste
(Hungria, Croé&cia, Eslovénia, Roménia e Ucréania), aos quais se associa também a
Franca.

Em Portugal (incluindo as Regides Autonomas dos Acores e Madeira)
registam-se por ano cerca de 1 500 casos novos de cancro oral, dos quais cerca de
1 250 em homens e de 250 em mulheres (Pinheiro et al.,Cancer in Portugal, 2002).
O cancro oral é em Portugal responsavel por 4% das mortes nos homens, sendo
neste sexo a quinta causa de morte por doenca oncoldgica. Em Portugal ha
variacbes regionais consideraveis, sendo por exemplo a taxa de mortalidade na
Madeira dupla da taxa média do Pais. Em Portugal continental € mais frequente nas
regides do Sul, onde a prevaléncia de fumadores € mais elevada em ambos os
sexos (Departamento de Estudos e Planeamento em Saude, 1988 e 1997).

A taxa de mortalidade para o cancro oral em Portugal aumentou cerca de
24% de 1988 a 1998, passando de 7.7 em 1998 para 9.6/100 000 habitantes em
1998, sobretudo em homens de idade jovem e de meia idade, seguindo um padrao
em gue o aumento € cada vez mais elevado em camadas etarias sucessivamente

mais jovens , sugerindo um efeito cohort (Pinheiro et al. op. cit.). O aumento do
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consumo de &lcool e de tabaco na Europa Central e de Leste e também em
Portugal nos ultimos anos parece estar agora a repercutir o seu efeito . O racio de
mortalidade padronizado homens/mulheres é de 6.3 e reflecte a diferente
prevaléncia de fumadores e também o racio do consumo de &lcool entre os sexos €
de 2.7. Nas mulheres o cancro oral representa apenas 1% da mortalidade devida
ao cancro e nao tem aumentado até agora.

Mais de metade dos novos casos diagnosticados correspondem a estadios
avancados, continuando o prognéstico global de sobrevivéncia a ser ainda hoje
muito grave, inferior a 30% aos 5 anos para os estadios lll e IV.

Apesar de todos os progressos verificados na actuacao terapéutica, quer na
area cirargica, quer nas restantes modalidades de tratamento como a radioterapia e
a quimioterapia, e dos avancos verificados nos meios de diagndstico, ndo houve
melhoria significativa da sobrevivéncia global aos 5 anos nas ultimas 3 décadas
(Jemal et al. 2002). Todavia, como refere Kowalski (2006), este tipo de analise ndo
tem em conta as especificidades de cada localizacdo tumoral quanto a incidéncia,
estadio clinico e tratamento, pelo que € necessaria uma estratificacdo. De qualquer
modo deve ter-se em consideracdo que os tumores malignos da cavidade oral tém
diferentes evolugdes clinicas consoante a sua localizacao.

Deste modo torna-se evidente que, para além da necessidade de conhecer
melhor a importancia relativa dos factores de risco conhecidos que em conjunto ou
separadamente actuam na carcinogénese oral, € importante que se continuem a
aprofundar os conhecimentos sobre a patogénese tumoral e os factores do préprio
tumor que possam ter importancia na sua progressao e comportamento biologico.

Na area do cancro oral e dos carcinomas da cabeca e pesco¢co em geral

escassos ou nulos progressos se verificaram no campo dos marcadores tumorais
e ndo se espera que tal se venha a modificar no futuro, sobretudo pela sua
complexidade e também por serem tumores clinicopatologicamente heterogéneos.
Pelo contrario muito se avangcou no que respeita ao estudo dos factores de
prognéstico tumorais, area de investigacdo que foi e continua a ser muito
proficua, ndo so6 pelo interesse e implicacdes praticas de que se reveste o0 estudo
dos complexos mecanismos de cancerigénese, como também pela identificacdo

de doentes com maior risco de progressao tumoral ou recidiva.
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1.1 Mucosa oral normal

O epitélio oral é pavimentoso estratificado, queratinizado em areas sujeitas a
forcas masticatorias, e sob ele existe tecido conjuntivo, englobando a l[amina propria
(Figural). A submucosa consiste em tecido conjuntivo mais laxo, com glandulas e
depdsitos adiposos e ainda estruturas nervosas e vasculares. O limite entre a
lamina propria e a submucosa é indistinguivel.

No epitélio pavimentoso estratificado oral podem reconhecer-se varias
camadas: estrato germinativo (ou camada basal), estrato espinhoso (ou camada de
células espinhosas), estrato granuloso (ou camada granular) e estrato cérneo
(camada queratinizada ou cornea) .

Estas diferentes camadas representam um processo de amadurecimento
progressivo do epitélio (Berkowitz et al. 2004) que mantém a sua integridade
estrutural através de um processo de renovacao celular continua no qual as células
formadas nas camadas profundas migram para a superficie para substituir as das
camadas superficiais. Coexistem pois duas populacdes celulares funcionais: a
populacdo progenitora e a populagdo madura, esta com um processo de maturacao
e diferenciacao para formar uma camada protectora (Ten Cate 1998).

As células progenitoras situam-se no estrato germinativo, na camada basal
dos epitélios finos (pavimento da boca) e nas duas ou trés camadas mais
profundas dos epitélios mais espessos (regido jugal e palato). O compartimento
progenitor ndo é homogéneo e consiste em duas subpopulagbes celulares
funcionalmente distintas: uma pequena populacéo de ciclo muito lento e que se
considera representar as células-tronco, cuja funcdo € produzir células basais e
conservar o potencial proliferativo do tecido, e uma populacéo maior constituida por
células amplificantes cuja funcdo é aumentar o nimero de células disponiveis para
uma maturacdo subsequente. S&o as células-tronco que, por se dividirem menos
frequentemente, se tornam importantes para a proteccdo da informacao genética do
tecido, dado que o DNA € mais vulneravel durante a mitose.

21



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

Figura 1. Mucosa oral normal
(Hematoxilina & Eosina x 400).

Apés a divisdo celular cada célula-filha decide se recicla na populacao
progenitora ou se entra no compartimento de maturagéo, periodo este designado de
dicofase. Pensa-se que as células em maturacdo produzam inibidores de
crescimento que condicionam mais divisdes celulares por um mecanismo de feed
back, mas o mecanismo preciso de libertacdo do inibidor ndo é conhecido, podendo
estar nele implicados factores sistémicos.

O numero de células em divisdo é mensuravel por diversos métodos , assim
como o tempo de turnover, ou seja 0 tempo necessario para a substituicdo de todas
as células do epitélio. Sabe-se que o tempo de renovagdo na mucosa masticatéria
€ um pouco mais lento do que na mucosa de revestimento, ndo masticatoria, e que
o epitélio de juncgédo e sulcular se renova mais rapidamente (cerca de 5 dias).

As células que se dividem nas camadas basais e ndo permanecem na
populacdo progenitora, deslocando-se para a superficie do epitélio, passam por um
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processo de maturacdo que, a nivel da mucosa oral, assume dois padrbes:
gueratinizacdo e ndo-queratinizacdo. Este processo maturativo ndo tem a ver com a
simples migracdo das células, uma vez que as células ndo migrantes também se
diferenciam e ainda que a diferenciacdo induz a saida da célula do estrato
germinativo.

O processo de queratinizacao, ou cornificacdo, consiste na formacédo de uma
camada superficial de queratina.

O epitélio queratinizado normal apresenta uma série de camadas: a
basal (camada de células cuboidais ou colunares que esta adjacente a membrana
basal) e a camada de células espinhosas ou stratum spinosum (varias camadas de
células grandes, esféricas ou elipticas), que no seu conjunto constituem mais de
metade da espessura do epitélio; a camada granular ou stratum granulosum
constituida por células achatadas contendo pequenos granulos que coram
intensamente com hematoxilina e sao pois baséfilas — granulos de queratohialina e
a camada superficial , constituida por células muito achatadas, as escamas, que
coram com eosina e sdo pois eosindfilas e ndo contém ndcleos, que € a camada
gueratinizada ou stratum corneum. Este padrdo anucleado de maturacdo é
designado de ortoqueratinizacédo, enquanto que no padrao de paragueratinizacao se
observam nucleos contraidos ou picnéticos na maior parte ou em todas as
escamas, nao significando no entanto que se trate de um padrao patolégico.

O epitélio ndo queratinizado da mucosa oral encontra-se nos labios, regido
jugal, mucosa alveolar, palato mole, face ventral da lingua e pavimento bucal. As
células do epitélio ndo queratinizado séo ligeiramente maiores do que as do epitélio
gueratinizado e as pontes intercelulares ou espinhos sdo menos evidentes. Nao
existe camada granular e as células da camada superficial contém nucleos, corando
menos intensamente com a eosina do que o epitélio queratinizado.

As células da camada basal sdo as menos diferenciadas do epitélio bucal.
Para além das organelos habituais das células de outros tecidos, contém estruturas
caracteristicas que as distinguem — os tonofilamentos e as pontes intercelulares ou
desmossomas. Os tonofilamentos s&do proteinas fibrosas sintetizadas pelos

ribosomas e tém o aspecto de filamentos longos com o didmetro aproximado de
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8nm. Estas proteinas intracelulares sdo as citoqueratinas, caracteristicas dos
tecidos epiteliais.

As queratinas representam 30 proteinas diferentes com diferentes pesos
moleculares, das quais as de mais baixo peso molecular existem no epitélio simples
e glandular, as de peso molecular intermédio no epitélio estratificado e as de maior
peso molecular no epitélio estratificado queratinizado. Todos os epitélios orais
estratificados possuem queratinas de tipo 5, 14 e 15, o epitélio oral queratinizado
gueratinas 1, 6, 10 e 16 e o epitélio oral ndo queratinizado queratinas 4 e 13.

A coesdo entre as células epiteliais, que lhe confere a propriedade
fundamental de barreira, é assegurada por um material intercelular viscoso,
constituido por complexos glicoproteicos produzidos pelas préprias células
epiteliais. Para a coesao contribuem ainda a modificacbes das membranas
celulares como os desmossomas, &reas circulares ou ovais das membranas
celulares adjacentes que aderem por espessamentos intracelulares especializados
(placas de adeséao) nas quais se inserem feixes de tonofilamentos. Estes filamentos
dobram-se em alca dentro da placa de adesao e saem, ndo atravessando as células
adjacentes.

A adesédo entre a superficie basal das células do epitélio e a lamina basal
subjacente € efectuada pelos hemidesmossomas. Os filamentos intermédios de
gueratina terminam na placa densa do hemidesmossoma situada no citoplasma da
célula.

O sistema de ligacao constituido pelos desmossomas, hemidesmossomas e
tonofilamentos sustenta e dissipa as forcas aplicadas sobre a superficie epitelial e é
ainda complementado por outros tipos de ligacdo, como as jun¢des de hiato ou tipo
gap, que permitem a comunicacdo entre as células e o transito de ides e de
pequenas moléculas entre células adjacentes, e as juncbes intimas, raras no
epitélio oral e que suprimem totalmente o espaco intercelular .

Os diferentes estaddios de maturacdo traduzem-se citologicamente por
diferencas de tamanho e forma e por sintese de mais proteina estrutural sob a
forma de tonofilamentos, aparecimento de novas organelos e producéo adicional de
material intercelular. O arranjo dos tonofilamentos diverge do epitélio queratinizado

no qual se organizam em feixes e formam tonofibrilhas, para o epitélio ndo
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queratinizado no qual é disperso e menos evidente. A propria estrutura quimica dos
filamentos de queratina varia entre camadas, consoante os diversos estadios de
maturacao.

A regido de interface entre o epitélio e o tecido conjuntivo da Iamina propria
tem caracteristicas de interdigitacdo entre papilas de tecido conjuntivo com cristas
epiteliais.

Esta disposicdo aumenta a superficie da interface, distribuindo as forcas a
superficie do epitélio e facilitando as trocas metabdlicas.

Os aspectos microestruturais desta lamina basal (diferentes dos observados
em microscopia oOptica) sdo de uma camada altamente organizada com cerca de 50
nm espessura, constituida por uma camada de material finamente granular ou
filamentoso, a lamina densa, disposta paralelamente as membranas citoplasmicas
das células da camada basal e separada delas por uma zona clara com cerca de
45 nm de espessura, a lamina lucida (Ten Cate 2001 op cit.). A lamina ldcida é
atravessada por muitos finos filamentos de ancoragem e dentro da lamina densa
encontram-se pequenas alcas de fibrilhas finamente ligadas chamadas fibrilhas de
ancoragem. As fibrilhas colagénias passam por essas alcas, entrelagcando-se com a
lamina densa formando uma juncgéo flexivel.

Este arranjo complexo de laminas e fibrilhas, como refere ainda Ten Cate,
nao constitui porém em termos estruturais uma membrana, sendo pois designado
como complexo basal ou lamina basal sendo todavia o termo membrana basal
(MB) usado correntemente na literatura e também o sera aqui. E este complexo
basal que promove a juncéo do epitélio ao tecido conjuntivo.

A mucosa oral humana tem uma ampla variacdo estrutural conforme a zona
considerada. Assim na face ventral da lingua e no pavimento bucal assume uma
estrutura de mucosa de revestimento, enquanto que na superficie dorsal da lingua
se encontra uma mucosa especializada.

O epitélio da mucosa de revestimento na face ventral da lingua é fino ou
muito fino, pavimentoso estratificado, ndo queratinizado, com lamina propria fina, de
papilas curtas, algumas fibras elasticas e ainda rede vascular intensa no pavimento
bucal. Na face ventral da lingua a submucosa é quase ou mesmo ausente,

inserindo-se a mucosa sobre os musculos linguais.
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Na superficie dorsal da lingua o epitélio da mucosa especializada é espesso,
pavimentoso estratificado queratinizado e nao-queratinizado, com trés tipos de
papilas linguais, algumas com corpusculos gustativos. A lamina propria tem papilas
extensas, ha glandulas salivares minor na regido lingual posterior, inervacdo
abundante especialmente junto aos corpusculos gustativos e vascularizagéo rica.
A submucosa é uma camada mal definida e a mucosa liga-se ao tecido conjuntivo
gue envolve os musculos da lingua.

E importante referir que a camada epitelial € constituida por células
funcionalmente polarizadas de forma que os seus topos basolateral e apical estéo
perfeitamente definidos e, de igual modo, o complexo filamentoso que € o
citoesqueleto esta polarizado no sentido apicobasal. Este complexo é constituido
por trés grandes sistemas de estruturas: os microtubulos, os microfilamentos ou

filamentos de actina e os filamentos intermédios .

1.2 Cancerigénese e progressao tumoral no cancro oral

Nao é hoje possivel descrever ou entender cientificamente a questdo da
carcinogénese sem uma ampla base de referéncia da biologia celular e da
genética molecular.

Apesar dos acontecimentos relacionados com a cancerigénese terem uma
sequéncia e numero desconhecidos, € possivel reconhecer e estédo definidos alguns
importantes fendmenos relacionados com a progressao tumoral (Hahn et al. 1999,
Hanahan et al. 2000) todos eles interligados devendo pois ser entendidos de uma
forma conjunta: aquisicdo de sinalizacdo proliferativa autonoma, inibicdo da
sinalizacdo inibitoria do crescimento, evasdo a apoptose, potencial replicativo
ilimitado, capacidade de invaséo e metastizacdo, angiogénese e linfangiogénese.

O modelo evolutivo de desenvolvimento tumoral maligno, através de uma
transicdo celular baseada na acumulagédo de mdltiplas alteracdes que conduzem ao

fendtipo histopatolégico maligno a partir de um clone celular dominante, foi proposto
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teoricamente por Nowell em 1976 e tem constituido a base explicativa da
progressdo de muitas lesées malignas, nomeadamente o CPC oral.

Acredita-se que a progressao dos tumores malignos resulte da variabilidade
entre as subpopulagfes de células tumorais e da seleccdo destas subpopulacdes
por condi¢des do proprio meio tumoral e ainda que a origem destas subpopulacdes
seja a instabilidade genética das células tumorais. Os mecanismos possiveis desta
instabilidade genética sdo diversos, uns intrinsecos das células (mutacao,
amplificacdo, fenotipos mutantes, perturbacées da reparacdo do DNA), outros
presentes no microambiente tumoral (mutagénios enddégenos). Existem ainda
mecanismos epigenéticos de variabilidade, incluindo alteracdes na regulacdo dos
genes, diferenciacdo, adaptacdo e fusdo celular (Heppner e Miller 1997).

Em 1990 foi apresentado por Fearon e Vogelstein um modelo de progresséo
genética dos tumores, no caso o cancro colorectal, que considera a activacdo de
oncogenes e inactivacdo de genes supressores como factores de promog¢éo de uma
vantagem celular clonal de tipo ganho proliferativo, sendo a progressao tumoral
determinada pela acumulacao de eventos genéticos e ndo pela sua ordem.

De um modo primordial e baseados na verificacdo da possibilidade de
ocorréncia de mdultiplos tumores na area das vias aerodigestivas superiores,
Slaughter et al. Propuseram, em 1953, a hip6tese de field cancerization para
explicar a inducéo carcinogénica de exposi¢ao, ou seja a possibilidade de que toda
a mucosa dessa area estaria em risco. Esta hipétese tem hoje suporte a luz dos
novos conhecimentos sobre a biologia celular do cancro e da oncogénese
molecular. Uma célula é transformada por um evento genético critico e comeca a
migrar através da mucosa normal ou a repopular essa mucosa. Eventos genéticos
adicionais podem levar ao desenvolvimento de tumor com expresséo clinica.

Existe agora a indicacdo de que € necessaria uma acumulacdo de pelo
menos seis a dez eventos genéticos independentes para o desenvolvimento destes
tumores (Renan 1993), segundo uma forma de transicdo multi-step. Foi ainda
possivel estabelecer uma relacéo clonal entre tumores multiplos na area das vias
aerodigestivas superiores (Bedi et al. 1996, Partridge et al. 2000) e que parte dos
tumores primarios multiplos se podem desenvolver dentro de um mesmo campo

pré-neoplasico (Tabor et al. 2002).
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Varios trabalhos demonstraram também anomalias cromossomicas e
importantes alteracdes genéticas, designadamente perda de cromossomas 3p, 5q,
8p, 9p, 18q e 21q (Van Dyke et al. 1994). Sabemos também que tecido de mucosa
oral com displasia ligeira e com aspecto macroscépico normal pode conter ja
alteracdes genéticas clonais (Califano et al. 1996) parecendo nao haver
necessariamente correlacao entre as alteracfes genéticas precoces e as alteracdes
morfolégicas. Batsakis (1979) havia referido previamente uma progressao
histol6gica da mucosa normal até a mucosa displasica e dai ao carcinoma in situ .

Um vasto trabalho de investigagdo, mais recentemente centrado na
identificacédo de alteracdes adquiridas em oncogenes e genes supressores tumorais
e no relacionamento destes achados genotipicos com as alteracfes fenotipicas
clinicas, conduziu a um modelo de progressdo molecular para o CPC da cabeca e
pescoco proposto por Califano, van der Riet, Westra et al.(1996). Este modelo
suporta a ideia de que a progressao fenotipica resulta da acumulacao de eventos
genéticos e nao da sua sequéncia especifica.

Assim, entende-se hoje a carcinogénese, e a carcinogénese oral em
particular, como uma acumulacdo de alteracbes genéticas multiplas, quer
somaticas, quer adquiridas (estas em regra por exposicao a agentes ambientais,
como o tabaco, alcool e virus), originando por seleccdo clonal continua uma
populacdo celular dominante a qual, por evolucdo selectiva suplementar, conduz a
alteracdes na sua proliferacdo e comportamento local.

Num determinado momento, existem portanto no mesmo tumor maligno
diferentes subpopulacbes celulares com diversos graus de diferenciacéo,
proliferacéo e capacidade metastatica, que se vao adaptando e seleccionando. Esta
diversidade condiciona ndo s6 o comportamento local do tumor mas também as
suas capacidades de invasao e metastizacao.

De igual modo se admite que o microambiente celular adjacente ao tumor
também se encontra sujeito aos mesmos efeitos carcinogénicos, uma vez que
apresenta igualmente perda de heterozigotia e outras anomalias cromossomicas
(van der Riet et al. 1994). A avaliacdo molecular directa nas regides circundantes

ao tumor confirma a presenca de populagdes celulares clonais que nao estdo ainda
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completamente transformadas, podendo até ter capacidades pré-invasivas ou
invasivas.

De uma forma simplista, poderiamos afirmar que o cancro é, na sua esséncia
uma doencga do ciclo celular (Pines 1995) sendo necesséria para a sua formacéo a
existéncia de alteragdes no controlo de mecanismos e vias-chave da regulagéao da
proliferacéo celular.

A base conceptual da biologia molecular do cancro inclui a compreenséo dos
intervenientes nestas alteracdes, nomeadamente a mutacdo ou desregulacdo de

proto-oncogenes em oncogenes e da ac¢ado dos genes supressores tumorais.

1.2.1 Oncogenes

Os proto-oncogenes séo genes celulares normais que estdo profundamente
envolvidos na regulagdo do crescimento normal e diferenciagdo celulares
(Weinberg 1995). Os sinais de estimulacdo mitogénica das células podem ter
diversas naturezas: factores de crescimento, receptores de factores de crescimento,
proteinas de sinalizacdo citoplasmica de transducdo e proteinas nucleares. Os
proto-oncogenes mutados ou desregulados adquirem a capacidade de destabilizar
ou desregular o crescimento celular normal e passam a oncogenes.

O oncogene pode contribuir para a transformacédo maligna das células. As
proteinas codificadas pelos oncogenes diferem das proteinas codificadas pelos
genes normais de forma qualitativa (novas proteinas na sequéncia) ou quantitativa
(p. ex. numero anormal de copias da proteina normal) — Budillon 1995.

A activacdo dos oncogenes pode ocorrer de diversas formas: por aquisicao
de um novo promotor de transcricdo, resultando numa super-expressao com
aumento do produto do gene; por translocacdo cromosomica com desregulagcéo de
um proto-oncogene proximo dos pontos de controlo cromosomicos; por amplificacéo
devida ao aumento do numero de cépias do gene ou por mutacdo no gene com

alteracdo da proteina codificada.
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Os oncogenes codificam proteinas que controlam a proliferacdo celular, a
apoptose ou ambas. Podem ser activados por alteracdes estruturais resultantes de
mutacg&o ou fuséo de genes, por justaposicdo ou amplificacdo (Konopka et al. 1985,
Tsujimoto et al. 1985). Sabe-se que as translocacdes e mutacdes podem ocorrer
como acontecimentos iniciais ou durante a progressdo tumoral, enquanto que a
amplificacdo ocorre geralmente durante a progressdo. A activacdo dos oncogenes,
por rearranjos cromossOmicos, mutacoes e amplificacdo, conferem as respectivas
células uma vantagem de crescimento ou aumento de sobrevivéncia.

No CPC da cabeca e pescoco as alteracdes cromossdmicas mais frequentes
séo translocacdes conduzindo a delecdes que afectam 3pl3-g24 (em 60% dos
tumores), 4p (43%), 5912-923 (30%), 8p22-p23 (65%), 9p21-p24 (43%), 10p (39%),
13912-924 (30%), 18922-23 (< 60%), e 21q (52%) (Van Dyke et al. 1994). A perda
de X inactivo e a perda (ou rearranjo) de Y ocorre em 70% dos tumores dos
doentes do sexo feminino e masculino respectivamente. Outras alteragdes menos
frequentemente encontradas, em cerca de 30 a 40% dos tumores, sdo ganhos de
3g21-qter, 5p, 7p, 8q e 11g13-23 (Carey et al. 1993).

A perda da regido cromossomica 9p21 ocorre precocemente (Califano et al.
1996) e o seu principal efeito € a inactivacdo do gene p16, um inibidor das cinases
ciclina—dependentes (CDKs). A perda de funcdo de pl6é € frequentemente
observada nos queratinocitos em cultura que deste modo escapam a senescéncia
(Forastiere 2001).

As perdas alélicas nos loci marcadores em regides gendémicas especificas,
indicando a inactivacdo de genes supressores tumorais criticos dentro das regioes,
foi demonstrada em 3p, 5q, 9p, 11q, 13q, 18q e 17p (Ah-See et al. 1994, Nawroz et
al. 1994).

No modelo de progressao genética do CPC da cabeca e pescoco proposto
por Califano et al. em 1996 os eventos genéticos de heterozigotia indicados foram
precoces em 3p, 9p21 e 17p13, intermédios em 11q, 13911 e 14q e tardios em 6p,
4q e 8. Esta acumulacao de eventos genéticos esta associada com uma progressao
histopatoldgica embora possa existir um periodo prolongado de laténcia antes do

aparecimento do fenétipo invasivo (Califano 2000).
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As ciclinas s&@o proteinas envolvidas na regulagdo do ciclo celular,
funcionando como subunidades reguladoras que juntamente com unidades
cataliticas ou cinases ciclina-dependentes (CDKs) formam complexos ciclina - CDK,
variando a sua concentracdo e a activacdo das respectivas cinases de acordo com
a progressao do proéprio ciclo e dai a sua designacdo. Os complexos ciclina-CDK
gue intervém no inicio da fase S e na passagem de G2 a mitose sao distintos e
aumentando a actividade cinasica das CDKs obtém-se uma aceleracdo dessas
fases. As células regulam a concentracdo de cada ciclina nos diferentes pontos do
ciclo celular ajustando a taxa de sintese e a taxa de destruicdo da proteina. As
ciclinas da mitose ou mitéticas ndo sao todas degradadas simultaneamente mas em
momentos especificos. O aumento e diminuicdo sucessivos ha concentracdo de
cada ciclina sdo determinados pela coordenagcdo entre a sua transcricdo e a sua
degradacgao pelo proteossoma. Existe assim um duplo controlo que assegura uma
concentracdo adequada de cada ciclina para activar o seu parceiro catalitico CDK
na fase correcta do ciclo celular. Pelo contrario as células mutantes dos carcinomas
nao degradam as ciclinas ap0s o inicio da mitose pelo que param em mitose e ndo
reentram em G1, ndo se verificando o indispensavel mecanismo de destruicao
programada das ciclinas.

A ciclina D1 tem sido particularmente estudada no contexto da carcinogénese
e foi descrita como um oncogene por Motokura em 1991. E codificada pelo gene
CCNDL1 localizado no cromossoma 11g13 cuja amplificacdo esta associada com a
amplificacé@o de ciclina D1. A ciclina D1 forma complexos activos com as proteinas
CDK 4 e CDK 6 os quais promovem a progressao do ciclo celular fosforilando e
inactivando a proteina retinoblastoma (Rb). Sabe-se que a ciclina D1 também
funciona como modulador transcricional, regulando a actividade de diversos factores
de transcricdo e da histona deacetilase (HDAC 3) . E instavel, com uma semi-vida
curta de cerca de 24 minutos e é degradada principalmente pelo proteossoma 26S
de uma forma ubiquitinadependente.

A sobreproducdo da ciclina D1 pode forgar a célula tumoral através do
checkpoint critico da transicdo G1-S, ocasionando uma divisdo celular incontrolada
e perpetuacdo de outras alteragcbes genéticas existentes. Foi encontrada

amplificacdo do gene no CPC da cabeca e pesco¢o e ainda em lesdes pré-
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malignas, parecendo existir relacdo com um mau prognaostico (Berenson et al. 1989,
Callender et al. 1994, Izzo et al. 1998, Michalides et al. 1995, Bova et al. 1999).

A degradacéao desta ciclina é essencial para a replicacdo de DNA e verificou-
se que a inibia ligando-se ao antigénio nuclear de células em proliferacédo
(PCNA) e a CDK2. A ligacao da ciclina D1 ao PCNA inibe directamente a sintese de
DNA (Fukami-Kobaiashi 1999).

A actividade da ciclina D1 pode ser regulada negativamente por muitos genes
supressores, incluindo Rb, p16, p21 e p27 (Serrano et al. 1993). A avaliagdo da
ciclina D1 tem sido efectuada com recurso a varias técnicas: imunohistoquimica,
hibridizacdo in situ com fluorescéncia e técnicas Southern blotting para
guantificacdo do numero de cépias. Nos carcinomas da cabeca e pescoco a ciclina
D1 mostrou amplificacdo e sobreexpressdo que se pode correlacionar com a
recidiva local, metastizacdo e um pior prognéstico de sobrevivéncia (Akervall et al.
1997, Bova et al. 1999, Capaccio et al. 1997, Kyomoto et al. 1997, Masuda et al.
1996, Michalides et al. 1997, Mineta et al. 2000, Pignataro et al. 1998, Bellacosa et
al. 1996, Fortin et al. 1997, Gleich et al. 1999, Meredith et al. 1995).

O p63 € um membro da familia de moléculas p53. Embora detenha alguma
homologia com p53 tem no entanto fungdo muito diferente. Embora considerado
também regulador do ciclo celular e apoptose, tem um papel muito mais limitado do
gue p53 na progressdo e supressdo. Foi sugerido que seja o desencadeador
molecular para a iniciacdo do programa de estratificacdo na morfogénese
epidérmica (Koster et al. 2000). Esta investigadora tem estudado o papel de p63
no desenvolvimento epidérmico em modelo experimental e nas displasias
ectodérmicas, verificando que a auséncia de p63 determina a auséncia de epiderme
e de apéndices cutaneos.

O p63 codifica multiplas proteinas com propriedades de transactivacao,
indugdo apoptodtica e oncogénicas. Foi demonstrada a amplificagdo de p63 no CPC
da cabeca e pescoco assim como a sobreexpressdo dos isotipos ANp63 e que
promovem o crescimento oncogenico in vivo e in vitro.

O papel de outros proto-oncogenes no cancro oral € menos evidente,
nomeadamente do ras, do qual foram identificadas poucas mutacdes, e do EGFR

cujos niveis aumentados em RNA ou nivel de proteina raramente correspondem a
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uma amplificacdo priméaria de DNA. A proteina factor de iniciagdo eucariotica 4E
(elF4E) foi encontrada por PCR competitiva sobrexpressa em casos de CPC da
cabeca e pescoco, e também ha evidéncia de amplificacdo génica ndo detectavel
nas lesbes benignas (Sorrells et al. 1999). Por outro lado a sobreexpressao de
elF4E pode facilitar a sintese de factores angiogénicos como o VEGFR,
estimulando a sua translacao (Nathan et al. 1999).

Outros genes ou produtos de genes foram ainda detectados sobrexpressos
em CPC da cabeca e pescoco, sendo as novas técnicas de microarranjo um

importante meio de identificacdo de proto-oncogenes com relevancia nesta area.

1.2.2 Genes supressores, apoptose e evasdo a apoptose

A regulacéo supressiva do crescimento celular € reconhecida e constitui uma
parte importante do equilibrio proliferativo celular.

O factor B de transformacéo de crescimento (TGF-B) é um dos factores de
regulacéo supressiva mais referido. Algumas linhas celulares de cancro da cabeca e
pescoco evidenciaram mutacdes do receptor de TGF-Bf e mutacdes no dominio
cinase da serina.

Numa primeira fase da carcinogénese actua como um supressor, mas mais
tarde pode funcionar como activador da progresséo tumoral. A accdo supressora é
atribuida a inibicdo do crescimento e a estimulacdo da apoptose (Siegel e
Massagué, 2003), mas mais recentemente foram identificadas outras accles
adicionais como a manutencdo da estabilidade gendmica e a inducdo da
senescéncia replicativa (Glick et al. 1996, Tremain et al. 2000), bem como a
supressdo da actividade da telomerase (Yang et al. 2001). Pelo contrario a
capacidade de estimulo tumoral de TGF-3 supde-se relacionada com a perda da
resposta inibitéria, aumento da expressdo e/ou activagdo do ligando e a uma
mudanca nas vias de transducéo de sinal, com énfase na actividade pr6-oncogénica
do ligando e aquisicdo de um fenétipo mais invasivo (Derinck et al. 2001, Roberts e
Wakefield 2003).
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Um dos complexos moleculares mais estudados na carcinogénese e
progressdo tumoral do cancro oral é o gene supressor TP53, localizado em 17p13.
A proteina p53, na forma normal ou selvagem, é o mais importante interveniente na
sinalizacdo da transducdo que regula a paragem do ciclo celular na fase G1 para
qgue se verifique a reparacdo do DNA ou entdo a morte celular apoptética apos
leséo irreparavel do DNA (Lane 1992).

Os primeiros 75 aminoacidos da sequéncia estdo envolvidos na activacao da
transcricdo de genes especificos, e os aminoacidos 120 a 190 estdo envolvidos no
reconhecimento especifico das sequéncias de DNA (Farmer et al.1992). Foram
referidas muta¢des dos dominios principais (exdes 5-9) em cerca de 60% dos CPCs
orais, estando fortemente associadas com a acumulacdo de proteina detectavel
por métodos imunohistoquimicos (Ahomadegbe et al.1995). Estas mutacdes
impedem a capacidade celular de reparar o seu DNA, o que provoca instabilidade
gendmica da célula cancerosa e altera¢des adicionais no oncogene e nos produtos
do gene supressor tumoral. As mutacfes também impedem a apoptose em resposta
a lesdo do DNA nuclear, o que pode determinar por exemplo a resisténcia celular ao
tratamento com radiacbes ou com agentes quimioterapéuticos com ac¢ao na lesao
do DNA. Estas mutacdes estdo presentes em quase 50% dos CPCs da cabeca e
pescoco estudados (Sakai e Tsuchida 1992) ou em quase 100% de acordo com
Kropveld et al. (1999).

O papel do TP53 na progressado tumoral do CPC da cabeca e pescoco ja
havia sido referido por Boyle et al. (1993) , com mutacdes em 19% das lesbes pré-
malignas e 43% nas lesdes malignas. Num estudo de investigadores do M.D.
Anderson Cancer Center do Texas (Shinet al. 2001) foi demonstrado um aumento
das anomalias do TP53 durante a progressao tumoral, em 19% no epitélio normal,
29% nas lesbes hiperplasicas, 45% nas lesdes displasicas e 58% no carcinoma
invasivo, bem como uma associagao significativa entre a expresséo de TP53 e a
instabilidade gendmica, sugerindo que essas alteracbes possam levar a uma
acumulacao de episodios genéticos durante a tumorigénese.

Apesar destes resultados, o significado prognéstico do TP53 no cancro oral
pode ainda ser considerado como equivoco (Bankfalvi 2000; Gluckman et al.1994,
Tsuji et al. 1995, Piffkd et al. 1998, Stoll et al. 1998, Adamson et al. 1994, Chiang et

34



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

al. 1999). Deve pois referir-se que a utilidade da analise das mutacdes de p53 na
determinacdo do prognostico de sobrevivéncia € limitada, dado o elevado namero
de estudos que mostram ndo existir uma clara correlacéo entre ambos.

O sitio cromossOmico que mais frequentemente apresenta dele¢cdes no CPC
da cabeca e pescoco localiza-se em 9p21 que corresponde ao locus para o gene
supressor CDKN2/MTS1/INK4A. O produto do gene € um inibidor do complexo
ciclina/ciclina dependente-cinase, e a auséncia da proteina p1l6 INK4a (Godnzales-
Moles et al. 2002) bem como defeitos na expressao do gene INK4a (Grittgen et al.
2001) foram encontrados em numero significativo embora variavel de casos,

estando ainda por definir o impacto clinico destes resultados.

1.2.3 Inibicdo da sinalizag&o inibitéria do crescimento e aquisicdo de

sinalizagao proliferativa

A proliferacdo celular é um dos mecanismos mais importantes da
carcinogénese, revestindo-se também de um grande significado progndéstico no
CPC oral. Em geral uma elevada actividade proliferativa associa-se a mau
prognastico.

O receptor do factor de crescimento epitelial (EGFR) pertence a familia dos
receptores transmembrana de tirosina-cinases, que inclui EGFR (HER 1 ou ErbB-1),
HER2/neu ou ErbB-2, HER3 ou ErbB-3 e HER4 ou ErbB-4. Os membros desta
familia mostram a estrutura prototipica de dominio extracelular N-terminal, uma
regidao transmembrana, e um dominio intracelular C-terminal. Este Ultimo contém a
regido tirosina-cinase bem como multiplos sitios de fosforilagdo envolvidos na
regulacdo da actividade cinase. A juncdo de ligandos como o factor de
transformacao de crescimento (TGF-a) ou EGF resulta na homodimerizagédo com
EGFR ou na heterodimerizacdo com outro receptor Erb da familia de receptores de
tirosina-cinases, conduzindo a auto-fosforilagdo do receptor. A activagcédo do receptor

possibilita-lhe a seleccéao e activacdo de varias cascatas de sinalizacao tais como as

35



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

vias Ras/RAF/MEK/ERK, fosfotidilinositol-3-cinase ( PI3K)- Akt, Stat e fosfolipase C
gama (Grandis e Sok 2004). A activacdo destas vias promove a proliferacédo
celular, a invasdo e a angiogénese. Foi também demonstrado por Zhang et al.
(2004) que a activagdo de EGFR resulta na activacdo da proteina Src e esta
promove a invasdo pelas células do CPC da cabeca e pescoco.O gene EGFR
também mostrou capacidade de translocacdo para o ndcleo, onde actua como
activador de transcricao.

A amplificacdo do gene EGFR néo é frequente, ocorrendo apenas em 15%
dos casos de CPC da cabeca e pescoco (Temam et al. 2007).

Ao contréario, a sobreexpressdo de EGFR (cujo mecanismo é complexo e foi
descrita em varias neoplasias malignas - bexiga, mama, pulmao, cérebro,
estbmago, prostata, ovario e pancreas (Salomon et al. 1995), é frequentemente
encontrada no CPC da cabeca e pescoco, em que o EGFR esta sobreexpresso em
90% dos casos, frequentemente também com sobreexpressdo dos seus ligandos
(Bei et al. 2004, Ongkeko et al. 2005). A elevacao da expressao de EGFR ocorre
com muita frequéncia através do aumento da taxa de transcricAo sem aparente
alteracdo na estabilidade de mRNA, embora nalguns casos se observe uma
amplificacdo do gene. O controlo deste mecanismo nédo esta ainda bem definido,
embora haja evidéncia de que p53 selvagem pode suprimir a transcricdo de EGFR
em linhas celulares de CPC da cabeca e pescoco.

Desde a evidéncia inicial, referida por Dassonville et al. (1993), do valor
prognoéstico de sobrevivéncia do EGFR como factor independente numa série de
109 doentes, varios estudos demonstraram existir correlacéo entre a expressao de
EGFR e a sobrevivéncia no CPC da cabeca e pesco¢o (Ang et al. 2002, Maiorano
et al. 1998, Grandis et al. 1998, Bandrés et al. 1998). Nao esta ainda definido o
melhor método para a quantificacdo da expressdo de EGFR mas tém sido
preferidos os métodos quantitativos por permitirem reflectir ndo s6 a expressdo mas
também variacGes na sua distribuicdo topografica nos tecidos. Grandis et al.(1998)
utilizaram IHQ quantitativa para demonstrar que niveis aumentados de EGFR e
TGF-a prediziam piores intervalo livre de doenca e sobrevivéncia numa série de 91
doentes com CPC da cabeca e pescoco tratados primariamente com cirurgia. Shin

et al. (1994) demonstraram que a sobreexpressdo de EGFR pode desenvolver-se
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por estadios e se observa no epitélio normal adjacente ao tumor ao contrario do
epitélio normal distante. O nivel de sobreexpressdo de EGFR € ainda elevado nas
lesdes hiperplasicas e displasicas prémalignas, sugerindo-se um possivel papel na
iniciagdo e na promogéao tumorais. A intensidade de marcagéo das lesdes invasivas
€ maior o que também sugere um papel de EGFR no desenvolvimento de um
fendtipo maligno. Modelos in vivo e in vitro sugerem que a inibicdo da sinalizacdo de
EGFR pode alterar a angiogénese, a adesédo, a motilidade e a invasdo (Huang
2000, Milas et al. 2000, Genersch et al. 1998, Lu et al. 2001, O-charoenrat et al.
1999 e 2000, Zolfaghari 1996).

1.2.4 Telomerase e imortalizacéo

Os telomeros sé@o estruturas especializadas existentes na porgdo terminal
dos cromossomas das células eucariticas e sdo compostos por repeticbes da
sequéncia TTAGG. Os telomeros protegem os cromossomas da quebra enzimatica
do DNA, da replicacdo incompleta e previnem recombinacdes e fusdes aberrantes
e asseguram ainda a replicacdo completa do cromossoma durante a divisdo celular.

Os telémeros humanos das células sométicas sofrem um encurtamento
progresivo durante a divisdo celular, do qual resulta uma perda da sequéncia
terminal do DNA decorrente da replicacdo. A perda progressiva do telomero causa
senescéncia (Veldman et al. 2001, Fujimoto et al. 2001, Belair et al. 1997, Liao et al.
2000).

A célula péara de se dividir gquando had um grande encurtamento do telémero o
qual é reconhecido como um “relégio mitdtico” sendo responsavel pela sua
capacidade replicativa celular. No entanto, ha células germinativas e células tronco
(ou estaminais) que escapam ao encurtamento do teldmero por expressarem
telomerase, uma enzima que sintetiza DNA telomérico. A telomerase, uma DNA
polimerase ribonucleoproteina, contém um componente RNA que sintetiza a
repeticdo DNA do telomero, compensando a perda dos teldmeros durante a diviséo
celular (Liao et al. 2000, ja& citado). Sabe-se hoje que, para além das células

germinativas, também outros tipo de células possuem, embora fraca, actividade
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telomerase, como as da medula 6ssea, tecido gastrointestinal e células da camada
basal da pele.

A auséncia de telomerase em células normais tem como efeito a eroséo
progressiva do teldmero, conduzindo a uma replicacdo incompleta, a qual determina
instabilidade cromossdmica e portanto tendéncia para mutacdes
(Veldman et al. 2001, j& citado). Deste modo a telomerase actuaria como um factor

potenciador do crescimento tumoral (Schliephake 2003).

O encurtamento do telomero é interpretado por p53 como um erro de DNA
pelo que a célula € impedida de se replicar e € levada a um estado de senilidade .
Como em condi¢Bes normais ndo ha telomerase na célula, ela para de se dividir,

constituindo assim um mecanismo de protec¢ao anti-tumoral.

A telomerase exprime em 75% dos CPC orais, bem como em 80% dos
carcinomas do pulmao, 84% da prostata, 85% do figado, 93% da mama, entre
outros (Belair et al. 1997, ja citado). A expressao de telomerase parece aumentar
durante a progressdo do CPC oral , sendo menor nas displasias e maior nas lesdes
invasivas, sugerindo uma relacdo entre a actividade da telomerase e a

carcinogénese oral.

Refira-se no entanto que, por ter sido detectada também em tecidos normais,
a telomerase pode ser ndo s6 um marcador de carcinogénese mas também de

proliferacao .

1.2.5 Angiogénese e linfangiogénese

O estudo da angiogénese tem grande relevancia dado saber-se que a

capacidade angiogénica do tumor determina e permite um crescimento mais rapido
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do mesmo por aumento do suporte nutricional e uma maior capacidade de
disseminacao.

Sabe-se de ha muito que os tumores possuem uma vascularizacdo mais
exuberante do que os tecidos normais. Sabe-se ainda que a presenca desta
neovascularizagdo aumentada é condi¢cdo fundamental para que exista crescimento
do proprio tumor e que ela se deve a formacédo de microvasos a partir de células
endoteliais de capilares justa-tumorais. Estas observacbes foram referidas por
Folkman no inicio da década de 70, que também introduziu o conceito de utilizacédo
de substancias antiangiogénicas para limitar ou impedir o crescimento dos tumores.
Folkman demonstrou ainda mais tarde (1995) que os tumores sélidos ndo podem
crescer mais do que 2 a 3 mm de diametro sem terem capacidade de poderem
induzir o seu préprio suprimento vascular.

A evolugcdo do conhecimento sobre a angiogénese tumoral permitiu
estabelecer que no decurso da progressao das células normais para a malignidade
estas aumentam a producdo de indutores da angiogénese e diminuem a producéo
de inibidores da mesma, quer através de uma mudanca subita para o fenotipo
angiogénico, quer por transicdo progressiva.

A expressao do fenotipo angiogénico no tumor € um processo extremamente

complexo, que também se verifica nos CPCs da area de cabeca e pescoco.

As células endoteliais tém, em condi¢cbes de normalidade, um baixo ritmo de
divisdes celulares, comparativamente com as ceélulas epiteliais. Desta forma
compreende-se que uma hipervascularizacdo rapida na zona justa-tumoral possa
ter como causa um estimulo proliferativo aumentado e que este seja determinado

localmente e tenha igualmente actuagéo local.

Sabe-se que no CPC da cabega e pesco¢co muitas moléculas capazes de
induzir angiogénese sao produzidas directamente por queratinocitos e pelo proprio
tumor (Lingen 1999). A interleucina 8 (IL- 8) por exemplo € um factor angiogénico

major.

39



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

E possivel que o VEGF produzido pelas células tumorais aumente a
permeabilidade dos microvasos locais de forma a aumentar o aporte local de
nutrientes, mesmo antes do inicio da neovascularizacédo. Esta difusdo de nutrientes
e de oxigénio no local do tumor poderia ser também facilitada pela perda de
pericitos dos microvasos devido a elaboracdo endotelial de angiopoietina—2. Na
verdade as células endoteliais exprimem angiopoietina-2 na presenca de células
tumorais por um mecanismo desconhecido (Holash et al. 1999). Por outro lado a
saida de plasma e fibrina dos microvasos poderia também facilitar a quimiotaxia e o
alinhamento das células tumorais e a subsequente migracdo de células endoteliais
(Senger et al . 1994, Kadish et al. 1979).

A regulacdo da angiogénese é efectuada através de factores estimuladores
(VEGF, bFGF — factor de crescimento fibroblastico basico, angiogenina, angiotrofina
e TNF - factor de necrose tumoral) e de factores inibidores angiogénicos
(trombospondina 1, regulada por p53, angiostatina e endostatina). Li et al. (1999)
mostraram que, ao contrario do que se pensava, pelo menos um inibidor da
angiogénese pode funcionar antes de que o tumor se torne neovascularizado, o que
tem tido evidentes implicacfes na investigacdo das terapéuticas antiangiogénicas,
nomeadamente em doentes de alto risco tumoral .

O VEGF, citoquina multifuncional com actividade biolégica primariamente
associada as células endoteliais, é um dimero de 34 a 50 kDa de duas
subunidades idénticas ligadas a dissulfitos. Tem sido o0 mais estudado dos
potenciais mediadores da angiogénese e nos CPCs da cabeca e pescoco revela
niveis elevados de expressdo. Actua directamente nas células vasculares
endoteliais promovendo a proliferacdo celular e a permeabilidade vascular e
induzindo a angiogénese. Os receptores da familia VEGF incluem VEGF-1 e VEGF-
2 expressos no endotélio vascular e VEGF-3 no endotélio linfatico.

A interaccdo entre as células tumorais e 0 estroma € aqui mais uma vez
extremamente importante através da inducgdo indirecta da angiogénese.

A libertacdo dos factores estimuladores da angiogénese € desencadeada
por factores locais, como a hipoxia e a elevacdo de CO2 ou de o6xido nitrico.

Quanto as proteinas inibidoras, a sua ac¢do restringe-se a actividade angiogénica
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resultante da presenca de tecido tumoral, ndo possuindo qualquer influéncia
negativa sobre a actividade proliferativa de células endoteliais normais.

A ciclo-oxigenase-2 (COX-2), contrariamente a ciclo-oxigenase-1, a qual é
geralmente expressa em tecidos normais, € uma proteina expressa em resposta a
presenca de mediadores locais libertados por diversos estimulos no contexto de
uma resposta inflamatéria. Em tecidos colorectais por exemplo a sua expressao
estd associada a factores angiogénicos e formacdo de neo-vasos no processo de
carcinogénese (Wu et al. 2004).

As células vasculares endoteliais podem produzir pelo menos duas dezenas
de mitogénios e factores antiapoptoticos, possuindo pois potencial oncogénico.
Muitas destas proteinas, como o factor de crescimento de fibroblastos e factores de
crescimento epitelial, sdo armazenados na matriz extracelular (MEC) e podem ser
mobilizados pela estimulacdo do factor de crescimento endotelial vascular
(VEGF) para produzir proteases (Gerber et al. 1999).

Ha também evidéncia da relacdo da angiogénese com o processo de
metastizacdo. E admissivel que a proliferacéo vascular de neo-vasos com parede
fragmentada, células endoteliais alongadas e disseminadas, no seio de tecido
tumoral com células de baixa adesividade, constitua um factor favoravel a entrada e
migracao celulares na circulacdo, quer linfatica, quer sanguinea. Por outro lado, a
libertacdo de factores angiogénicos pelas células tumorais, activando o
plasminogénio e colagenases e contribuindo para a degradagdo da membrana basal
endotelial, pode contribuir para a metastizagcdo. H4 ainda evidéncia de que a
actividade angiogénica pode influenciar decisivamente o potencial metastatico do
tumor, expondo-o a uma maior area de superficie endotelial e determinando assim
uma maior possibilidade de disseminacdo hematogénea.

A valorizacdo da angiogénese tumoral como factor de progndstico foi iniciada
pela observacdo de que no, melanoma maligno cutdneo, o aumento da
metastizacao se verifica apenas ja numa fase em que a neovascularizacdo é mais
importante (Srivastava et al. 1986).

A expresséo de VEGF (e do factor de crescimento celular endotelial derivado
de plaquetas, PD- ECGF) correlaciona-se com a densidade microvascular
(Giatromanolaki et al. 1998, Grabenbauer et al. 2000, Heindal et al. 1999). Foi
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também encontrada correlacdo entre a densidade microvascular e um alto risco
para recidiva regional em CPCs da cavidade oral, clinicamente NO, tratados
cirurgicamente (Williams et al. 1994, Shpitzer et al. 1996). Deve porém notar-se que
a densidade vascular pode ser uma medida inadequada da angiogénese tumoral
no CPC oral dado que a cavidade oral é uma regido altamente vascularizada .

A hiperexpressdo de VEGF parece ser efectivamente indicador de mau
progndstico em diversas séries clinicas. Smith et al. (2000), numa série de 56 casos
de CPC da orofaringe tratados com cirurgia e radioterapia complementar,
encontraram uma relacao da hiperexpresséo de VEGF com recidiva local e risco de
metastizacdo ganglionar, constituindo um factor independente de mau progndstico
de sobrevivéncia em analise multivariada. Numa série de 60 doentes com estadios |
a IV de CPC da cabeca e pescoco, Mineta et al. (2000) encontraram também uma
relacdo da expressdao de VEGF com menor intervalo livre de doenca. Noutras
séries de doentes mais pequenas foi possivel também confirmar esta relacéo,
embora outros estudos de maior amplitude sejam necessarios para 0 Seu
esclarecimento dado haver igualmente séries com resultados ndo confirmatérios.

No caso do cancro oral, a questdo da disseminacdo linfatica do tumor para
0s ganglios linfaticos cervicais tem especial importancia, constituindo um problema
fulcral da evolucdo do tumor, com implicacbes directas a nivel da actuacéo
terapéutica. Dai o grande interesse que tém merecido quer o estudo da
metastizacao linfatica, quer o da propria linfangiogénese tumoral.

Os vasos capilares linfaticos diferem dos capilares sanguineos em que,
apesar de possuirem também uma Unica camada de células endoteliais, estas tém
juncdes menos desenvolvidas e grandes espacos interendoteliais , para além de
gue séo igualmente desprovidas de fenestracdes. A pressdo endocapilar linfatica é
ligeiramente superior a intersticial, pelo que a permeabilidade € mantida através de
filamentos que ligam as células endoteliais a matriz extracelular perivascular. Os
capilares linfaticos ndo possuem uma membrana basal continua ao contrario dos
capilares sanguineos, sendo também desprovidos de pericitos. No entanto, a
semelhanca do endotélio vascular sanguineo, as células endoteliais linfaticas
contém corpos de Weibel-Palade e sdo imunoreactivos para o factor von Wilebrand
e CD31.
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Duas teorias pretendem demonstrar oS mecanismos embriogénicos da
vasculogénese e da linfangiogénese: por diferenciagéo local de novo do endotélio
sanguineo e linfatico a partir dos angioblastos e linfangioblastos respectivamente,
e por sprouting a partir de capilares sanguineos ou de veias pré-existentes (Mc
Clure 1921, Wilting et al. 1999).

O estudo da linfangiogénese tem sido obscurecido pelo da angiogénese,
sobretudo pela falta de identificacdo de factores linfangiogénicos assim como de
marcadores adequados do endotélio vascular linfatico. Porém tal perspectiva mudou
ap6s a descoberta do primeiro factor linfangiogénico, o VEGF-C (Joukov et al.
1996, Lee et al. 1996).

O VEGF-C é um elemento da familia VEGF de factores de crescimento, que
produzem glicoproteinas reguladoras da vasculogénese, hematopoiese,
angiogénese, linfangiogénese e permeabilidade vascular, além de muitos outros
processos fisioldgicos e patoldgicos. A familia VEGF compreende VEGF-A, -B, -C e
—D e ainda os VEGFs virus Orf (também chamado VEGF-E). Os trés receptores
tirosina-quinase de VEGF identificados até agora sdo VEGFR-1, -2 e -3. VEGFR-1
liga VEGF-A e —B, VEGFR-2 liga VEGF-A, -C, -D e —E e VEGFR-3 liga VEGF-C e —
D. Os VEGFRs diferem quanto aos mecanismos de regulacdo e padrbes de
expressdo. Assim por exemplo VEGFR-3 exprime largamente na vascularizacéo
embriondria mas em estadios mais tardios e na fase pds-natal restringe-se ao
endotélio linfatico.

VEGF-C é sintetizado como uma pré-proteina , sendo geradas através de um
processo proteolitico progressivo varias formas que tém sequencialmente afinidade
aumentada para activar VEGFR-2 e VEGFR-3 (Joukov et al. 1997).

A expressao de VEGFR-3 no endotélio linfatico na regido do tumor primario
correlaciona-se de forma significativa com a metastizagdo linfatica regional,
sugerindo que a linfangiogénese pode aumentar a possibilidade de disseminacéo
ganglionar linfatica (Moriyama et al. 1997). Shintani et al. (1994) referiram que o0s
CPCs orais com alta densidade vascular mostravam uma alta frequéncia de
metastases linfaticas e tinham pior prognoéstico.

O VEGF-C, com base no seu perfil de expresséo e na sua ligacdo a VEGFR-

3, foi relacionado com o desenvolvimento do sistema linfatico (Kukk et al. 1996).
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Parece ser no organismo adulto normal um factor linfangiogénico, enquanto que
VEGFR-3 esta restrito ao endotélio linfatico.

Um dos principais obstaculos para o estudo da linfangiogénese tumoral tem
sido a falta de marcadores especificos para o endotélio linfatico que permitissem
distinguir entre linfaticos e vasos sanguineos. A identificacdo de novos marcadores
linfaticos como o LYVE-1 (Banerji et al. 1999 e Prevo et al . 2001) e o anticorpo
monoclonal D2-40 (Marks et al. 1999 e Schacht et al. 2005) permitiram marcar
selectivamente o endotélio linfatico, permitindo a identificacdo especifica de vasos
linfaticos em amostras em bloco de parafina .

Ha um conjunto de evidéncias que correlacionam a expressao de VEGF-C
com a linfangiogénese e ainda com a metastizacdo ganglionar hum grupo de
situacBes tumorais (tiroideia, prostata, estbmago, colon e recto e ainda pulmao) —
Bunone et al. 1999, Tsurusaki et al. 1999, Yonemura et al. 1999, Akagi et al 2000,
Niki et al. 2000, Ohta et al. 2000). No entanto ainda ndo foi demonstrado um papel
directo de VEGF-C na linfangiogénese tumoral e na metastizacdo, estando por
esclarecer algumas questdes importantes , tais como a relacdo da hiperexpressao
de VEGF-C com a densidade dos vasos linfaticos (linfangiogénese) e a
consequente metastizagao linfatica, a eventual diferenca fenotipica dos neolinfaticos
tumorais com os linfaticos normais, a possivel existéncia de outras funcdes de
VEGF-C que possam ser promotoras de metastizacdo ganglionar (factores
troficos, mitogénicos ou quimiotaticos?) e ainda se os linfaticos sdo meros canais de
passagem para as células tumorais ou se, pelo contrario, as suas funcbes de
adesdo e de transporte sdo modulaveis. Para o esclarecimento destas questdes, é
necessario, nesta fase dos conhecimentos, efectuar uma investigacdo mais

aprofundada.
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1.2.6 Invasao e metastizacao

O processo de invaséo local e de metastizacdo do tumor ndo € um processo
simplesmente mecanico: implica em primeiro lugar a perda de adesao intercelular e
depois a ligacdo das células tumorais a membrana basal, a protedlise da matriz
extracelular (MEC) e finalmente a migracédo das células.

A MEC, compartimento tecidular complexo formado por uma enorme
variedade de moléculas dos espacos intercelulares, pode ser subdividida em dois
territérios: o compartimento intersticial com um papel fundamentalmente estrutural e
particularmente abundante nos tecidos conjuntivos, e o compartimento pericelular o
gual se relaciona com vias de modulacdo do comportamento celular nomeadamente
fendmenos de adesao, migracao, proliferacdo/apoptose e diferenciacao.

Os grupos de moléculas constituintes da MEC sao os colagénios, 0s
componentes do sistema elastico, as proteinas multifuncionais e os proteoglicanos /
glicosaminoglicanos.

A MEC deve ser entendida como um dos vectores de transmissdo de
informacdo entre as células uma vez que existe uma reconhecida interaccao
biunivoca células — matriz e as suas funcdes estendem-se muito para além de um
papel meramente estrutural, podendo ainda modificar a expressdo genética das
células que com ela contactam e assim influenciar a sua diferenciacao (Cidadao
e Rodrigo 2005) .

As células epiteliais utilizam dois sistemas de adesdo: as caderinas , familia
de proteinas de membrana que medeiam a adesao célula-célula homotdpica, e as
integrinas, familia de receptores heterodiméricos que formam adesbes entre as
células e a MEC. Ambos os sistemas de adesdo sofrem no processo de invasao
alteracdes importantes.

As células epiteliais assentam na membrana basal e a biologia dos
gueratinocitos € dependente da MEC.

Sabe-se hoje que o papel desempenhado pela MEC ndo é apenas de
barreira a invasdo tumoral, sendo também um reservatério de proteinas e de
factores de crescimento que interferem no comportamento celular. A medida que as

células perdem o seu contacto reciproco surgem novas interac¢des ceélula-MEC,
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em consequéncia das quais varias moléculas de adesdo associadas a superficie
mudam a sua funcéo e iniciam sinalizacdo que favorece o crescimento, a motilidade

celular, a degradacdo da MEC e a metastizacao.

A interac¢do das células tumorais com a MEC € um processo complexo que

envolve a intervencao de diversos factores, a saber:

1.2.6.1 Proteinas de adeséao e perda de adeséo celular.

As células epiteliais dependem de juncbes de adesdo entre si ou entre si e a
matriz conjuntiva, para se constituirem as suas camadas estratificadas.

As juncdes aderentes e os desmossomas unem as células entre si e as
proteinas de ades&o pertencem a familia das caderinas. As adesfes focais e
hemidesmossomas ligam as células a matriz extracelular e as proteinas de adeséo
transmembrana pertencem a familia das integrinas .

As células tumorais ndo necessitam de ancoragem para se dividirem, ao
contrario das células normais. Permanecem unidas entre si mediante proteinas de
adesao como a E-caderina, a qual pode impedir a invasao celular tumoral . Kramer
e Kantak em 1998 demonstraram o papel da adeséo intercelular mediada pela E-
caderina na proteccdo do CPC oral da anoiquia ou seja da apoptose das células
ndo ancoradas a basal, mecanismo esse todavia ndo bem esclarecido. Em 2004
Kramer e Shen sugeriram um novo mecanismo de sobrevivéncia celular mediada
pela adesao, que designaram de sinoiquia, consistindo na transactivacdo de EGFR
e muito provavelmente relacionado com a formacdo de um complexo EGFR-E-
caderina nas juncoes intercelulares . A activacdo de EGFR compensaria a perda de
sinais da integrina, suprimindo assim a anoiquia.

A perda de funcdo ou de expressdo das caderinas determina a perda de
adesdo inter-celular, o aumento da motilidade das células e a sua libertacdo do
tumor , propiciando a invasdo. Carcinomas bem diferenciados exprimem niveis altos
de E-caderina e, ao contrario, os pouco diferenciados tém niveis significativamente
baixos de expressdo (Wu et al. 2000). A expressdo de E-caderina ndo parece ter

relacdo nem como o tamanho nem com o estadio do tumor, mas os doentes com
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niveis tumorais elevados desta proteina parecem ter melhor prognostico de
sobrevivéncia (Mattijssen et al. 1993, Chow et al. 2001). A perda de E-caderina
pode ainda ser relacionada com o fenétipo metastatico das linhas celulares de CPC
oral (Nakayama et al. 1999) e com a metastizacdo dos carcinomas da cabeca e
pescoco (Schipper et al. 1994). Isto sugere, como notam Ziober et al.(2001) que
nalguns casos as ceélulas tumorais, possivelmente sob estimulacéo pelas citoquinas,
podem temporariamente nao ligar-se a caderinas, permitindo assim que ocorram
metastases a distancia, seguindo-se uma re-expressdao da caderina.
Alternativamente, o complexo juncional de E-caderina poderia estar presente mas
ser disfuncional, permitindo a dissociacdo das células invasivas.

As cateninas, grupo de proteinas citoplasmicas que formam complexos com
as caderinas, intervém no processo de adesao inter-celular. No CPC oral os niveis
de catenina estéo na relagao inversa da diferenciagéo tumoral (Lo Muzio 1999).

Esta area de investigacdo, dirigida para a definicdo do papel das caderinas e
das cateninas na metastizacdo do cancro oral continua a estar actualmente muito
activa, sobretudo pela possibilidade potencial de interferéncia ou inibicdo destes
processos.

A molécula de adesdo CD44 tem mostrado ser um factor fundamental de
adesdo inter-celular e das interaccdes inter-celulares. A perda de expressao de
CD44 no epitélio ndo-tumoral adjacente ao CPC lingual pode ser considerada como
um acontecimento precoce da carcinogénese (Gonzalez-Moles et al. 2004) o que
Ihe confere um indubitavel significado bioldgico. Por outro lado, numa série de
casos de CPC do bordo lingual estudada por Fonseca et al. (2001) os
investigadores concluiram que o padrdo de intensidade de imunoexpressédo de
isoformas CD44, v3, v4-5 e v6 na FIT estad muito relacionada com o grau tumoral,

o tipo de invasdo do estroma e a presenca de metastases cervicais.
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1.2.6.2 Adesdo da célula tumoral a MEC e integrinas.

As células desprendidas do tumor vado aderir em primeiro lugar a MEC,
mecanismo mediado pelas integrinas, moléculas da superficie celular que
funcionam como transdutores bidireccionais dos sinais intra e extracelulares,
modulando assim potencialmente a invasdo celular. As integrinas reconhecem a
MEC e transmitem mensagens as células tumorais, conduzindo a degradacéo das
barreiras da MEC e a invaséo.

O principio da dependéncia de ancoragem, fundamental para as células
normais, ndo prevalece para as células tumorais, pelo que essa adesao ndo é
indispensavel para a multiplicacao celular.

As integrinas sdo membros de uma larga familia de receptores de superficie
celular que medeiam as interac¢Bes adesivas das células com as macromoléculas
da MEC. Fornecem uma ligacdo entre o citoesqueleto celular e o ambiente
extracelular. Cada integrina é composta por uma sub unidade a e uma subunidade
B, sendo este emparelhamento de cadeias necessario para o transporte do receptor
a superficie celular e para a formacao do sitio de ligacao do ligando extracelular,
localizado perto da regido aminoterminal das subunidades (Ziober et al. 2001).

As principais integrinas com expressao alterada no CPC sao a a2p1, a3p1,
a5B1, a6B1/ a6B4 e o grupo dos complexos av.

A integrina a6B34 tem sido objecto de grande interesse investigacional por
ser determinante na mobilizacao de células e no processo de invasao do CPC, dado
gue tem de ser primeiro libertado dos estaveis complexos de adeséo
hemidesmossoma para que o mesmo se desencadeie e, interagindo com a
laminina, pode activar diversas vias desse processo. Em estudos com IHQ desta
integrina no CPC da cabeca e pescoco foi demonstrado um padrdo de marcacao
mais difuso do que na mucosa oral normal (Carey et al. 1993). Niveis aumentados
da expressdo de a6B4 foram relacionados com recidiva precoce e metastizagéo
(Wolf 1992). A integrina av35, que tem alias pouca expressao no CPC da cabeca e
pescoco, poderia ter igualmente um papel importante no cancro oral.

Para além de proporcionarem essas fungfes de tipo adesivo e de migragéo

celular, as integrinas podem também intervir em diversas propriedades celulares,
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como o crescimento, apoptose, angiogénese, producao de proteinases e expressao
de genes, pelo que possuem um grande potencial de condicionamento .

As integrinas poderiam também ter como funcdo alinhar proteinas de
adesao como a fibronectina, com componentes do citoesqueleto, como a actina e
a talina, alterando assim a forma das células tumorais e facilitando deste modo a
sua passagem entre as diversas estruturas da MEC.

Trata-se pois de estruturas glicoproteicas muito complexas cujo papel na
invasdo tumoral é reconhecido mas a necessitar de trabalhos suplementares de
esclarecimento da funcdo das suas subunidades e das combinagfes destas.

As lamininas sao uma familia de grandes glicoproteinas constituidas por uma
subunidade a, B e y. Foram identificadas pelo menos 15 combinagcbes destas
subunidades, mas a laminina mais estudada tem sido a laminina 5 (a3 B3 y2).

As lamininas s&o componentes da membrana basal e formam
hemidesmossomas com as integrinas para controlar a adesao celular, motilidade,
polaridade e proliferacéo .

Kainulainen em 1998 referiu na sua Tese (num contexto mais abrangente que
envolveu o estudo de diferentes integrinas epiteliais, MMP 1 e 2 e seus inibidores
TIMP 1,2 e 3) os resultados do estudo da expressdo de laminina-5 e ainda do
colagénio tipo VII no liquen plano oral, displasias epiteliais e CPC oral. Encontrou
uma sintese anormal de laminina-5 e colagénio tipo VIl no CPC oral e ainda um
padrdo de expressdo focalmente alterado nas lesGes pré-cancerosas orais,
concluindo que a laminina-5 poderia ter um papel importante na migragéo celular
epitelial e/ou adesédo do CPC.

A expressao de laminina- 5 foi também correlacionada com a progressao do
carcinoma in situ para carcinoma invasivo na laringe (Nordemar et al. 2001) e com o
padrao infiltrativo de crescimento do CPC da lingua (Ono et al. 1999). Igualmente
foi confirmada a diminui¢cdo da sobrevivéncia aos 5 anos dos doentes com elevada
expressdo de laminina-5. Foi ainda encontrada relagéo entre a laminina-5 y2 e a
recidiva de CPC da lingua (Stoltzfus et al. 2004).
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1.2.6.3 Protedlise da matriz extracelular, MMPs, migracao celular e metastizacao

A protedlise da MEC é um passo critico da invasao tumoral,
designadamente no CPC oral, ao qual se segue a ruptura da membrana basal do
epitélio e a consequente migragéo celular, intravaséo e metastizagao .

A area de investigacdo das proteinases relacionadas com o cancro oral e
dos seus inibidores especificos é muito vasta e activa e ja ndo é recente, o que
traduz bem a percepcao que desde sempre existiu do seu papel primordial .

No entanto ainda subsistem controvérsias quanto ao mecanismo proteolitico
propriamente dito.

Os conhecimentos actuais sugerem que as células tumorais ultrapassam a
barreira colagénia mobilizando sistemas proteoliticos que dissolvem a matriz ndo
sendo indispensavel um papel especifico para cada proteinase (Matrisian et al.
2003). Também foi proposto que mesmo com a hidrélise da MEC inibida as células
tumorais podem adoptar um fendtipo amebdide sendo a migracdo processada
apenas de forma mecéanica (Friedl e Wolf 2003).

As metaloproteinases constituem uma superfamilia de enzimas proteases
altamente reguladas por factores de crescimento, hormonas, oncogenes, citoquinas
e que em comum tém o facto de requerer o iAo metalico Zinco para a sua
activacao. Participam da remodelacdo da matriz extracelular e dos componentes da
membrana basal, processo essencial na invasdo e na metastizacdo (Liotta et al.
1980, Tryggvason et al. 1987, Chambers e Matrisian 1997) e ja foram detectadas
em humanos vinte e trés MMPs. Dividem-se em grupos que se baseiam na
especificidade do seu substrato, semelhancas na sequéncia e organizacdo do
dominio. Classificam-se em seis grupos: colagenases intersticiais (MMP-1, 8 e 13)
gue intervém na degradacédo do colagénio fibrilhar; gelatinases (MMP-2 e 9) que
actuam sobre o colagénio intersticial, colagénio tipo IV e V da membrana basal;
estromelisinas (MMP-3, 10 e 11) produzidas pelas células estromais; as
metaloproteinases associadas a membrana (MT1-MMP a MT6-MMP) que podem
unir-se a membrana celular quer por intermédio de um sitio hidréfobo independente
do dominio hemopexina ou por via do glicosilfosfatidilinositol (GPI) intervindo na

activacdo proteolitica de outras MMPs; as matrilisinas (MMP-7 e 26), as mais
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simples, estruturalmente, ja que ndo contém dominio homdélogo da hemopexina e
sdo expressas especificamente por células tumorais de origem epitelial, cujos
espectros proteoliticos sao diversos mas incluem a fibronectina e a gelatina; e ainda
um grupo heterogéneo de metaloproteinases (MMP-12, 19, 20, 21 , 22, 23/B e 28)
cujo papel na invasédo tumoral ndo esta ainda bem esclarecido .

O papel das MMPs na invasdo tumoral e na metastizacdo tem sido
largamente estudado, definindo-se para além da degradacéo da matriz extracelular
(Kumamoto et al. 2003, Pinheiro et al. 2004), uma intervencdo na proliferacéo
celular e libertacdo de factores de crescimento, promocdo da angiogénese,
migracgédo celular e modificacdo da matriz extracelular expondo sitios ocultos .

Este conjunto complexo de classes enzimaticas é estreitamente regulado
por uma série de passos de activacdo e de inibidores especificos. Muitos destes
enzimas e inibidores sdo fornecidos na frente invasiva tumoral pelas células do
estroma e ndo pelas células tumorais, demonstrando assim a interdependéncia
tumor-hospedeiro (Sternlicht et al. 1999).

A importancia das MMPs na mediacdo dos processos de invasao local e
de metastizacdo em relacdo com o CPC oral é conhecida e foi definida em relacéo
com algumas delas.

Kusukawa et al. publicaram em 1993 resultados que correlacionavam a
expressdo do enzima, também designado colagenase tipo IV 72-kD, com a
metastizacdo ganglionar cervical e com a invasdo vascular e linfatica em doentes
com cancro oral. Sutinen et al. (1998) verificaram o aumento da expressado de MMP-
2 numa série de 10 casos de CPC oral, em comparacdo com 6 lesdes displasicas
epiteliais, dados confirmados noutros trabalhos ulteriores (Tokumaru et al. 2000,
Ikebe et al. 1999).

A MMP-3 (ou estromelisina-1) degrada a laminina, fibronectina e o colagénio
tipo IV. Em trabalhos de 1991 (Polette et al.,Muller et al.) com uso de hibridizacdo in
situ e Northern blot respectivamente, foi identificado o enzima e confirmada a sua
hiper-expressdo em duas séries de casos de cancro oral. Kusukawa em 1995 havia
encontrado, por imunohistoquimica, a sua expressdo concentrada na chamada
frente invasiva do tumor, o que tem muito significado, e em 1996 publicava

resultados referindo a sobre-expressdao de MMP-3 em cerca de metade dos casos
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de cancro oral estudados, bem como a sua associagcdo com um maior T e pior
estado ganglionar cervical.

Em trabalhos preliminares de Juarez et al. (1993) foi confirmada a presenca
da protease MMP-9 (colagenase tipo IV 92-kD) no CPC invasivo da cavidade oral,
depois confirmada em investigacdo de Charous et al. (1999) e de Pickett et al.
(1999). A existéncia de aumento de actividade de MMP-9 estd associado a
invasividade do cancro oral (cf. Ikebe 1999) e, ao contrario, a supressdo da sua
actividade diminui a invasividade do CPC da lingua ( Baba et al. 2000). Riedel et al.
(2000) verificaram que o aumento de expressdo de MMP-9 esta relacionado com o
aumento da densidade microvascular e com aumento de VEGF, o que pode apontar
para uma ac¢ao conjunta na angiogénese tumoral. Este facto tem o maior interesse
dado abrir a possibilidade de utilizagcdo de inibidores de MMP no bloqueio da
invasao e do processo angiogenico.

A regulacgéo intracelular das MMPs ¢é efectuada por varias moléculas, das
guais as mais importantes descritas sdo 0s inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs). H& quatro tipos de TIMPs, as quais sao produzidas por
varios tipos celulares: fibroblastos, queratinocitos, células endoteliais e osteoblastos.
Todas as TIMPs sé&o capazes de inibir todas as MMPs (Woessner 2000).

A remodelacdo tecidual associada a progressdo tumoral baseia-se numa
relacdo complexa entre pelo menos trés categorias de moléculas : receptores de
adesao, MMPs, citoquinas e factores de crescimento. A regulacdo coordenada das
MMPs e dos seus inibidores governam a clivagem, libertacdo de factores de
crescimento e receptores de superficie da célula. Os factores de crescimento por
sua vez controlam a expressao das MMPs.

Sabe-se que participam de forma dinamica na regulacdo da protedlise e sédo
em regra produzidos pelas células do estroma peritumoral, sendo a remodelacdo da
matriz extracelular no processo de invaséo o resultado da accdo concertada das
MMPs e TIMPs (Sutinen 1998).
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1.2.6.4 Migracgao celular invasiva e transicao epitelial-mesenquimatosa.

O epitélio esta por sua vez em relacdo com o mesenquima , constituido por
fibroblastos, microvasos e células linfaticas, cuja influéncia na carcinogénese
epitelial é reconhecida (Stoof et al. 1994). Sabe-se que alteracfes genéticas nas
células do estroma podem conduzir a producdo aberrante de proteinas e erros na
sinalizacdo ocasionando ruptura na comunicacdo entre o epitélio e o estroma
(Mueller et al. 2004, Mc Cawley et al. 2001, Edlund et al . 2004, Weber et al. 2005).
Estd descrita no cancro oral e das vias aerodigestivas superiores uma alta
frequéncia de perda de heterozigotia / desequilibrio alélico nas células do estroma
por vezes maior do que no epitélio, traduzindo a possibilidade de que um menor
namero de alteracbes - chave genéticas epiteliais podera ser necessario para
iniciar o CPC , conforme referem Weber et al, (2007) no seu importante trabalho, o
gue ja havia sido sugerido por Gotte et al. (2005). Ainda conforme referem Weber et
al., a multiplicidade das alteracGes do estroma ao longo da carcinogénese sugerem
gue estas poderdo ter o papel principal, influenciando a diversidade bioldgica e,
dessa forma, o curso clinico da doenca. O estroma pode ainda ter um importante
papel na metastizacao, referindo Weber et al. (2007) um conjunto de observacdes
gue suportam esta hipétese, nomeadamente a de que dois de trés loci criticos, em
3p26.3 e 19913.31, no estroma se relacionam com o aumento de estadio pN

Todavia esta relacdo do epitélio com o mesenquima € mais complexa e
vasta, sabendo-se que existe entre os dois uma comunicac¢ao bidireccional cujo
estudo se revela da maxima importancia para o esclarecimento do processo de
invasdo tumoral e de metastizacao .

Assim é um facto reconhecido que na maior parte dos carcinomas a
progressdo tumoral se acompanha da perda de diferenciacédo epitelial das células
tumorais e a sua conversao num fenétipo mesenquimatoso, processo designado de
transicdo epitelial — mesenquimatosa ( EMT ). Hay e Grennburg (1982 ) foram os
primeiros a descrever a EMT como um processo distinto e as diferengas entre
esse movimento na embriogénese e na tumorigénese foram depois assinaladas por
Hay em 2005. A EMT foi originalmente identificado durante estadios especificos do

desenvolvimento embrionario nos quais as células espiteliais migram e colonizam
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diferentes territérios embrionérios. Depois disso levou algum tempo a ser
reconhecido como um mecanismo potencial de progressdao do carcinoma,
especialmente porque a EMT ndo pode ser seguida no tempo e no espagco nos
tumores humanos, como refere Thiery (2002), que acrescenta a grande diversidade
da organizacéo celular dos tumores humanos como causa da impossibilidade do
reconhecimento da EMT sem ambiguidade.

No decurso deste processo de EMT as células perdem os seus marcadores
epiteliais, como a E-caderina, e adquirem expressdo de marcadores
mesenquimatosos, como a N-caderina e a vimentina.

A medida que os mecanismos de regulagdo da EMT comecaram a ser
identificados, diversos marcadores moleculares adquirem significado, como o
aumento da expressdo de N-caderina e vimentina, localizacdo nuclear de -
catenina, aumento da producéo de factores de transcricdo como Snail 1
(Snail), Snail 2 (Slug), Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 e/ou E47 que inibe a producao
de E-caderina ( Lee et al. 2006) além de muitos outros como MMP-3, BCL9-2,
EGFR, Met, Kaiso, TGF-B, GSK-38, entre outros. Thiery ( 2002) sublinha ainda que
a evidéncia mais forte do envolvimento da EMT na oncogénese é a capacidade de
muitos destes reguladores aumentarem a progressao tumoral e/ou a metastizacao.
N&o sendo pois um requisito para a invasao e metastizacdo, a EMT pode ter um
papel importante em ambos 0S processos.

A chave patologica da EMT € a reducdo da forca de ades&o célula-célula
pela repressdo transcricional das caderinas (fundamentalmente da E-caderina),
ocludina e claudina e ainda da desmoplaquina, com dissolucdo de juncdes,
separacao das células, perda da polaridade apical-basolateral e aquisicdo de uma
forma celular mais fusiforme, o que no conjunto facilita a dispersdo e a migracao
celulares . Associadamente a perda de funcdo de E-caderina pode promover a
invasividade, como foi demonstrado em diversos sistemas experimentais quer in
vivo quer invitro (Behrens et al. 1989, Le et al. 1998, Zheng et al. 1998).

Embora esta aquisicdo de um fenotipo mesenquimatoso pelas células
tumorais possa ser um aspecto importante da progressdo e metastizacdo, ha por

outro lado outro grupo de evidéncia sugestiva de que muitos carcinomas nao
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seguem esta aquisicdo de forma completa ou até mesmo nem sequer passam pela
EMT. Na verdade muitos carcinomas avancados possuem caracteristicas
morfolégicas e moleculares indicativas de uma boa diferenciacdo epitelial
(incluindo niveis altos de expressdo de E-caderina), juncdes epiteliais e polaridade
apical-basolateral.

As explicacdes para este facto podem ser uma transicdo parcial para um
fendtipo mesenquimatoso, reversdo ao fenotipo epitelial (transicdo mesenquimatosa
- epitelial) por exemplo apos colonizacdo metastatica a distancia, ou ainda por
migracdo celular colectiva, ou seja, invasdo em agregados multicelulares ou
conjuntos de células (Christiansen JJ et al. 2006).

Sahai (2005) que tem estudado os mecanismos de invasdo da célula
cancerosa, usou um modelo organotipico in vitro para avaliar a invaséo das células
do CPC, tendo encontrado de forma clara invasdo colectiva em corddes,
semelhantes a encontrada nas margens dos CPCs . Nestes corddes invasivos as
células mantém as juncdes célula - célula e muitas outras caracteristicas epiteliais.
O papel dos fibroblastos do estroma na promocédo da invasdo dita colectiva foi
também estudado por Gaggioli e Hooper (2007), tendo verificado que os
fibroblastos sdo as células condutoras do processo invasivo, remodelando a MEC
através da criacdo de trilhos que as células tumorais depois seguem. Em trabalhos
subsequentes Sahai (2007) verificou que diferentes tipos celulares dentro de um
tumor podem cooperar na mediacdo da invasao colectiva, com diversas vias para a
regulacédo do citoesqueleto e a adeséo celular nos fibroblastos condutores e nas
células tumorais.

Recentemente ainda Wicki e Christofori (2006) demonstraram também o
papel da podoplanina (uma pequena proteina transmembrana mucina-like) no
processo de migracao colectiva, mas independente da EMT a qual ndo é suprimida,
podendo a sua expressao ser modulada pelo microambiente do tumor.

Numa perspectiva morfolégica da invasédo singular, célula-a-célula, que se
podera designar como ameboide, descrevem-se nas células invasivas alteracdes
gue se traduzem pela formacdo de estruturas subcelulares especializadas
designadas podosomas, num conjunto de eventos que merecem um interesse

particular .
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Kramer em 1986 referiu, num trabalho experimental e precursor sobre a
invasdo da membrana basal por células tumorais humanas, que as células invasivas
mostravam uma frente contendo filopodia e lamelopodia, e acrescentava que a
extensdo activa destas areas especializadas na superficie da membrana parecia
representar o mecanismo principal de penetracado na matriz. As projeccdes celulares
profundamente infiltrantes da membrana mostravam contacto intimo com a matriz,
enquanto que outras zonas distintas se mostravam livres, sugerindo que as
projeccdoes celulares penetrantes da matriz o fariam por hidrélise das suas
macromoléculas. Qualquer que fosse o mecanismo parecia que 0 processo invasivo
necessitava da destruicdo e dissolugcdo da matriz, uma vez que ndo havia
compressao ou distor¢cdo da mesma.

Estas projeccdes, invadopodia, podem funcionar em funcdo da invasdo da
membrana basal e das diversas matrizes conjuntivas, havendo varias células
normalmente invasivas como os leucécitos polimorfonucleares, os osteoclastos, o0s
trofoblastos, as células endoteliais capilares e outras.

S&do constituidas por uma rede de microfilamentos que utilizam proteases
para degradar substratos como a fibronectina, laminina, colagénio e ainda outros
componentes da matriz. Foram ainda identificados outros enzimas de membrana
como componentes essenciais destes elementos, que incluem serina-proteases,
seprase, dipeptil peptidase IV e MT-MMP (Nakahara et al. 1997). A membrana
plasmatica das invadopodias introduz o conteddo de vesiculas que contém MMP-9
e MMP-2 na protedlise direccional da MEC no decurso da migracdo, especialmente
durante a invasao por parte das células cancerosas (Nguyen et al. 1998, Lorenz et
al. 2004).

A cascata enzimatica estd confinada a superficie celular no ponto de
pseudopodia invasiva, ligando os enzimas aos locais de adeséo, receptores de
superficie e moléculas adjacentes da MEC (Bowden et al. 1999, Nakahara et al.
1997, Hoegy et al. 2001). MT1-MMP, molécula duplamente receptora e activadora,
contém uma sequéncia transmembrana-citoplasmica que a confina aos locais de
microinvasao na superficie das invadopodia das células tumorais. Em complexo
com um dos inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMP-2) torna-se receptor

e activador de MMP-2 (como mostraram Nakahara e cols. 1997, trabalho citado)
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uma MMP soluvel produzida pelos fibroblastos e células endoteliais do estroma. A
protedlise das proteinas da MEC modifica a ancoragem mediada por integrinas, as
adesOes focais e a arquitectura do citoesqueleto, activando ainda moléculas de
sinalizacdo como a cinase de adeséo focal (FAK).

Conforme refere Liotta (2001) estes complexos heterotopicos dirigem-se e
limitam o campo enzimatico ao ponto celular invasivo, deixando intactos os pontos
periféricos e distais de ligacdo necessarios para a traccio. A medida que a célula
invasiva se desloca através da barreira da MEC os complexos enzimaticos, 0s
inibidores e os receptores moleculares desencadeiam o processo de protedlise
,podendo a direccdo da invasao celular e da migracdo ser influenciados por
guimioatraccao (HGF, fragmentos proteolisados da matriz reconhecidos pelas
integrinas ou ainda citoquinas e factores de crescimento como EGF e factores de
transformacao do crescimento como TGF-f3 libertado pela matriz degradada) e pela
construcéo de vias de adesao preferenciais.

Resumindo pode dizer-se, conforme Friedl (2004), que os modos de
migracao celular invasiva colectiva e singular representam estados temporarios que
se podem interligar, conforme o reportério molecular interno das células e os
factores circundantes. Do ponto de vista da progressdo tumoral ha evidentes
vantagens na migracdo colectiva sobre a singular, dado que uma maior massa
tumoral pode suscitar altas concentracdes autocrinas de factores promigratorios e
proteases da matriz e proteger as células mais internas da infiltracéo linfocitaria. O
grupo celular funciona colectivamente, pelo que células de diferentes filiacdes
clonais podem funcionar em conjunto, tipo “clone misto”. Na circulagao linfatica e
sanguinea sdo mais eficientes na embolizacdo e sobrevivem melhor na
metastizacdo em ambiente hostil. Existe pois ainda uma vasta area de investigacao
guanto a determinacdo do papel da invaséo singular face a estes novos conceitos

de invasao colectiva.
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1.2.6.5 Infiltrag&o linfocitaria peritumoral e resposta imune.

Num outro nivel de anélise do processo de invasao e progressao tumorais, é
muitas vezes demonstravel uma infiltragcdo intra e peritumoral por células
imunitarias (predominantemente linfocitos T CD4+ e CD8+ e células apresentadoras
de antigénio como células dendriticas e macréfagos) mas também outras células
como granulocitos e mast cells. Este facto tem determinado uma investigagdo mais
aprofundada das interac¢cdes do tumor com o estroma, nomeadamente quanto as
suas influéncias no tumor primario, os efeitos de supressdo ou de activacdo do
microambiente peritumoral, a identidade e origem das células do estroma induzidas
no tumor ou recrutadas para o tumor, bem como a sua influéncia na progressao
tumoral, a natureza da vigilancia imune sobre os tumores autéctones e as
interac¢Bes do tumor e das células estromais sobre as matrizes extracelulares.

H& evidéncia de que o sistema imunitario tem a capacidade de eliminar
células tumorais e a inducédo de uma imunidade tumoral efectiva pode ser encarada
cComo um processo em trés passos: apresentacdo de antigénios associados ao
tumor (TAAgs), seleccdo e activacdo de células T especificas de TAAg e de
efectores ndo-Ag-especificos e finalmente conducao de células TAAg-especificas
ao tumor e eliminacao efectiva de células malignas exprimindo TAAGs. Os tumores
malignos podem escapar a vigilancia imunitaria devido a alteracdes e a modulacdo
destes diversos processos.

O estabelecimento de uma resposta anti-tumoral é um processo complexo.
Inicialmente verifica-se o reconhecimento de péptidos tumorais pelas células T
circulantes e permeadas no tumor. Por outro lado as células tumorais falham a
producdo de moléculas co-estimuladoras da expansao clonal de células T, a
produgéo de citoquinas reguladoras - chave e o desenvolvimento no tumor de
linfocitos T citotoxicos especificos.

As células dendriticas séo cruciais no estabelecimento da resposta imune
mediada por célula e a sua fungcdo no cancro envolve varios processos bioldgicos
sequenciais: apresentacdo de TAAg e reconhecimento nos tecidos que envolve
protedlise intracelular e representacdo de péptidos de superficie; activacdo e

conducgdo aos ganglios linfaticos regionais do tumor e interacgdo com linfocitos T
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CD4 através dos receptores e de moléculas associadas co-estimuladoras (CD 40,
CD 80 e CD 86) resultando na producao de linfocitos T citotoxicos antigénio -
especificos; e finalmente migracao de linfocitos T citotoxicos para o tumor e inducéo
de morte celular da célula tumoral. As células dendriticas migram através dos
tecidos e infiltram os tumores onde encontram antigénios associados o0s quais
capturam, digerem e re-exprimem para a inducdo da resposta imunitaria mediada
por célula, ttm a capacidade de activar células T naive nos ganglios linfaticos
regionais e de as diferenciar em linfocitos T citotoOxicos que interagem
especificamente com as células cancerosas do tumor causando lesdo celular e
morte, e finalmente o seu papel como células apresentadoras de antigénios e a sua
capacidade de processar e apresentar simultaneamente um conjunto de antigénios
permitindo a inducédo de uma ampla resposta imune anti-tumoral (Satthaporn et al.
2001).

O escape a vigilancia imunitaria parece ser um aspecto critico da evolugéo
da doenca maligna. Estes defeitos da resposta imune parecem ter
predominantemente que ver com a fungcédo supressora celular. Todavia o papel das
células dendriticas neste complexo processo ainda ndo estd bem esclarecido.
Sendo previsivel uma disfuncéo das células dendriticas em relacédo com os tumores
malignos, as suas causas e mecanismos parecem ser heterogéneos e carecem de
um esclarecimento mais aprofundado.

As células tumorais tém por seu lado a capacidade de escapar ao controlo do
sistema imunitario do hospedeiro, o que se deve principalmente ao facto de
poderem manifestar baixa imunogenicidade devido a defeitos no processamento e
apresentacao de antigénios , expressao baixa ou ausente do complexo major de
histocompatibilidade classes | ou Il ou baixa expressdo de diversos antigénios
tumorais especificos (Gabrilovich et al. 1996). Foi também demonstrado que as
células cancerosas podem também evadir o ataque do sistema imunitario atraves
da expressao de citoquinas imuno supressoras como interleucina (IL)-10, TGF-B1 e
VEGF, que induzem defeito na célula imune e defeito na resposta imune do

hospedeiro.
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1.3 Metastizacéo ganglionar cervical do cancro oral

O conhecimento do processo patolégico de metastizacdo teve historicamente
uma curiosa evolucdo e nem inicialmente o préprio Virchow, mentor da base celular
da tumorigénese, o entendeu bem dado que o considerava um processo de
disseminagao de “ fluidos toxicos” através do pulmdo em caminho para outros
orgados. Foi todavia este eminente patologista quem, em 1863, referiu o transporte
através dos canais linfaticos de material do tumor para os locais de metastizacao.
Estabelecido que foi em definitivo o mecanismo celular da metastizacéo linfégena,
constituiu-se em ponto de controvérsia a questdo da passagem descontinua de
émbolos de células tumorais pelos linfaticos — embolizacdo, e a extensdo de
colunas de células nas mesmas vias — permeacdo. O termo permeacgdo foi
introduzido em 1905 por Handley com o significado de disseminacdo de células
cancerosas pelos linfaticos em colunas aparentemente continuas. Sabe-se porém
gue estas colunas sdo na realidade apenas parcialmente continuas e € este
elemento de descontinuidade que Ihe confere a qualidade de fendmeno metastatico.
De qualquer modo os fenbmenos de permeacdo e embolizacdo coexistem e inter-
relacionam-se.

Desconhece-se ainda se a motilidade direccional das células tumorais para
os linfaticos é apenas mecénica, determinada pela presséao intersticial intratumoral.
O primeiro ganglio linfatico regional para o qual as células tumorais metastizam é
designado ganglio sentinela. O conceito de ganglio sentinela permitiu rever os
componentes anatémicos da metastizacdo linfatica, decorrentes da filosofia
classica exposta por Halsted em finais do século XIX de que os tumores primarios
metastizam atraves dos linfaticos para os ganglios linfaticos regionais.

Esta progressdo das células tumorais do tumor primario para os ganglios
linfaticos regionais através dos capilares linfaticos e troncos colectores é l6gica
(Weiss 1996) e inicia-se pela invasdo da matriz extracelular, onde a presséo
intersticial € menor, alcancando os capilares linfaticos adjacentes e dai, movendo-
se ao longo da superficie externa do endotélio, acabam por migrar para o lume
endotelial, quer através de espacos intercelulares ja existentes, quer abrindo

espacos fechados.
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A medida que a dimensdo do tumor aumenta, aumenta também a press&o
intersticial e o fluxo linfatico dirige-se para os linfaticos peritumorais, aumentando
também o volume do fluido intersticial. Os capilares linfaticos sdo mantidos abertos,
mesmo com aumento da pressao intersticial peritumoral, através de filamentos de
ancoragem os guais também mantém abertas as juncdes intercelulares, produzindo
fendas intercelulares. Deste modo € facilitada a passagem das células tumorais.
Quando a pressao exterior aos capilares linfaticos diminui estas juncdées comecam a
fechar, evitando o fluxo retrégrado (Schmid-Schonbein 1990).

As células tumorais (muitas vezes acompanhadas das células
linfoplasmocitarias) insinuam-se e migram entre as células endoteliais linfaticas.
Uma vez dentro do lumen dos capilares linfaticos, embolizam isoladamente ou em
agregados (Yancopoulos et al. 2000 ).

Os capilares linfaticos convergem em linfaticos colectores nos quais a linfa é
empurrada ritmicamente e as valvas evitam o refluxo. Neste processo muitas
células tumorais sdo eliminadas, mas a eficiéncia de sobrevivéncia celular € pouco
conhecida. Algumas células sobreviventes ndo alcancam os ganglios intercalares,
mas aderem ao endotélio linfatico, podendo causar metastases em transito
atravessando a parede, invadindo e proliferando nos tecidos circundantes (Balch
2001).

As células tumorais entram no seio sub-capsular do ganglio satélite através
dos linfaticos aferentes. Dai as células podem invadir o cortex do ganglio ou
efectuar by pass através de conexdes venolinfaticas. Podem também entrar
directamente para os linfaticos eferentes e ser transportados para a estacéo
ganglionar seguinte.

Muitos trabalhos tém demonstrado um aumento do numero de linfaticos na
periferia dos tumores em crescimento. Mas a questao fundamental € determinar se
os linfaticos funcionais também existem dentro do préprio tumor. Estes linfaticos que
se observam na estrutura de alguns tumores podem fazer parte do tecido do
hospedeiro invadido pelo tumor e ndo ter capacidade de transporte de células

tumorais para a periferia do tumor.
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Estes conhecimentos de natureza fisiopatolégica quanto a disseminagao por
via linfatica das células tumorais sédo igualmente validas quanto se considera a
progressdo metastatica regional do CPC oral.

A metastizacdo ganglionar cervical do cancro oral constitui um facto
importante da progressdo tumoral, sendo reconhecido que a existéncia de
adenopatias metastaticas regionais € um factor determinante do progndstico
(Spiro et al. 1974, O’Brien et al. 1986, Mamelle et al. 1994, Kowalski et al. 2000) .

Embora a disseminacdo metastatica do CPC oral para os ganglios linfaticos
cervicais seja um facto comum, ndo esta bem esclarecido se as células tumorais
utilizam os canais linfaticos existentes ou se é necesséaria a formacédo de novos
linfaticos por linfangiogénese.

Padera et al. (2002) demonstraram, num trabalho com recurso a marcadores
de vasos linfaticos (LYVE -1, Prox 1 e o marcador pan-endotelial MECA-32), que a
zona central dos tumores ndo contém vasos linfaticos totalmente funcionais, por
estarem colapsados pela alta pressdo intratumoral, e que sdo os linfaticos
peritumorais que conduzem a metastizacao linfatica, existindo ainda tumores sem
linfaticos intratumorais que também metastizam. Siriwardena et al. (2008) num
estudo dos linfaticos intra e peritumorais em 54 casos de CPC oral , com o
anticorpo monoclonal D2-40, encontraram uma correlacdo significativa entre a
invasdo linfatica e a metastizacdo, também com uma predominancia da invaséo
linfatica peritumoral .

No entanto ndo podem deixar de ter-se em conta os trabalhos que referem a
importancia da linfangiogénese intratumoral na mestastizacédo regional (Beasley et
al. 2002, van Trappen 2002, Skobe et al. 2001) bem como no progndstico de
doentes com carcinomas orais precoces sem metastases cervicais (Mufioz-Guerra
et al. 2004).

Beasley et al. apontam ainda a possibilidade de que os linfaticos intra e
peritumorais tenham uma génese interligada. Estes AA consideram que os linfaticos
intratumorais sdo neoformados e ndo pré-existentes ou hiperplasiados por trés
ordens de razbes: porque a morfologia dos linfaticos intratumorais é mais
semelhante a dos linfaticos imaturos do que a dos linfaticos maduros; porque, ao

contrario dos linfaticos periféricos, os linfaticos intratumorais tém ndcleos
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proliferativos; e ainda porque estdo localizados frequentemente no meio de
camadas de tumor e ndo confinados em ilhas do estroma formadas por
invaginacdes do tecido normal.

Foram encontrados ocasionalmente alguns émbolos tumorais nos linfaticos
peri-tumorais, mas nao de forma Obvia nos linfaticos intra-tumorais (Beasley et al.
2002), o que pode indiciar que os linfaticos intra-tumorais ndo sejam na realidade os
principais condutores da metastizacdo, embora se possa admitir que nalguns casos
0s émbolos tumorais tenham neles origem.

De qualquer modo sublinha-se que a possivel relacdo entre linfangiogénese,
linfoproliferagdo e metastizagdo linfatica é certamente complexa, sendo ainda
necessario determinar de forma conclusiva o verdadeiro significado progndstico dos
linfaticos intratumorais. E provavel que, tal como na angiogénese, sejam
necessarios varios factores de crescimento para regular a linfangiogénese. E ainda
possivel admitir-se que a propagacdo das células tumorais do CPC oral para os
ganglios linfaticos possa envolver quer a invaséo dos linfaticos peritumorais, quer a

dos linfaticos intratumorais.

1.4 Risco e padrbes de metastizacao ganglionar cervical

O risco de metastizacdo ganglionar cervical no CPC das vias aerodigestivas
superiores (VADS) depende reconhecidamente de varios factores do tumor
primario - localiza¢do, tamanho e estadio - para além de outros factores tumorais
intrinsecos. O risco aumenta progressivamente do labio para a cavidade oral,
orofaringe e hipofaringe. Na cavidade oral o risco € maior para a lingua e pavimento
bucal, em relacdo por exemplo ao palato duro. Aumenta ainda em regra com o
tamanho da lesdo, bem como o seu numero e a sua fixagcdo, conforme refere
Lindberg (1972) no trabalho talvez mais citado nesta matéria.

De qualquer modo a presengca de metastases cervicais na altura do
diagnostico do CPC oral é considerado o indicador mais importante para a recidiva

local e/ou metastizacao a distancia (Ferlito et al. 2002).
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A disseminacdo metastética do CPC oral e em geral das VADS decorre de
forma sequencial e previsivel (Shah e Patel 2003) definindo-se grupos selectivos de
risco a nivel dos ganglios cervicais para cada localizacdo do tumor primario, cuja
definicdo se torna pois fundamental para a actuacao terapéutica cirargica (figura 2).

Assim, para os CPC da cavidade oral os ganglios com maior risco de
metastizacdo sdo os das areas ganglionares |, Il e lll, ou seja os ganglios contidos

no triangulo cervical supra-omoidideo.

Figura 2: Areas ganglionares cervicais. Modelo de apoio a cirurgia. IA e IB-areas
submentoniana e submandibular; [IA e IIB-area jugular interna alta e
infraparotidea; areas Ill e IV-area jugular interna média e inferior; area VA-area
do espinhal acessério e tridangulo cervical posterior; area VB-supraclavicular.
(Adaptado de TNM Staging of Head and Neck Cancer / Neck Dissection
Classification AAO/HNS 2008).

A metastizacdo para os niveis IV e V nos casos sem doenga metastatica nos
ganglios a montante € extremamente rara. Como excepc¢ao refira-se a metastizagcao
dos CPC do 1/3 médio do bordo lingual para a area ganglionar IV. Os tumores com
localizacdo mediana na cavidade oral ou que ultrapassam a linha média tém
potencial de disseminagdo metastatica cervical bilateral. Os tumores da base da

lingua tém igualmente potencial de metastizacao cervical bilateral.
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Clinicamente a determinagdo da existéncia de adenopatias metastaticas
cervicais ditas ocultas, ou seja sem expressdo no exame objectivo (o chamado
pescoco NO clinico) mas detectaveis por outros meios, como a ultrasonografia, é
uma questéo relevante no tratamento do cancro oral e tem implicagbes directas na
actuacdao terapéutica cirdrgica .

A avaliacdo quantitativa das metastases cervicais ocultas tem sido definida
em muitos trabalhos que cronologicamente tém mais de duas décadas. Marks et
al. (1985) referem para o CPC da por¢cdo movel da lingua uma percentagem de 34-
39% ; Teichgraeber e Clairmont (1984) 33% nos T1 da lingua mével, 37% nos T2 da
lingua movel, 38% nos T1 do pavimento da boca e 25% nos T2 do pavimento da
boca.

O esvaziamento cervical efectuado nos casos NO clinico pode ter apenas
intencdo diagndstica e é efectuado por n6s em regra nos carcinomas T2 da lingua
movel e com um nivel selectivo supra-omo-hioideu. Nos casos clinicamente N + o
esvaziamento cervical € mandatério, mas cerca de 20% dos casos tratados
cirurgicamente com esvaziamento cervical sdo negativos quanto a existéncia de
metastases no exame anatomo-patolégico definitivo. Todavia a possibilidade de
hiper-tratamento, tendo em conta a possivel morbilidade do acto cirdrgico, é
justificadamente aceitdvel dada a gravidade prognostica da existéncia de
adenopatias metastaticas cervicais. Neste sentido a nossa opinido é de que a
atitude de “esperar e vigiar” € correcta apenas no contexto de tumores T1 e de
baixo risco. O limiar de deteccdo das metastases cervicais, associado ao facto de
2/3 das metastases terem diametro inferior a 1cm de diametro e 1/3 serem mais
pequenas do que 3 mm (Don et al. 1995, Buckley et al. 2000), constituem
importantes limitacbes que tém conduzido a procura de parametros adicionais de
prognastico.

Dentre estes, os factores histopatolégicos definidos no proprio tumor
(tipo histopatoldgico, localizagdo, tamanho, espessura, grau de diferenciacao,
padrdo de invasdo, resposta inflamatéria do hospedeiro, invasdo perineural e
angioinvasao e ainda invasao 0ssea) poderao ter significado progndstico.

A metastizacdo para os niveis IV e V nos casos sem doenca metastatica nos

ganglios a montante € extremamente rara. Como excepcao refira-se a metastizagéo
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dos CPC do 1/3 médio do bordo lingual para a &rea ganglionar IV. Os tumores com
localizacdo mediana na cavidade oral ou que ultrapassam a linha média tém
potencial de disseminacdo metastatica cervical bilateral. Os tumores da base da
lingua tém igualmente potencial de metastizacao cervical bilateral.

Clinicamente a determinagdo da existéncia de adenopatias metastaticas
cervicais ditas ocultas, ou seja sem expressdo no exame objectivo (o chamado
pescoco NO clinico) mas detectaveis por outros meios, como a ultrasonografia, €
uma gquestao relevante no tratamento do cancro oral e tem implicacdes directas na
actuacdao terapéutica cirdrgica .

A avaliagdo quantitativa das metastases cervicais ocultas tem sido definida
em muitos trabalhos que cronologicamente tém mais de duas décadas. Marks et
al. (1985) referem para o CPC da por¢cdo movel da lingua uma percentagem de 34-
39% ; Teichgraeber e Clairmont (1984) 33% nos T1 da lingua mével, 37% nos T2 da
lingua movel, 38% nos T1 do pavimento da boca e 25% nos T2 do pavimento da
boca.

O esvaziamento cervical efectuado nos casos NO clinico pode ter apenas
intencdo diagndstica e é efectuado por n6s em regra nos carcinomas T2 da lingua
movel e com um nivel selectivo supra-omo-hioideu. Nos casos clinicamente N + o
esvaziamento cervical € mandatério, mas cerca de 20% dos casos tratados
cirurgicamente com esvaziamento cervical sdo negativos quanto a existéncia de
metastases no exame anatomo-patolégico definitivo. Todavia a possibilidade de
hiper-tratamento, tendo em conta a possivel morbilidade do acto cirdrgico, é
justificadamente aceitdvel dada a gravidade prognostica da existéncia de
adenopatias metastaticas cervicais. Neste sentido a nossa opinido € de que a
atitude de “esperar e vigiar’ € correcta apenas no contexto de tumores T1 e de
baixo risco. O limiar de deteccdo das metastases cervicais, associado ao facto de
2/3 das metastases terem diametro inferior a 1cm de didmetro e 1/3 serem mais
pequenas do que 3 mm (Don et al. 1995, Buckley et al. 2000), constituem
importantes limitacbes que tém conduzido a procura de parametros adicionais de
prognastico.

Dentre estes, os factores histopatolégicos definidos no préprio tumor

(tipo histopatoldgico, localizagdo, tamanho, espessura, grau de diferenciacao,
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padrdo de invasdo, resposta inflamatéria do hospedeiro, invasdo perineural e

angioinvasao e ainda invasao 0ssea) poderao ter significado prognaostico.

1.5 Estadiamento TNM

O estadiamento dos tumores malignos e do cancro oral em particular € um
método cientifico fundamental para a sistematizacdo do seu estudo clinico. De h&
muito que € efectuado com base no sistema classificativo TNM, originalmente
desenvolvido por Pierre Denoix entre 1943 e 1952 e acordado como técnica geral
de classificacdo em 1953 pelo Comité da Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) . Entre 1958 e 1968 foram efectuadas varias revisdes desse sistema, apos
0 que foi publicado o Livre de Poche com as propostas de classificacdo para cada
localizacdo anatémica. Depois de varias edicBes, foi publicado em 1993 o
Suplemento de Classificagdo TNM que promovia o uso uniforme do sistema, com
varios exemplos praticos e em 1995 foi publicado o suplemento Factores
Progndésticos do Cancro, com os factores de progndstico anatomicos e nao
anatémicos para cada localizagéo, tendo sido publicada uma segunda edicdo deste
suplemento em 2001.

O sistema classificativo TNM é essencialmente anatomico e consagra uma
razoavel uniformizacdo dos critérios de estadiamento, partindo do principio geral de
gue os estadios menos avancados tém melhor progndéstico e que, inversamente, 0s
estadios mais avancados tém um pior prognéstico. Torna-se pois necessario obter
uma concordancia no registo inicial da extensédo da doenca oncologica para facilitar
0s registos e a informacdo relacionada com os mesmos, e possibilitar ainda
eventuais estudos comparativos dos resultados das terapéuticas e obter indicactes
guanto ao prognostico da doenca.

Para descrever a extensdo anatdmica da doenca oncologica o sistema TNM
baseia-se na avaliacdo de trés parametros:- T (extensdo do tumor primario na sua
maior dimensao), N (envolvimento ou ndo dos ganglios linfaticos regionais por
implantacdo metastatica) e M (existéncia ou ndo de metastizacdo a distancia). Esta

avaliacdo desdobra-se em duas fases: primeiro uma fase clinica, baseada na
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evidéncia adquirida antes do tratamento e depois uma fase patologica, que
suplementa a evidéncia anterior com a adquirida apés tratamento, nomeadamente
apos o tratamento cirdargico das lesfes e através do exame anatomo-patologico das
mesmas. Da conjugacdo destes parametros resulta o agrupamento em quatro
estadios, de | a IV, sendo que o estadiamento clinico € essencial para seleccionar e
avaliar a terapéutica e o estadiamento patolégico para determinar o progndéstico e
estudar os resultados finais.

O agrupamento em estadios resultou do reconhecimento do facto de que em
geral a sobrevivéncia dos doentes com tumores de menor dimensdo e nédo
disseminados era geralmente maior do que a dos doentes com tumores de maior
dimenséo e/ou disseminados. Esta observacdo simplista hdo considera no entanto
factores que hoje se sabe serem de grande importancia , como por exemplo os que
se relacionam com as caracteristicas do préprio tumor ou as interaccées do tumor
com o hospedeiro. Tal como referem Piccirillo et al. (2003) , ndo foi na verdade
efectuada nenhuma analise prospectiva multivariada deste agrupamento que
permita avaliar o impacto relativo dos parametros T, N e M no prognéstico de
sobrevivéncia.

Possui portanto reconhecidas limitagbes que se agravam pelo facto de ser
muito dificil a introducdo no sistema de variaveis adicionais, homeadamente as
relacionadas com as caracteristicas histopatoldégicas do préprio tumor. Neste
sentido varias ideias foram sugeridas, nomeadamente quanto a referéncia a
espessura do tumor, apresentada pelo Grupo Austro-Suico-Germanico (DOSAK)
para o Estudo dos Tumores da area maxilofacial em 1999 e baseada num extenso
estudo retrospectivo de 1532 casos de cancro oral (Howaldt et al. 1999). Para
além disso, baseia-se apenas na premissa de que 0s tumores malignos com a
mesma histologia localizados no mesmo sitio anatomico tém os mesmos padrdes
de invasdo, 0 mesmo risco de metastizacdo e o mesmo prognoéstico quando os
dados séo estratificados em categorias T, N e M (Kowalski et al. 2005, Jermal et
al. 2004, Carew et al. 1998, Mao et al. 2004, Schuller et al . 2002, Pignon et al.
2000) .

O estadiamento clinico baseado apenas no exame objectivo, quer quanto a

dimenséo do tumor, quer sobretudo quanto ao numero, caracteristicas e localizacéo
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dos géanglios linfaticos cervicais, é agora correntemente complementado com
exames como TAC, RMN e ultrassonografia, esta associada a citologia aspirativa
eco-guiada, o que permite uma maior acuidade diagnostica e nalguns casos um re-
estadiamento e migracdo para estadio superior. Este re-estadiamento poderia
traduzir-se por uma melhoria da sobrevivéncia para todos os estadios clinicos,
situagao designada por “Fendmeno Will Rogers” (Feinstein et al. 1985 e Christensen
2003) tendo em conta que muitos casos sub-estadiados poderiam ter uma evolucéo

mais favoravel.
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2. FACTORES HISTOMORFOLOGICOS TUMORAIS
DE PROGNOSTICO - ESTADO ACTUAL DO PROBLEMA

Como referem Kowalski e Carvalho (2006) a actual classificacdo de
estadiamento do cancro da cabeca e pescoco baseia-se apenas no pressuposto de
gue os tumores malignos com a mesma histologia e com a mesma localizacao
anatémica tém padrbes semelhantes de invasdo, risco de metastizacdo e
prognodstico, quando os dados séo estratificados nas categorias TNM, existindo
um consenso virtual na literatura quanto ao facto de a localizagdo do tumor, o seu
estadio e ainda a presenca de adenopatias metastaticas cervicais na altura do
diagnéstico (Kalnins et al. 1977, Alvi e Johnson 1996, Ferlito et al. 2001, Sano e
Myers 2007) serem os principais factores de progndstico. Os protocolos de
decisédo terapéutica sdo geralmente baseados na localizagdo do tumor, na sua
histologia, extensédo anatomica TNM e na experiéncia da instituicao.

A propria classificacdo TNM tem varias insuficiéncias no que respeita por
exemplo ao tamanho do tumor (T) medido no seu maior diametro: muitos tumores
com maior crescimento em superficie tém menor invasividade profunda e,
inversamente, tumores pouco extensos superficialmente possuem um significativo
crescimento em profundidade . Por outro lado o estadio T2 abrange um conjunto
elevado de tumores com dimensao superficial entre 2 e 4 cm, portanto muito
variavel e previsivelmente com progndsticos muito diferentes. O estadiamento
clinico cervical NO néo corresponde também muitas vezes a efectiva realidade da
metastizacao ganglionar cervical, apesar do refinamento diagndstico que se obteve
com a ultrasonografia por vezes associada a pungéo aspirativa ecoguiada.

Refere-se até recentemente uma taxa elevada de metastases cervicais
ocultas (Kademani 2007, Bilde et al. 2008) que se pode atribuir a limitagcdes de
natureza tecnoldgica. A disseminagdo metastatica linfatica cervical no cancro oral
ocorre independentemente do tamanho do tumor e deste modo, como também

referem Sano e Myers (2007), pequenos tumores podem determinar o
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aparecimento de metéstases enquanto que tumores de maior dimensdo o nao
fazem. Dai a importancia que poderd assumir a definicAo de outros factores
preditores da evolucao biolégica do tumor.

Na verdade ha um vasto conjunto de evidéncia clinica e de investigacao
gue aponta para a necessidade de valorizar outros aspectos relevantes na
avaliacao clinico-patologica dos tumores, designadamente aqueles que se referem

as suas caracteristicas histomorfolégicas e moleculares.

2.1 Frente invasiva tumoral — padréo de invasdo e sua avaliacao prognostica

A avaliacdo prognostica do CPC oral tem manifesta importancia, em
particular quando se consideram os tumores em estadios precoces (I e Il), dado
serem estes 0s casos que tém maior possibilidade de cura clinica. De entre estes,
todavia, existem alguns que vém a revelar-se mais agressivos do ponto de vista da
progressao tumoral e menos favoraveis quanto ao prognaostico.

Por outro lado reconhece-se desde ha muito que o grau histolégico do CPC
oral tem valor progndstico, embora e na pratica nunca tenha sido incorporado no
planeamento terapéutico destes doentes, pelo menos fase de tratamento primario.
Assim, a avaliacdo histopatolégica do tumor e o estabelecimento de sistemas de
graduacéo de malignidade parece ser um objectivo importante .

A graduacdo gquantitativa do cancro comecou com o desenvolvimento por
Broders a partir de 1920 de um sistema reprodutivel e abrangente para definir a
diferenciacdo tumoral. Quando Broders publicou as suas primeiras observacdes
sobre a correlacao entre o aspecto histomorfologico e a graduacéo de malignidade
0 conceito patolégico prevalecente era o de que a malignidade constituia uma
propriedade intrinseca da célula proliferante e a “modulagdo” da malignidade
parecia relacionar-se com os mecanismos de defesa do “hospedeiro” (Ortega et al.
1998).

Este sistema classificativo de Broders, inicialmente aplicado ao CPC do

labio, considerava a diferenciacdo como um processo capaz de reduzir e até anular
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a capacidade proliferativa das células tumorais e propunha quatro graus baseados
na proporcdo do tumor semelhante ao epitélio pavimentoso normal, sendo a
diferenciacao tanto maior quanto maior a semelhanca.

Mais tarde, em trabalhos subsequentes, precisou a finalidade quantificativa
deste sistema definindo a percentagem de células diferenciadas e indiferenciadas
para cada grau. No entanto carecia de critérios morfolégicos para as distinguir.
Apesar do seu caracter inovador possuia entre outras limitagcdes a contagem real
das células, método impraticavel, que na pratica é substituido pela impresséao geral
da diferenciagdo do tumor. Mas o seu valor prognostico manteve-se, sendo
introduzidas algumas modificacbes, como a simplificacdo para trés graus de
diferenciacdo, a qual aparece consagrada em 1972 na publicacdo da OMS
“Histological typing of oral and oropharyngeal tumors®.

Nesta avaliacdo da diferenciacdo tumoral incluem-se parametros como o
grau de queratinizagdo, as relagbes intercelulares, o pleiomorfismo nuclear e o
namero de mitoses.

Numa série de estudos subsequentes foi estabelecida uma relacdo entre os
graus de diferenciacao e ainda outros parametros com o prognostico no CPC do
labio (Wurman et al. 1975), palato (Enneroth et al. 1972), cavidade oral e
orofaringe (Close et al. 1987), lingua (Holm et al. 1982) e cabeca e pescogo no seu
conjunto (Zoller et al. 1978).

No entanto, conforme referem Anneroth, Batsakis e Luna (1987) verificou--
se uma falta de correlagdo entre o grau de diferenciacdo e o prognéstico, sendo
uma das razdes principais para tal o facto de os carcinomas pavimentocelulares
exibirem uma populacdo celular heterogénea com diferencas no grau de
diferenciacdo, o que pode determinar diferengas no seu comportamento invasivo e
metastatico.

Para sistematizar a avaliagdo histopatoldégica dos tumores da cabeca e
pescoco e obter uma avaliagdo mais precisa do seu potencial de crescimento,
Jakobsson e colaboradores, do Departamento de Patologia Tumoral do Instituto
Karolinska de Estocolmo desenvolveram (1972) um sistema multifactorial de

graduacgéo de malignidade semi-quantitativo.
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Este sistema considerava ndo s6 uma andlise da populagédo celular do

carcinoma (parametros morfolégicos da “estrutura”, “ tendéncia a queratinizagcao”,
“ aberragdes nucleares ” e “ numero de mitoses”) mas também uma avaliagdo da
relagdo tumor - hospedeiro ( modo de invasado”, “grau ou estadio da invaséo”,
‘invasdo vascular” e “grau de infiltragdo linfoplasmocitaria®) conceito que nao
sendo totalmente inovador, pois ja havia sido expresso por Enneroth et al. em
1972, mostrou possuir grande importancia clinico-patolégica. Num estudo
extensivo do carcinoma glético tratado com radioterapia exclusiva, Jakobsson
(Tese 1973) demonstrou a validade deste sistema de graduacdo multifactorial. Os
seus resultados mostraram uma correlacdo estatisticamente significativa entre o
seu sistema de graduacdo de malignidade, a recidiva tumoral e as taxas de
sobrevivéncia. Os mais importante factores preditores encontrados para a
sobrevivéncia aos 5 anos, com ou sem recidiva, foram o pleiomorfismo nuclear da
populacao celular tumoral, o modo de invaséo na relagdo tumor- hospedeiro e o
valor total do indice.

Todavia, enquanto alguns Autores correlacionaram positivamente estes
sistemas de graduacao histologica de malignidade com a frequéncia de recidivas, o
prognadstico e a evolugao clinica da doenca, outros ndo encontraram uma relacao
significativa (Lund et al. 1975, Helweg-Larsen et al. 1978). Ainda Anneroth (1987)
aponta como possivel causa para esta variabilidade a falta de controle de factores
experimentais clinicos e histolégicos, sugerindo que é critico estabelecer um
acordo quanto aos critérios que devem ser aplicados no sistema classificativo.

No entanto o conceito de um score quantitativo para avaliar a graduagao
tumoral manteve-se. O sistema de Jakobsson foi depois modificado por Anneroth e
Hansen (1984) que pretenderam tornar os critérios morfologicos mais precisos
embora simplificados. Um dos parametros, a invasao vascular, foi omitido.

A validade clinica da versdo modificada da classificacdo foi testada, tendo
sido encontrada uma correlagcdo estatisticamente significativa entre os scores
meédios totais de malignidade e o estadio clinico, frequéncia de recidivas e morte
determinada pelo carcinoma oral primario .

Crissman et al. (1980) modificaram o sistema de Jakobsson em duas fases.

Incluiram uma escala diferente para a “ invasao vascular “ e reuniram “ estrutura” e
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“ forma de invasdo” num unico parametro - o “padrao de invasao”. Consideraram
gue o melhor método de determinacédo do grau tumoral com vista a previsao do
comportamento biolégico do tumor e deste modo revestir interesse clinico seria
valorizar os parametros histologicos que tivessem demonstrado possuir valor
prognadstico, alguns menos frequentemente utilizados, como o padrdo de invasao e
a frequéncia de mitoses. Assim utilizaram estes como critérios major e o grau de
queratinizacdo e o pleiomorfismo nuclear como critérios minor. O novo parametro
“‘padrao de invasao” foi considerado como expressdao da capacidade da coesao
celular do tumor em manter a populacao celular unida assim como a relagcédo das
células tumorais invasivas e o estroma do hospedeiro. Definiram assim neoplasias
coesivas “diferenciadas” com margens bem definidas e compressivas, e neoplasias

“

nao-coesivas menos diferenciadas” infiltrativas com agregados celulares
pequenos e irregulares ou células isoladas. Numa segunda modificagdo Crissman
et al. (1984) omitiram o “ estadio de invasdo” uma vez que este era considerado
sempre invasivo nos carcinomas avancados. De forma conclusiva os resultados de
Crissman et al. (1984) mostraram que o parametro “ padréo de invasao” era a mais
importante variavel histolégica isolada, no estabelecimento do progndstico de
sobrevivéncia.

Os sistemas de graduacdo histologica de malignidade com finalidade
progndstica concentraram-se progressivamente no grau (ou score) de malignidade,
reduzindo progressivamente e tanto quanto possivel outros factores.

Deve porém referir-se que todos os sistemas baseados no de Jakobsson
e suas modificacbes consideram os diferentes parametros como tendo igual
importancia na avaliacdo do grau de malignidade, mas as caracteristicas
histomorfologicas ndo sédo de importancia equivalente apesar de poderem ter o
mesmo grau numerico. Tal facto é uma limitag&o intrinseca destes sistemas.

Anneroth, Batsakis e Luna propuseram em 1987 um novo sistema de
graduacdo que considera duas vertentes de analise classificativa: a caracterizacao
da populacéo celular tumoral e a relacao tumor-hospedeiro.

Na andlise da populacdo celular tumoral sdo considerados o grau de
queratinizacdo, o pleiomorfismo nuclear e o nimero de mitoses. Estes Autores

consideram que a caracteristica “ estrutura® do tumor, ou seja, a capacidade de

74



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

coesdo da populagado celular tumoral, seja incluida no parametro “ padrdo de
invasao”.

Na analise da relacdo tumor-hospedeiro sao considerados o “padrao de
invasao”, o “estadio da invasao” e a ‘infiltracdo linfoplasmocitaria”. O critério “
modo de invasao” foi omitido uma vez que foi considerado ser largamente
sobreposto ao parametro “ padrao” ou “ estrutura” da populagao celular tumoral e
ainda por ser em muitos casos dificil de aplicar e ser dependente de outros
factores. De igual modo o critério “invasao vascular”, originalmente usado por
Jakobsson (1973) foi também omitido nesta classificagdo dada a incapacidade de
se definir e reconhecer esse tipo de invasdo com um grau de certeza razoavel,
admitindo estes Autores que possa ser incluido num sistema de graduagcédo quando
0 material a examinar seja fixado de forma adequada.

O parametro “ padréo de invasado” neste sistema de graduacéo considera 4
graus:

Grau 1 -tumores com limites compressivos e bem delimitados;

Grau 2 -tumores com corddes solidos infiltativos e bandas;

Grau 3 - tumores com grupos pequenos de células ou finos corddes
infiltrativos, sendo o numero de células em cada grupo néo inferior a 15;

Grau 4 - tumores com invasao celular difusa e intensa por células isoladas
ou em pequenos grupos de células em nimero ndo superior a 15.

O parametro “estadio de invasédo” pretende definir a profundidade da
invasdo tumoral. Os tumores com carcinoma in situ e/ou invasdo duvidosa séo
considerados de grau 1. A invasdo inquestionavel envolvendo apenas a lamina
prépria € reconhecida como grau 2 e a invasao abaixo da lamina propria nalgumas
areas adjacente a musculo e glandula salivar, como grau 3. O grau 4 é atribuido
guando ha invasdo extensa e profunda das células tumorais nas camadas
celulares musculares substituindo muito do tecido estromal. Também é
considerada grau 4 a invasao através do periésteo para o osso mandibular.

O parametro “infiltragao linfoplasmocitaria” € considerado reflectir a reaccéo
imunologica ao tumor. O infiltrado inflamatério pode também ser a expressao
morfolégica de uma reaccédo inflamatoria, por exemplo devida a ulcera¢do, como

referem Anneroth et al. (1987). Nos casos avancados com ulceracdo extensa pode
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haver dificuldade na avaliacdo deste parametro, devendo entéo ser feita longe da
ulceracdo, de preferéncia no estroma adjacente a frente invasiva do tumor. A
infiltrac&o linfoplasmocitaria € considerada de grau 1 quando marcada, de grau 2
guando moderada, de grau 3 quando ligeira e de grau 4 quando nula.

Bryne (1989, 1991, 1992) introduziu o conceito de que as caracteristicas
celulares na frente invasiva tumoral bem como a relacdo tumor-hospedeiro a este
nivel poderiam fornecer uma melhor informacdo progndstica sobre o tumor,
encontrou suporte em trabalhos que afirmavam o significado progndstico
independente da graduacgdo da FIT na recidiva e na metastizacéo.

A observacdo de que as células tumorais na parte mais invasiva dos
tumores malignos diferiam substancialmente das células na parte central ou mais
superficial do tumor ja existia anteriormente. Nicolson (1986) referiu que as células
das zonas mais profundamente invasivas do tumor podem exibir alteracbes mais
semelhantes as das suas metastases do que as células das areas de menor
invasividade. Sugeriu ainda que 0s carcinomas sdo compostos por diversas
populacdes celulares, heterogéneas quanto a uma larga série de caracteristicas.
Algumas células dentro de um determinado tumor teriam provavelmente a
capacidade de metastizar, sendo possivel que as alteracbes nas subpopulacdes
celulares metastaticas determinem essa importante caracteristica biolégica dos
tumores malignos.

Embora ndo tenha sido possivel identificar com precisao as subpopula¢des
celulares metastaticas (Hill 1987), sabe-se que o padrdo histologico dos tumores
estd muito frequentemente relacionado com o0 comportamento metastatico das
células tumorais (Nicolson 1986). As células menos diferenciadas tém maior
probabilidade de metastizar do que as células altamente diferenciadas, conforme
observa Bryne (1989). Estando a metastizacdo altamente correlacionada com a
sobrevivéncia, a graduacao histopatolégica dos tumores tem sido usada de forma
consistente para predizer a evolugcdo dos tumores, embora com valor prognostico
variavel.

O sistema de graduacao histologica de malignidade da FIT proposto por
Bryne analisa apenas as zonas mais invasivas do tumor, considerando quatro

parametros:
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I.  Grau de queratinizacao:
1 - muito queratinizado
2 - moderadamente queratinizado
3 - minimamente queratinizado
4 - ndo queratinizado
II.  Pleiomorfismo nuclear:
1 - pouco pleiomorfismo nuclear
2 - moderadamente abundante pleiomorfismo nuclear
3 - abundante pleiomorfismo nuclear
4 - extremo pleiomorfismo nuclear
[ll. Padréo de invasao:
1 - frente bem delineada e compressiva (Figura 3)
2 - margem infiltrativa com corddes grossos e solidos de
células tumorais (Figura 4)
3 - pequenos grupos de células infiltrativas ou corddes finos
de células tumorais (em n° superior a 15) — Figura 5
4 - dissociacao celular marcada em pequenos grupos
el/ou células isoladas (em n° inferior a 15) — Figura 6
IV.  Resposta do hospedeiro — infiltracao linfoplasmocitaria
1- marcada
2- moderada
3- ligeira
4- nula
A contagem do numero de mitoses foi excluida na ultima revisdo do
sistema, em 1992, por dificuldade de padronizacdo, mantendo-se o valor

progndstico e melhorando ligeiramente a reprodutibilidade.
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1999, Welkoborsky et al. 1995 e 1999). Spiro (1998) encontrou, numa série de
150 doentes com CPC da lingua operados, e aplicando o sistema classificativo do
padrdo invasivo de Bryne, uma maior incidéncia de metastases e um pior

prognastico nos casos com padrao de grau 3 e 4.

Figura 4: Padrdo de invasdo tipo 2. Margens
infiltrativas com cord@es grossos e soélidos de células
tumorais. A)x100, B)x200 (coloracdo Hematoxilina&
Eosina).
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Sawair et al. (2003) e Kurokawa et al. (2005) encontraram também uma
correlacdo entre o tipo de invasdo na frente invasiva e a metastizacao regional do
CPC oral.

Concluiu-se assim que a graduacdo da FIT €, na maioria dos casos,

superior a tradicional graduacgédo histopatoldgica.

Figura 5: Padrdo de invasdo tipo 3. Grupos de
células ou cordBes de células tumorais infiltrantes.
A) x100, B) x200 (coloracdo Hematoxilina & Eosina).
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Figura 6: Padrdo de invasdo tipo 4. Marcada
dissociagdo celular, em pequenos grupos, ou até
em células tumorais isoladas. A) x100, B) x200
(coloracdo Hematoxilina& Eosina).

Este sistema de graduacdo demonstrou também ter uma aceitavel
reprodutibilidade intra e inter-observadores, antes e apés calibracdo por diferentes
patologistas (Bryne et al. 1992, Odell et al. 1994 , Welkoborsky et al. 1995) sendo
porventura de execucdo mais rapida do que outros sistemas, por incidir apenas

numa zona especifica do tumor.
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As diferencas de valor prognostico de cada parametro considerado
individualmente sdo dependentes do local do tumor, do seu estadio e do
observador. No entanto a maior parte dos estudos publicados apontam para o
padréo de invasdo como o factor de prognéstico mais importante e o pleiomorfismo
como o menos importante (Yamamoto et al. 1983 e Odell et al.

1994).

Das quatro variaveis histologicas, s6 o grau de queratinizacdo e em
particular o padrdo de invasao mostraram ter significado em analise multivariada.
Ambas revelaram ser melhores indicadores de progndstico do que o score total.

Estes parametros histopatoldgicos de invasdo adquirem agora uma
dimensédo mais aprofundada a luz dos novos conhecimentos sobre os mecanismos
celulares e vias moleculares de progressao tumoral.

Como refere Wernert (1997), a malignidade tumoral é um estado que
emerge da relagdo tumor / microambiente do hospedeiro e no qual o hospedeiro
participa na inducédo, seleccéo e expansao das células tumorais malignas.

Estas promovem a vascularizacdo e o estroma através da producdo e
secrecdo de factores estimuladores do crescimento e de citoquinas. Por seu lado,
0 microambiente activado do hospedeiro (quer os elementos celulares, quer os
extracelulares) modifica o comportamento proliferativo e invasivo das células
tumorais (Vaccariello et al. 1999, Aboseif 82 et al. 1999). Também Bankfalvi e
Piffkd (2000) sublinham que as interac¢Bes entre o estroma e as células tumorais
na FIT parecem ter um papel significativo na modulagcdo da progressao tumoral
pelo que a informacdo sobre as alteracdes das células estromais especificas
podem constituir indices progndsticos independentes.

O processo de relacdo entre o epitélio e o mesénquima €, em condicdes
normais, interactivo e sabe-se que durante ele alteracdes do estroma podem
induzir uma transformacédo epitelial. Na verdade j& h&4 mais de trinta anos que foi
demonstrada a importancia dessas interac¢cfes ndo apenas na morfogénese
epitelial durante o desenvolvimento embrionario, mas também na diferenciacéao e
manutencao do epitélio oral adulto. Trabalhos susequentes utilizando sistemas de
células de cultura organotipicas mais definidos permitiram identificar um papel

importante dos fibroblastos na morfogénese de epitélio oral reconstituido in vitro
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(lgarashi et al. 2003) revelando ser necessarios e suficientes para uma
diferenciacao epitelial oral 6ptima.

Duas hipdteses foram propostas para explicar a influéncia do tecido
conjuntivo nas células epiteliais: o tecido conjuntivo fornece um substrato fisico
para a ligacdo e orientagdo dos queratinocitos basais; as células conjuntivas
sintetizam proteinas difusiveis que influenciam quer o crescimento, quer a
diferenciacdo das células epiteliais (cf. Costea , tese 2005). A primeira hipotese €
sustentada por trabalhos que mostram que o crescimento de um epitélio oral
completamente diferenciado pode ser conseguido na auséncia de fibroblastos se
os geles de colagénio simples tipo | forem cobertos com colagénio 1V e laminina.
No entanto outros trabalhos mostraram que ndo é necessario um contacto directo
entre 0s queratindcitos e o tecido conjuntivo para uma diferenciacao epitelial
completa, tendo sido identificados factores difusiveis sintetizados pelos fibroblastos
indutores exclusivos da morfogénese epitelial (EI Ghalbzouri e Ponec 2004). O
crescimento e diferenciacdo dos queratindcitos da pele foi totalmente recuperado
por factores difusiveis sintetizados pelos fibroblastos quando co-cultivados com
gueratindcitos, mas nao por factores difusiveis sintetizados por fibroblastos
cultivados em monocamada. Esta observacdo sugere que os fibroblastos
influenciam os queratindcitos suprajacentes e que 0s queratindcitos influenciam os
fibroblastos subjacentes, existindo portanto uma interac¢cdo continua entre os dois
tipos de células.

Esta interaccdo envolve, ao nivel da pele, um duplo mecanismo regulador
paracrino: a interleucina—1 sintetizada pelos queratindcitos estimula a proliferacao
dos fibroblastos e a sintese do factor de crescimento dos queratindcitos (KGF) o
gual por sua vez actua sobre os queratindcitos, estimulando a sua proliferacéo e a
sintese de interleucina -1 (Maas — Szabowski et al. 2001) .

Porém no epitélio oral os mecanismos de controlo do crescimento e
diferenciacao epitelial sao diferentes dos da pele. Os fibroblastos orais sdo mais
activos na producao de KGF do que os da pele (Gron et al. 2002, Okazaki et al.
2002) e parecem possuir mecanismos adicionais de sintese de KGF e de factor
estimulador de colénias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) — Costea, 2005 —

gue modulam a diferenciagédo do epitélio oral humano reconstituido.
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De qualquer forma € hoje geralmente aceite que os fibroblastos
desempenham um papel fundamental na organizacéo, crescimento e diferenciacao
do epitélio oral do adulto, embora os factores envolvidos na diferenciacao epitelial
oral sejam ainda pouco conhecidos.

A progressiva compreensdao molecular dos mecanismos de adesdo que
regulam a migracdo e invasdo pelas células do CPC oral (complexo processo
sequencial que inclui a motilidade celular induzida por factores de crescimento,
interaccdes das macromoléculas da MEC com 0s seus receptores e a elaboracao
de enzimas de degradagdo da matriz) tem permitido interpretar de forma mais
clara muitos aspectos que tinham inicialmente apenas expressao histomorfolégica,
como € o caso da propria FIT.

Assim o conhecimento das alteracdes especificas da membrana basal (MB)
no decurso do processo de invasdo local do CPC torna-se importante para um
entendimento integrado desse processo, para 0 estabelecimento de possiveis
correlacdes clinico-patologicas e para o prognostico .

A membrana basal do epitélio, ou lamina basal, constitui um dos exemplos
das matrizes pericelulares. Este compartimento pericelular estd fundamentalmente
envolvido em processos de modulacdo do comportamento celular, nomeadamente
fendmenos de adesédo, migracéo, proliferacao/apoptose e diferenciacédo celular (op
citt Cidaddo e Rodrigo 1999). Deve referir-se que existe uma grande
heterogeneidade nas laminas basais devida a variabilidade da generalidade das
moléculas da MEC, de que € exemplo o colagénio IV.

Dentre os multiplos componentes da MEC - colagénios, sistema elastico,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos e ainda as proteinas multifuncionais —
destacam-se estas ultimas nao so pela sua capacidade de interaccéo entre si, com
outras moléculas extracelulares e com receptores celulares, mas também pelo seu
papel estrutural e ainda pelas suas funcdes adesivas de interaccdo com 0S Seus
substratos (laminina e fibronectina) ou fun¢des antiadesivas (tenascina,
trombospondina). As interaccdes que se estabelecem entre estas proteinas
multifuncionais e as células sdo quase sempre mediadas por receptores de

superficie celular denominados integrinas.
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As duas principais redes de macromoléculas na MB sao constituidas por
lamininas e colagénio tipo IV as quais se juntam outras moléculas da MB que
formam conjuntos supramoleculares definidos interagindo umas com as outras.

Nas lesBes malignas a MB apresenta muitas alteracdes morfologicas, que
vao desde a acumulagdo anormal de macromoléculas até a sua total auséncia.

Considera-se hoje em dia que a MB é uma estrutura dindmica e néo estatica
gue se remodela continuamente pela ruptura e sintese da glicoproteina, processos
gue ocorrem na inflamacéo e reparacéo tissular normal, mas que nao se verificam
se existirem células tumorais. Na verdade no decurso da invasdo tumoral a sintese
da glicoproteina na MB é muito mais lenta e desorganizada originando perdas
permanentes de continuidade, como referem Kannan et al. (1994).

A degradacao da MEC é condicdo necesséria para a migracao das células
tumorais. Esse processo de degradacdo ocorre quer em condi¢cles fisioldgicas,
guer em condicBes patoldgicas e é regulado a diversos niveis.

Foram identificados por IHQ e microscopia electrénica diversos tipos de
alteracbes estruturais da MB tais como descontinuidades, duplicacéo,
espessamento e marcacao intensa ou ausente (Jiang et al. 1993, Wilson et al.
1993).

Mas as descricfes das alteracBes especificas da invasao epitelial nos
varios componentes da MB sdo poucas e na maior parte dos casos qualitativas,
tais como a marcagdo mais intensa da laminina e a marcagdo descontinua do
colagénio tipo IV e as alteracBes na marcacao das glicoproteinas trombospondina
e tenascina (Wong et al. 1992, Howeedy et al. 1990). Kannan et al. (1994)
referem ainda alteracbes em trés proteinas da MB — colagénio IV, laminina e
fibronectina — na mucosa oral tumoral. A expressédo de colagénio IV e laminina
mostrou uma correlacéo inversa entre a intensidade de marcacao, a espessura do
tumor e a continuidade da MB em varios estadios da progresséo tumoral, sendo
mais fina e fracamente marcada nos casos de CPC do que nos casos de mucosa
oral normal. Por outro lado existe a evidéncia de que a expressao de laminina se
relaciona mais com a maior ou menor diferenciacdo do tumor do que com o0 seu
grau clinico (Firth e Reade 1996). De resto esta observacdo ja havia sido

documentada por diversos AA e também estatisticamente definida por Kumagai et
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al. (1994) que relacionou o grau de perda da MB com o grau de diferenciacdo das
células tumorais, mas ndo com o tamanho do tumor. Encontrou ainda uma relacao
muito significativa com o modo de invasdo tumoral e ainda com a incidéncia de
metastases cervicais. Os tumores com uma frente invasiva bem definida
exprimiam uma MB intacta e pelo contrario os tumores com uma frente invasiva
difusa, ou discoesiva, exprimiam perdas importantes de componentes da MB e
tinham ainda uma alta incidéncia de metastizacdo cervical. Esta correlacdo do
padrdo de marcacdao da MB com o padréao de invaséo do tumor foi também referido
por Hirota et al. (1990) e Harada et al. (1994).

De igual modo foi descrita a perda mais frequente de componentes da MB
na FIT do que nas areas mais centrais ou superficiais do tumor.

E reconhecido ainda que as perdas de continuidade da MB se devem n&o
s6 a degradacdo proteolitica enzimética activa como também a diminuicdo da
producdo ou deficiente combinacdo dos respectivos componentes. Harada et al.
(1994) no mesmo trabalho referem ainda um dado que se considera muito
significativo para a compreensdo dos mecanismos de metastizacao cervical do
cancro oral — o padréo de laminina, colagénio tipo IV e do proteoglicano sulfato de
heparano na FIT dos CPCs orais primarios € semelhante ao dos ganglios
linfaticos metastaticos, podendo portanto concluir-se que a populacéo celular das

areas mais profundas do tumor exprime o seu potencial invasivo e metastatico.

2.2 Actividade proliferativa tumoral

O estudo da actividade proliferativa celular, em especial na frente invasiva
tumoral, tem sido investigada de forma extensiva nos tumores da cabeca e
pescoco, designadamente no CPC da cavidade oral.

Na verdade o estudo da cinética celular, dos seus mecanismos de
regulacédo e da sua relacdo com outros factores, homedamente os factores de
crescimento celular, os oncogenes e anti-oncogenes, € muito importante sobretudo

pelo tipo de informacéo fornecida quanto ao prognostico de diversos tumores.
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Neste contexto, a utilizagdo de marcadores de proliferacdo celular, tém
adquirido importancia consideravel, apesar de possuirem validade e significado
variaveis.

Os mecanismos responsaveis pela actividade proliferativa (P) sdo a
velocidade do ciclo celular, a qual € inversamente proporcional ao tempo de
geracédo (T) por um lado e a proporcdo de células envolvidas no ciclo — a fracgéo
de crescimento (G) — por outro. A relacdo matematica entre a actividade
proliferativa, a fraccdo de crescimento e o tempo de geracdo é: P=G/T (Brugal
1995).

Uma alta actividade proliferativa pode portanto ser o resultado quer de de
uma elevada fraccéo de crescimento, quer de um tempo de geracgao curto, quer de
ambos. Dos varios métodos e marcadores de proliferacdo que tém vindo a ser
utilizados referem-se os que utilizam a incorporacdo de analogos nucledtidos
marcados, como a bromodeoxiuridina (BrdU) e a timidina marcada; a contagem de
figuras mitéticas habitualmente em 10 campos de alta ampliacdo (HPF), a
citometria de fluxo na qual a fluorescéncia dos nucleos marcados é quantificada ou
a citometria estatica que mede a densidade Optica apdés a aplicacdo de uma
coloracdo de absorcado (reac¢do de Feulgen); a imunohistoquimica dos antigénios
associados a proliferacdo, como o0 antigénio nuclear de células proliferativas
(PCNA) e o Ki-67 e finalmente os AQNORs.

O PCNA, descrito inicialmente como um antigénio nuclear presente em
células proliferantes e com aparecimento ciclico (Myiachi et al. 1978) foi depois
caracterizado como uma proteina nuclear acida funcionando como proteina auxiliar
da DNA &-polimerase , associada a replicacdo e também a reparacédo do DNA (Mc
Mormick et al. 1992). Este ultimo facto e ainda o poder ser expresso por influéncia
de factores de crescimento em células que nao estejam no ciclo celular permite
admitir que o PCNA possa ter super-expressdo em células ndo proliferantes (e
sabe-se que muitos tumores tém células com reparagcdo de DNA activa). Na
verdade alguns tumores marcam 100% de PCNA o que o torna globalmente
pouco fiavel.

O antigénio pKi-67 € uma proteina codificada por um gene do cromosoma

10 e é expresso nas fases G1, S e G2 do ciclo. A expressao antigénica aumenta
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com a progressao do ciclo, com um pico nas fases G2 e M (Sasaki et al. 1987). A
sua estrutura primaria ja foi estabelecida e sabe-se que a proteina sofre
fosforilacdo e defosforilagdo durante a mitose, é susceptivel as proteases e a sua
estrutura implica que a sua expressao seja regulada pelas vias proteoliticas. pKi-67
compartilha ainda semelhancas estruturais com outras proteinas envolvidas na
regulacéo do ciclo celular.

A regulacao de pKi-67 parece ser altamente controlada, sendo a quantidade
presente ao longo do ciclo celular estavel, provavelmente por sistemas de sintese

e regulacado muito precisos.

Apesar de se saber muito sobre a estrutura, localizag&o e regulagéo do pKi-
67, pouco se sabe sobre a funcédo da proteina. Sabe-se por exemplo que é vital
para a proliferagao celular, uma vez que a sua remocéo a inibe (Schluter et al.
1993). Parte da pKi-67 (a FHA) também é semelhante a outras proteinas que se
sabe terem um papel na regulacdo do ciclo celular, como DUN1 e RAD53
(Hofmann e Bucher 1995). No entanto a funcdo da zona FHA € ainda
desconhecida. Foram ainda sugeridos um papel na organizacdo de DNA, uma
funcdo arquitectural e estrutural dentro do nucléolo e ainda na sintese de
ribosomas durante a divisdo celular, sendo esta hiptese baseada no facto de a
expressdo de pKi-67 se correlacionar com a taxa de sintese proteica que é uma

funcao dos ribosomas (Plaat et al. 1999).

O anticorpo Ki-67 original apenas podia ser utilizado em material fresco ou
congelado, dado que a fixacdo reduzia ou impedia a imunocoloracdo. Foram
entretanto preparados outros anticorpos que reconheciam pKi-67 em tecido fixado
e montado convencionalmente, desde que submetido a irradiacdo de micro-ondas.
O mais utilizado deles € o MIB-1, que permitiu a efectivacdo de estudos
retrospectivos sobre material de arquivo e facilitou ainda os estudos prospectivos
dado ndo ser necessario material a fresco. Mais recentemente a introducdo de
novos anticorpos monoclonais, como o MIB-5 e o TEC-3, vieram permitir o
alargamento da sua utilizacdo em animais correntemente usados em laboratorio

com fins experimentais, como o ratinho.
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A validade prognéstica de Ki-67 tem sido largamente estudada, quer
isoladamente, quer em conjunto com a utilizacgdo com outros marcadores
nomeadamente PCNA e p53.

As regides de organizacdo nucleolar (NO) sdo segmentos de DNA
intimamente relacionados com nucléolos que contém genes codificantes para o
DNA ribosémico. Contribuem pois fortemente para a regulacdo da sintese proteica.
As NORs sédo argirofilas e podem ser visualizadas através de uma técnica de
coloracdo argéntica, que conduziu ao termo regifes de organizacdo nucleolar
argirofilas (AgNORS).

As determinagdes de AQNOR podem ser utilizadas para avaliar o tempo do
ciclo celular, uma vez que quanto mais curto o ciclo maior a sintese proteica por
unidade de tempo, maior a producéo de ribosomas e maior o indice de AQNOR. De
resto o indice de AgNOR correlaciona-se com o tempo de duplicacdo da populacao
celular.

O conteudo de proteinas argirofilas das chamadas regifes de organizacao
nucleolar argiréfilas (AgNORSs), juntamente com uma graduacdo histopatologica
multiparamétrica, tém sido utilizados para avaliar a actividade nucleolar,
parecendo estar directamente relacionado com o nivel de rDNa (DNA ribosémico)
e portanto com a actividade proliferativa celular e a capacidade invasiva do tumor,
de forma estatisticamente significativa, tendo sido considerado como o mais
significativo factor de progndstico independente (Piffkd et al.. 1997) numa série de
80 casos de CPC oral. E no entanto um método de avaliagcdo muito complexo e de
execucao demorada.

Sittel et al. (1999) fizeram um estudo comparativo em dois grupos de 28
doentes com CPC da cavidade oral e orofaringe, um com recidiva e outro sem
recidiva, todos tratados primariamente com cirurgia seguida de radioterapia
complementar. Foi utilizada a determinacao por IHQ do estado de p53 e PCNA e
ainda o indice de marcacdo com MIB1 (Ki-67). Concluiram que um alto indice de
marcacao com Ki-67 € um indicador de ocorréncia de recidiva. Nao encontraram

relacéo entre o estado de p53 e PCNA com o prognostico.
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2.3 Espessura do tumor

A dimensao do tumor determinada no seu maior diametro e expressa no
parametro T da classificacdo TNM tem sido considerada como um significativo
factor de progndstico para a ocorréncia de metastases cervicais, recidiva local e
sobrevivéncia do cancro oral.

No entanto ndo permite estabelecer uma relacéo estratificada da dimenséo
com o prognéstico dado que muitos tumores de pequena dimenséao superficial tém
maior agressividade evolutiva do que outros mais extensos mas com crescimento
de tipo radiario. Moore et al. (1986) num estudo retrospectivo em 155 doentes com
CPC oral verificou que para tumores com mais de 2cm o aumento de dimensao
nao se correlacionava fiavelmente com a metastizacdo ou com um pior prognostico
e que a espessura do tumor poderia ser um melhor indicador prognaostico.

Tornou-se pois l6gico dirigir a atencéo para a espessura do tumor e deste
modo ha cerca de 20 anos que mdultiplos estudos se tém efectuado sobre a
espessura tumoral do CPC oral e/ou a profundidade da invasdo tumoral e a
correlacdo desse parametro com o risco de metastizacdo cervical e também com
0 prognastico.

Estes estudos dirigiam-se sobretudo ao esclarecimento da necessidade de
esvaziamentos cervicais electivos em doentes clinicamente NO mas adquiriram
igualmente um papel importante na anélise do risco de recidiva e do prognostico
global de sobrevivéncia.

Dadas as implicacbes de prognéstico e até terapéuticas da evolucéo
metastatica, consideramos que a avaliagdo da espessura tumoral podera consituir
um aspecto importante da caracterizacdo do CPC oral, nomeadamente quanto a

sua correlagdo com as caracteristicas da frente invasiva tumoral.
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2.4 Factores tumorais avaliados pés-cirurgia

A cirurgia continua a ser a opc¢ao terapéutica major no tratamento primario
do cancro oral, reconhecendo-se a sua validade quer nos estadios iniciais, quer
nas formas de apresentacdo mais avancadas, em particular agueles casos em que
existe invasao de estruturas para além da localizacdo do tumor primario, como as
estruturas 6sseas, musculares, vasculares e neurais.

Nos casos de tratamento de recurso perante recidiva apos tratamento com
cirurgia, ou cirurgia com radioterapia complementar, ou ainda tumor residual apés
tratamento com quimioradioterapia concomitante, a cirurgia continua a ter
indicacdo, sendo necessario avaliar cada caso de forma especifica para justificar
uma actuacédo ablativa por vezes nos limites da aceitabilidade.

Os principios normativos da cirurgia oncolégica sao igualmente vigentes na
cirurgia do cancro oral, designadamente a excisdao do tumor em bloco com as
estruturas invadidas, o obtencdo de margens de seguranca adequadas e o
tratamento das areas ganglionares cervicais.

A propagacdo tumoral para os ganglios linfaticos regionais faz-se no cancro
oral de uma forma que é reconhecida e que depende, entre outros factores, do
tamanho e da localizacdo da lesdo na cavidade oral. Deste modo a decisédo de
tratar as areas ganglionares cervicais em conjunto com o tumor primario deve ser
fundamentada ndo s6 na observacdo clinica, mas também na determinacdo da
existéncia de ganglios com implantagcdo metastatica, ainda que nao identificaveis
através da observacdo clinica sendo neste caso necessario recorrer a outros
meios de diagnostico como a ultrassonografia e eventualmente a puncao aspirativa
guiada por ecografia.

Esta preocupacdo com os ganglios linfaticos cervicais é legitima e baseia-se
no facto de que a presenca de adenopatias metastéaticas na altura do diagnaostico é
o factor prognéstico mais importante de recidiva regional e também de
sobrevivéncia (cf. O’'Brien et al. 1986).

Multiplos estudos demonstram que o numero de ganglios cervicais positivos
se correlaciona de forma consistente com a sobrevivéncia, em andlise univariada,

para todas localizacbes de CPC da cabeca e pescoco, incluindo a cavidade oral
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(Grandi et al. 1985, Leemans et al. 1993, Pitman e Johnson 1999, Cerezo et al.
1992, Le Tourneau et al. 2005).

Assim o numero de ganglios linfaticos histologicamente positivos no
esvaziamento cervical € um dos mais importantes indicadores de progndstico do
cancro oral e também um elemento de andlise multidisciplinar quanto a
necessidade de efectuar terapéuticas complementares a cirurgia, nomeadamente
radioterapia ou quimioradioterapia.

A presenca de um uUnico ganglio com metastase altera consideravelmente o
prognodstico de sobrevivéncia. Kalnins et al. (1977) referem numa revisdo de 340
doentes com CPC da cavidade oral que a existéncia de um Unico ganglio
metastatico cervical baixa a sobrevivéncia global aos 5 anos de 75% para 49%,
para 30% com dois ganglios positivos e para 13% com trés ou mais ganglios
positivos.

Vérios outros estudos corroboraram esta observacdo, demonstrando uma
diminuicdo da sobrevivéncia proporcional ao niumero de ganglios positivos (Noone
et al. 1974, Spiro et al. 1977, Rollo et al. 1981, Snow et al. 1982, Richard et al.
1987).

A existéncia de adenopatias metastaticas cervicais € ainda um factor
preditor da metastizacdo a distancia, muito rara sem a existéncia de metastases
regionais, mas que se observa por vezes em casos em que existe controle
locoregional da doenca. E esta a nossa experiéncia pessoal, que coincide com as
observagdes de Vikram (1984) e Goepfert (1998).

Com a finalidade de avaliar o estado dos ganglios do primeiro nivel de
drenagem linfatica do tumor, a semelhanca do que foi efectuado no carcinoma da
mama e no melanoma maligno cutaneo, foram efectuados para o cancro oral
diversos estudos com taxas de identificacdo do ganglio sentinela de cerca de 91%
e aproximando-se dos 100% se forem excluidos os carcinomas do pavimento
bucal. Todavia nenhum destes estudos possui poder estatistico para demonstrar
a eficacia da pesquisa do ganglio sentinela e nenhum foi randomizado ou cego. Foi
recentemente fechado um ensaio clinico multicéntrico para pesquisa de ganglio
sentinela em CPC oral em estadio precoce (ACOSOG-Z0360) cujo relatério final se

aguarda e podera esclarecer melhor este assunto.
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N&o pode ainda deixar de ser referido o significado pejorativo dos ganglios
metastaticos com extensdo extracapsular. Entre muitas séries que confirmaram
esta relacdo entre a extenséo extracapsular e o risco de recidiva cervical e/ou a
distancia, citam-se as de Close et al. (1989), Woolgar (1995) e Parsons et al.
(1997) as quais se referem a CPC da lingua, cavidade oral e orofaringe.

Os factores de risco major que sao considerados como indicagdo para a
terapéutica complementar apds cirurgia com quimioterapia e radioterapia sao a
extensdo extraganglionar das metastases e a existéncia de margens cirargicas
positivas. Os factores de risco minor considerados sdo pT3, pT4, N2 ou N3,
ganglios com metéastase nos niveis IV ou V e a existéncia de invasao perineural ou
de angioinvasdo (Cooper et al. 2004).

A invasdo linfovascular, definida como a presenca de células tumorais
dentro de vasos com revestimento endotelial, pode identificar tumores com
natureza biologicamente agressiva e capacidade invasiva.

A sua identificacdo nos exames anatomopatolégicos de rotina é dificil e
talvez por essa razdo tenha sido excluida dos sistemas de graduacdo. A sua
relacdo com a existéncia de metastases cervicais de CPC oral foi encontrada, em
analise uni e multivariada (Close et al. 1987, Resnick et al. 1995, Yilmaz et al.
1998) em diversos trabalhos. Na verdade torna-se razoavel admitir , a luz dos
conhecimentos actuais sobre a progressdo metastatica do CPC oral, que essa
relacdo existe. Close et al. encontraram uma correlacdo altamente significativa
entre a presenca de invaséo linfovascular no tumor priméario e a metastizacéo, e
em trabalho de revisdo de seguimento desse grupo de doentes estudado, foi o
unico parametro definido como tendo significado no progndstico de sobrevivéncia,
em analise uni e multivariada.

Jones et al. (2009) encontraram, num grupo de 72 doentes com CPC oral
tratados com resseccédo cirlrgica do tumor e esvaziamento cervical, um elevado
significado progndstico para a sobrevivéncia, em analise multivariada, modelo de

regressao de Cox, embora sem significado em analise univariada.
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Figura 7: Invasao vascular. A) Observa-se a existéncia
de émbolo de células tumorais dentro do lume do vaso
x100; B) pormenor x300 (coloracdo Hematoxilina &
Eosina).

Quanto a invasao perineural ocorre em cerca de 52% dos CPCs da cabeca
e pescoco (Fagan et al. 1998) embora outros trabalhos refiram valores inferiores.
Essa discrepancia  deve-se ao facto de a avaliagdo histopatoldgica ndo ser

efectuada em toda a peca operatoria.
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Figura 8: Invaséo linfatica. A) Observa-se a existéncia
de émbolo de células tumorais dentro do lume do vaso
x100; B) pormenor x300 (coloracdo Hematoxilina &

Eosina).

Ballantyne, em 1963, ja referia a importancia da invasdo perineural na
evolugcédo do tumor. Numerosos estudos relacionam a invasdo perineural com um
mau prognostico, também na lingua e na cavidade oral (Maddox 1990, Martinez-

Gimeno 1995, Woolgar 1995). A associacdo entre a invasao perineural e a recidiva

95



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

local tem a ver com a migragdo, centripeta ou centrifuga, das células tumorais ao

longo da bainha perineural.

Figura 9: Invasédo perineural. A) Observa-se a
existéncia de células tumorais no perinervo x100 B)
pormenor x300 (coloracdo Hematoxilina & Eosina).
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3. OBJECTIVOS DO ESTUDO

Sao objectivos deste estudo, no grupo de carcinomas pavimentocelulares da

da lingua a estudar:

1. Avaliar a relacdo de alguns factores tumorais (dimensao do tumor, estado
das margens, invasdo perineural e angioinvasdo, niumero de ganglios com
metastase no esvaziamento cervical) com o risco de recidiva e com 0

prognadstico de sobrevivéncia global.

2. Avaliar a relacdo dos sistemas de graduacdo, em particular o padrdo de
invasdo na frente invasiva, com o risco de recidiva e com o prognéstico de

sobrevivéncia global.

3. Avaliar o indice de proliferacéo celular na frente invasiva tumoral com recurso
ao marcador tumoral Ki-67/MIB1 e a sua relacdo com o risco de recidiva e

com o prognéstico de sobrevivéncia global.

4. Correlacionar a espessura do tumor com o0s restantes elementos de
graduacdo e em particular com o indice de proliferacédo celular de Ki-67/MIB1
nomeadamente avaliar se 0s tumores com maior espessura tém ou nao um
indice de proliferacdo mais elevado e se existe correlagdo com o prognostico

de sobrevivéncia global.
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4. MATERIAIS E METODOS

TIPO DE ESTUDO

Estudo retrospectivo.

SELECCAO DOS CASOS

Foram adoptados os seguintes critérios de incluséo:

Doentes com diagndstico histolégico de carcinoma pavimentocelular da
porcdo movel da lingua, T1 e T2, de acordo com a classificacdo TNM.
Doentes ndo submetidos a tratamento prévio e todos tratados
primariamente com cirurgia, com ou sem radioterapia complementar,
seguidos clinicamente pelo menos durante 3 anos no Servi¢o de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco do IPOLFG, EPE.

Disponibilidade dos blocos de parafina dos tumores, tendo em conta a sua

adequada conservagao.

Foram adoptados os seguintes critérios de excluséao:

Qualquer outro tumor maligno da mucosa oral com diagnéstico diferente de
CPC.
Qualquer outro tumor maligno das vias aerodigestivas superiores incluindo

CPC, sincrono ou metacroénico.
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e Tumores malignos prévios das vias aerodigestivas superiores.

e Existéncia de metastases a distancia no momento do diagnadstico inicial.

e Reintervencdes cirlrgicas por recidiva ou cirurgia de recurso pos-
radioterapia em qualquer modalidade (braquiterapia ou radioterapia
externa).

e Radioterapia prévia na area da cabeca e pescoco.

e Quimioterapia prévia.

e Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA).

e Utilizacdo prévia de terapéutica imunosupressiva.

POPULACAO ESTUDADA

O Arquivo do ROR — Sul regista na sua base de dados 1356 casos de
doentes com CPC da lingua (incluindo base da lingua) e pavimento da boca, em
todos os seus estadios, entre 1998 e 2007. Destes foram seleccionados 149 que
correspondiam a localizacdo na lingua movel, T1 e T2, e que foram tratados quer
cirurgicamente, quer com radioterapia, designadamente com braquiterapia.
Finalmente, ap6s exclusédo dos casos nédo tratados cirurgicamente e daqueles que
apresentavam insuficiéncias de registo ou outras que ndo permitiam uma avaliacao

completa, foram seleccionados os casos que sao objecto deste estudo.

Foi obtida aprovacéo prévia para o trabalho pela Comissdo de Etica do
IPOLFG-EPE e seguidas as suas recomenda¢des nomeadamente quanto ao termo

de consentimento informado.

Foram assim seleccionados 65 casos, todos correspondentes a doentes
inscritos, tratados e seguidos clinicamente no Servico de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco do IPOLFG-EPE entre 1999 e 2005 e que correspondiam totalmente aos
critérios estabelecidos.

Nesta série de 65 doentes (Figura 10), cuja mediana de idades foi de 62

anos (34-89), 42 eram do sexo masculino e 23 do sexo feminino (razédo H:M 1,8) .
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Figura 10: Distribuicdo da idade na data do diagndstico.
35 doentes (54%) com mais de 60 anos.

Dos dados constantes no processo clinico foram colhidos para este trabalho
0s seguintes: idade (na altura do diagndstico), sexo, data do diagnéstico (que foi a
data do exame anatomo-patoldgico confirmativo da lesdo), estado actual (para o
gual foi considerada a situacdo na data da Ultima observacdo clinica),
sobrevivéncia expressa em meses, data da recidiva quando existente, intervalo
livre de doenca expresso em meses (definido como o periodo entre a data do
tratamento inicial e a data do diagndstico de recidiva) e ainda data de eventual
Obito. Para efeito da estratificacdo do estado de recidiva foram considerados como
tendo recidiva os doentes perdidos para o follow up.

Todos os blocos das pecas operatorias dos casos se encontravam no
Arquivo do Departamento de Anatomia Patologica do IPOLFG-EPE. Todas as
amostras foram fixadas em formol a 10% e incluidas em parafina.

Foram seleccionados de cada caso o0s cortes mais representativos da leséo
tumoral.

Dos dados anatomopatoldgicos da peca operatéria foram colhidos os

seguintes elementos: estadio pTNM, margem minima, existéncia ou nao de tumor
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na margem da peca operatoria, numero de ganglios do esvaziamento cervical
guando efectuado e niumero de ganglios que apresentavam metastase.

O estadiamento foi definido com base nos exames anatomopatoldgicos das
pecas operatorias, incluindoo T.

Foram considerados como tendo tumor na margem 0S casos com margem
igual ou inferior a Imm e como nédo tendo tumor na margem 0S casos com margem
superior a 1mm.

Foram avaliados e revistos, 0s seguintes parametros histopatologicos:
méxima profundidade de invasdo do tumor expressa em milimetros, arredondada
as décimas (medida no aparelho LEICA DMD 108) determinada desde a zona
mais superficial da mucosa até a zona mais profunda em que se verificava invasao.
No caso de haver ulceracédo superficial a determinacdo da maxima profundidade de
invasdo foi feita a partir da linha de reconstrucdo que correspondia a linha da
superficie mucosa normal, seguindo-se assim o critério referido por Woolgar et al.
(1995). Nas lesdes exofiticas a determinacéo foi feita a partir da base mucosa da
lesdo, por se considerar que assim se exprime melhor a sua capacidade invasiva,
para a avaliagdo dos sistemas de graduacao histoldgica utilizaram-se os cortes
seleccionados que incluiam a espessura completa do tecido tumoral (abrangendo

as margens invasivas).

A graduacdo histolégica foi analisada segundo os sistemas de
classificacdo que a seguir se apresentam.

Sistema de diferenciagcdo OMS/Broders

A avaliacdo do grau de diferenciacdo tumoral é bastante subjectiva porque
no mesmo tumor podem existir variagbes de uma area para outra (Lucas 1998).
De acordo com a Classification Histologique Internationale des Tumeurs

(OMS, Geneve 1971) consideraram-se trés graus:
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Grau |: numerosas pérolas de queratina; queratinizacao celular consideravel
com pontes intercelulares; menos de duas mitoses por campo microscopico
de grande aumento; mitoses atipicas e células gigantes plurinucleadas
raras; fraco pleiomorfismo nuclear e celular.

Grau Il: pérolas de queratina raras ou mesmo ausentes; nenhuma
queratinizacdo de células isoladas nem pontes intercelulares; 2 a 4 mitoses
(as quais algumas atipicas) por campo de grande aumento; pleiomorfismo
moderado das células e dos nucleos; células gigantes plurinucleadas pouco
frequentes.

Grau lll: pérolas de queratina raramente observadas; queratinizacéo celular
neglicenciavel e pontes intercelulares ausentes; mais de 4 mitoses
(frequentemente atipicas) por campo de grande aumento; pleiomorfismo
celular e nuclear notavel; células gigantes polinucleadas frequentes.

O numero de mitoses foi avaliado contando as figuras de mitose em 10

campos de grande ampliacdo escolhidos de forma aleatéria, num microscopio

6éptico, com uma area de campo 0,16 mm? (x400).

A invasao linfovascular foi definida como a existéncia ou auséncia de células

tumorais na parede ou dentro do lume dos vasos sanguineos ou linfaticos.

A invaséo perineural foi definida como o envolvimento por células tumorais

no tecido envolvente aos nervos intratumorais ou dentro do préprio nervo.

Sistemas de graduacdo de malignidade Anneroth / Batsakis e de Bryne
(Tabelas I, 1l e 111)

As grelhas de avaliagéo e atribuicdo do score foram as seguintes:
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Tabela I: Graduagao de malignidade ( Anneroth e Batsakis, 1987)
| — Populacgéao celular.
Score 1 2 3 4
Altamente Moderadamente | Queratinizacdo | Sem
Grau de | queratinizado gueratinizado minima (5-20% | queratinizacdo
gueratinizacdo | (>50% das | (20-50% das | das células) (0-5% das
células) células) células)
Pouco Pleiomorfismo Pleiomorfismo | Extremo
Pleimorfismo pleiomorfismo moderadamente | abundante pleiomorfismo
nuclear (>75% das | abundante (25-50%  das | nuclear
células (50-75% das | células (0-25% das
maduras) células maduras) células
maduras) maduras)
Numero de | 0-1 2-3 4-5 >5
mitoses
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Tabela I: Graduag&o de malignidade ( Anneroth e Batsakis, 1987)
Il — Relacdo tumor-hospedeiro.

Score 1 2 3 4
Queratinizacdo | Moderadamente | Queratinizagdo | Queratinizagédo
Grau de | marcada (>50% | queratinizado ligeira ausente
queratinizacdo | de células) (20-50%) (5-20%) (0-5%)
Escasso Pleimorfismo Pleimorfismo Pleiomorfismo
Pleiomorfismo (>75% nuclear mod. | nuclear nuclear extremo
nuclear células abundante abundante ( 0-25% células
maduras) (50-75% (25-50% maduras)
cél.maduras) cél.maduras)
Frente bem | Infiltrativa, Pequenos Dissociacao
Padréo de | delineada e | corddes sdlidos | grupos ou | celular marcada
invasao compressiva bandas elou | cordbes de | e generalizada
ilhas células em pequenos
infiltrativas grupos elou
(n>15) células isoladas
(n<15)
Resposta do
hospedeiro Marcada Moderada Ligeira Ausente
(infiltracéo
linfoplasmoci-
taria)
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Tabela Ill: Graduagé&o de malignidade da frente invasiva (Bryne, 1989).

Score 1 2 3 4
Queratinizacdo | Moderadamente | Queratinizagdo | Queratinizagédo
Grau de | marcada gueratinizado ligeira ausente
queratinizacao (>50%de (20-50%) (5-20%) (0-5%)
células)
Escasso Pleimorfismo Pleimorfismo Pleiomorfismo
Pleiomorfismo (>75% nuclear mod. | nuclear nuclear
nuclear células abundante abundante extremo
maduras) (50-75% (25-50% (0-25% células
cél.maduras) células maduras)
maduras)
Frente bem | Infiltrativa, Pequenos Dissociacéo
Padrédo de invasdo | delineada e | corddes solidos | grupos ou | celular
compressiva bandas elou | cordas de | marcada e
ilhas cél.infiltrativas | generalizada
(n>15) em pequenos
grupos  elou
células
isoladas
(n<15)
Resposta do
hospedeiro Marcada Moderada Ligeira Ausente
(infiltracdo

linfoplasmocitéaria)
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A marcacao imunocitoquimica de Ki-67 foi efectuada com o anticorpo Anti-
Ki-67 — DAKO Cytomation ref.2 M 7240, monoclonal de ratinho, clone MIB 1,
diluicdo 1:200, com controlo positivo em amigdala, de acordo com o procedimento
técnico referido por Catoretti (J Pathol 1992; 168:357-363).

Foram colhidos dos blocos de parafina cortes de 4 um, desparafinados em
xileno e rehidratados com etanol graduado.

A recuperacdo antigénica foi obtida com tampao citrato 0,01M pH 6.0,
durante 6 minutos em panela de pressao a pressao maxima.

O sistema de visualizacéo utilizado foi o DAKO REAL™ En Vision™, Ref.2
K 5007.

A técnica imunocitoquimica foi efectuada manualmente em camara hamida
a 21° Celsius.

Estes procedimentos foram efectuados no Laboratério de Técnicas
Especiais — Imunocitoquimica, do Servico de Anatomia Patologica do IPOLFG
EPE.

Foram contadas opticamente 1000 células da frente invasiva tumoral, em
campos sequenciais e contadas todas as células marcadas e nao marcadas, sendo
consideradas positivas para a marcacdo as que apresentassem coloracao
acastanhada intranuclear definida. O indice de marcacgéo (LI) foi definido como a
percentagem relativa de células marcadas com o anticorpo neste conjunto de 1000

células.
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ANALISE ESTATISTICA

Os procedimentos estatisticos aplicados pretenderam:

e Correlacionar o pT tumoral, o estado das margens, a invasdo perineural
e angioinvasao e o numero de ganglios metastaticos no esvaziamento com

a metastizacao cervical e/ou recidiva e o progndstico de sobrevivéncia.

e Correlacionar os scores de graduacdo histologica com a metastizacao

cervical e/ou recidiva e o prognéstico de sobrevivéncia.

e Correlacionar a espessura do tumor com a metastizacdo cervical e/ou

recidiva e o prognéstico de sobrevivéncia.

e Correlacionar o indice de marcacéao (LI) de Ki-67/MIB1 com a espessura do

tumor.

e Correlacionar a expressdo do indice de marcacdo (LI) de Ki-67 com a

metastizacao cervical e/ou recidiva e o prognostico de sobrevivéncia.

Na analise univariada da associacao entre variaveis categoricas foi usado o
teste de Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exacto de Fisher (quando valores
esperados <5). A avaliacdo da associacdo entre a expressdo do indice de
marcacao Ki-67 e a espessura do tumor com a recidiva foi feita com recurso a

modelos de regressao logistica.

A estimativa da sobrevivéncia global e do intervalo livre de doenca foi feita
usando o estimador produto-limite de Kaplan-Meier e as curvas de sobrevivéncia
comparadas através do teste logrank e do teste de Peto (mais sensivel a
diferencas observadas no inicio da curva). Foi ainda realizada uma analise
multivariada com recurso ao modelo de Cox de riscos proporcionais para o estudo

das variaveis com impacto na sobrevivéncia global.
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O estudo da correlacdo entre variaveis quantitativas foi feito com recurso
aos coeficientes de correlacdo de Pearson e/ou de Spearman. A comparacao da
espessura e do indice de marcacao Ki-67 entre subgrupos foi feita com recurso
aos testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (>2 grupos).

Excepto quando explicitamente referido o contrério, todos os testes sao
bilaterais tendo sido considerado o nivel de significancia de 5%. A analise foi

realizada utilizando o software R versao 2.5.0.

A fim de facilitar a andlise estatistica dos resultados e considerando a
pontuacao original dos sistemas de graduacdo utilizados, foram analisadas as

seguintes variaveis dicotbmicas:

e Anneroth / Batsakis
- Valor |  Anneroth/Batsakis < 11
- Valor Il Anneroth/Batsakis > 11
e Bryne
-Valorl Bryne<7
- Valor Il Bryne >7

Quanto a espessura, foram consideradas as seguintes variaveis :

Valor|  espessura <3 mm
Valor Il espessura=z4 mme < 7 mm
Valor lll  espessura =2 8 mm
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Quanto ao indice de marcacgdo Ki-67/MIB 1, consideraram-se as seguintes
variaveis:
Baixo LI £20%
Médio/Baixo LI >20% e <50%
Médio/Alto LI >50% e <70%
Alto LI > 70%

110



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

5. RESULTADOS

5.1 Andlise descritiva das caracteristicas clinicopatologicas

Os dados analisados reportam-se a um tempo mediano de seguimento
global, desde o diagnéstico até morte ou Ultima observacao (Figura 11), igual a 29
meses (minimo 0 meses e maximo 127 meses). Neste periodo observaram-se no

total 32 Obitos de causa néo reportada e 24 casos de recidiva local ou metastatica.
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Figura 11: Histogramas de tempo de seguimento até ébito ou recidiva.

A analise dos histogramas revela que a maior parte dos 6bitos ocorreu nos
primeiros 20 meses apoés diagnostico (Figura 11a); os tempos de censura relativos

a casos perdidos para follow-up encontram-se distribuidos ao longo do periodo de
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seguimento com predominio no periodo compreendido entre os 40 e 80 meses
apos diagnostico (Figura 11b); todos os casos de recidiva foram reportados no
periodo de 30 meses apoOs cirurgia, sendo observada uma distribuicdo
relativamente uniforme dos tempos de recidiva neste intervalo (Figura 11c); os
tempos de censura relativos a casos perdidos para follow-up ou casos de morte
sem recaida de doenca estdo dispersos ao longo do periodo de seguimento e
apresentam uma distribuicdo bimodal com um pico entre 0-20 meses apoés cirurgia
e um segundo pico entre os 40-60 meses apos cirurgia (Figura 11d).

Para o estudo das funcbes de sobrevivéncia foi utilizado o estimador de
Kaplan-Meier (Figura 12).

O intervalo livre de doenca foi definido como o tempo (em meses) entre a
cirurgia e a deteccdo de recidiva local ou metastatica. De acordo com esta
definicdo, os casos perdidos para follow-up sem evidéncia de recidiva a data do
tltimo contacto e os doentes falecidos sem evidéncia de recidiva foram

considerados observacdes censuradas.
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Figura 12: Estimativa Kaplan-Meier do intervalo livre de doenca.
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time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
4 63 1 0.984 0.0157 0.954 1.000

5 62 3 0.937 0.0307 0.878 0.999
6 58 1 0.920 0.0342 0.856 0.990
7 57 1 0.904 0.0372 0.834 0.980
9 56 3 0.856 0.0445 0.773 0.948
10 53 3 0.807 0.0500 0.715 0.912
12 48 1 0.791 0.0517 0.695 0.899
14 47 2 0.757 0.0547 0.657 0.872
16 43 1 0.739 0.0562 0.637 0.858
17 41 1 0.721 0.0576 0.617 0.844
19 39 1 0.703 0.0591 0.596 0.829
21 38 1 0.684 0.0603 0.576 0.813
22 37 2 0.647 0.0625 0.536 0.782
25 34 1 0.628 0.0635 0.515 0.766
26 32 1 0.609 0.0645 0.495 0.749
30 30 1 0.588 0.0654 0.473 0.732

Tabela IV: Tabela de Kaplan-Meier. Estimativa do intervalo livre de doenca.

Apos cirurgia, a probabilidade de um individuo estar livre de doenca (sem
recidiva) por mais do que 30 meses € igual a 0,588 (intervalo de confianca a 95%:
0,473-0,732), isto é, a probabilidade de um individuo ter uma recidiva até aos 30
meses apos cirurgia € igual a 0,412 (Tabela IV).

Com estes dados, o numero de eventos observados ndo permite estimar a
mediana do intervalo livre de doenca nem o respectivo intervalo de confianca a
95%.

A sobrevivéncia global foi definida como o tempo em meses entre o
diagndstico e a morte, independentemente da causa. De acordo com esta
definicdo, os doentes perdidos para follow-up que se encontravam vivos a data do

ultimo contacto e os doentes vivos na Ultima visita foram considerados
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observacbes censuradas.
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Figura 13: Estimativa Kaplan-Meier da sobrevivéncia global.

O grafico da curva de sobrevivéncia (Figura 13) deve ser interpretado
atendendo ao pequeno namero de individuos em risco na fase final de seguimento.
Aos 118 meses o numero de individuos em risco era apenas de 2 (Tabela V). O
gue significa que em termos praticos a parte final do grafico deve ser ignorada.

Apos o diagnostico, a probabilidade de um individuo sobreviver mais do que
12 meses € igual a 0,828, mais do que 23 é igual a 0.633 e mais do que 30 meses
€ igual a 0.546.
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time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI

0 65 1 0.985 0.0153 0.9551 1.000
6 63 1 0.969 0.0216 0.9276 1.000
7 62 3 0.922 0.0335 0.8588 0.990
8 959 1 0.906 0.0364 0.8379 0.981
10 58 2 0.875 0.0413 0.7979 0.960
12 56 3 0.828 0.0471 0.7409 0.926
13 53 2 0.797 0.0503 0.7044 0.902
14 51 2 0.766 0.0529 0.6688 0.877
15 49 1 0.750 0.0541 0.6513 0.864
18 45 1 0.734 0.0554 0.6326 0.851
19 44 2 0.700 0.0577 0.5958 0.823
20 42 2 0.667 0.0596 0.5597 0.794
21 40 1 0.650 0.0604 0.5420 0.780
23 39 1 0.633 0.0611 0.5244 0.765
25 38 1 0.617 0.0617 0.5070 0.750
27 35 1 0.599 0.0624 0.4886 0.735
28 34 1 0.582 0.0630 0.4703 0.719
29 33 1 0.564 0.0635 0.4522 0.703
30 32 1 0.546 0.0639 0.4344 0.687
31 31 1 0.529 0.0642 0.4166 0.671
42 29 1 0.510 0.0646 0.3984 0.654
56 20 1 0.485 0.0662 0.3711 0.634

118 2 1 0.242 0.1746 0.0591 0.995

Tabela V — Tabela de Kaplan-Meier. Estimativa da sobrevivéncia

global.

A mediana da sobrevivéncia global € igual a 56 meses (Tabela VI). No
entanto, o baixo numero de doentes em risco na fase final de seguimento nao

permite estimar o limite superior do intervalo de confianca a 95%.
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n events median 0.95LCL 0.95UCL
65 32 56 27 Inf

Tabela VI — Estimativa da mediana da sobrevivéncia global.

Dos 65 casos da série, 24 (36,9%) eram T1 e 37 ( 56,9%) eram T2. 4
casos clinicamente estadiados como T2 foram estadiados de novo como T3.

38 casos (58,5%) eram NO, 13 ( 20,0%) eram N1 e 14 (21,5%) eram N2. O
namero de ganglios avaliados variou entre um minimo de 4 e um maximo de 81
(esvaziamento cervical bilateral), tendo sido igual ou superior a 20 em pelo menos
50% dos doentes. Em 15 doentes a informacdo ndo estava disponivel, porque o
esvaziamento cervical n&o foi nesses casos efectuado.

O estadiamento pés-operatorio (p TNM) remeteu 17 casos (26,2%) para o
estadio I, 18 (27,7%) para o estadio Il, 16 (24,6%) para o estadio Ill e 14
(21,5%) para o estadio IV.

23 dos casos (35,4%) apresentavam Grau | de diferenciagéo, 36 ( 55,4%)
Grau Il e apenas 4 (6,2%) Grau Ill. Em 2 casos nao foi possivel determinar o grau
de diferenciagéo.

A positividade das margens cirargicas do tumor (definida segundo o critério
de margem positiva se igual ou inferior a 1mm, ainda que focalmente) foi
encontrada em 15 casos (23,1%). Os restantes 42 (64,6%) apresentavam margens
cirargicas superiores a Imm. Em 8 casos néo foi possivel determinar o estado das
margens.

A aplicacdo do sistema de graduacdo de Anneroth/ Batsakis, estratificando
dois niveis, definiu dois grupos de casos: 21 casos (32,3%) com score total inferior
ou igual a 11; 44 casos (67,7%) com score total superior a 11.

Quanto ao sistema de graduacdo de Bryne, estratificando dois niveis,
definiu dois grupos de casos: 25 casos (38,5%) com score total inferior ou igual a

7; 40 casos (61,5%) com score total superior a 7.
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Mediana (min-max)

62 anos (34-89)

<20 0 (0,0%)
Idade 21 - 40 4 (6,2%)
41 - 60 26 (40,0%)
> 60 35 (53,8%)
Masculino 42 (64,6%)
Geénero Feminino 23 (35,4%)
Razéao H:M 1,8

Espessura (mm)

Mediana (min-méx)

11,2 mm (1,3 - 21,9)

Média (Desv Padréao)

11,1 mm (5,67 mm)

<3,0 mm

6 (9,2%)

3,1-7,0mm

11 (16,9%)

>7.0mm

48 (73,8%)

Ki-67

Mediana (min-méx)

42,50 (14,0-79,0)

Média (Desv Padréo)

43,22 (12,17)

Baixo: < 20%

3 (4,6%)

Médio/Baixo: >20% & | 45 (69,2%)
<50%
Médio/Alto: >50% & <70% | 14 (21,5%)
Alto: >70% 2 (3,1%)
Desconhecido 1(1,5%)
T1 24 (36,9%)
pT T2 37 (56,9%)
T3 4 (6,2%)
NO 38 (58,5%)
pN? N1 13 (20,0%)
N2 14 (21,5%)

17 (26,2%)

1 O ntmero de ganglios analisados variou entre 0 minimo de 4 até ao maximo de 81, tendo sido
igual ou superior a 20 em pelo menos 50% dos doentes. Em 15 doentes esta informag¢édo néo

estava disponivel.
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Estadio pTNM [l 18 (27,7%)

1T 16 (24,6%)
IV A 14 (21,5%)

Tabela VII- Andlise descritiva das caracteristicas clinicas e patolégicas (n=65).
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Diferenciacéo

G1 23 (35,4%)
G2 36 (55,4%)
G3 4 (6,2%)
Desconhecido 2 (3,1%)

Positivo (1 mm)

15 (23,1%)

Tumor na margem

Negativo (> 1 mm)

42 (64,6%)

Desconhecido

8 (12,3%)

<7 25 (38,5%)
Score Bryne > 7 40 (61,5%)
1 6 (9,2%)
2 38 (58,5%)
Padréo de Invaséo 3 18 (27,7%)
4 2 (3,1%)
Desconhecido 1(1,5%)

<11

21 (32,3%)

Score Anneroth/Batsakis | > 11 44 (67,7%)
Presente 9 (13,8%)

Angioinvasao Ausente 56 (86,2%)
Presente 14 (21,5%)

Neuroinvasao Ausente 50 (76,9%)

Desconhecido

1 (1,5%)

Tabela VIl (continuagao) — Andlise descritiva das caracteristicas clinicas e

patolégicas (n=65).
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Considerando isoladamente o padrao de invaséo na frente invasiva (1, 2, 3 e
4) foram determinados quatro grupos, respectivamente: 6 (9,2%), 38 (58,5%),
18 (27,7%) e 2 (3,1%). Num caso nao foi possivel avaliar o padréo de invaséao.

A presencga de angioinvasdo foi determinada em 9 casos (13,8%) e de

neuroinvaséo em 14 casos (21,5%).

5.2 Estudo dos factores de prognostico para a sobrevivéncia global

Anéalise Univariada

Factor Observacgoes p-value p-value
log rank Peto
Score Bryne =7 p= 0.857 p= 0.989
7

Padrao de Invasdo p= 0.357 p= 0.438

Padrao de invasdo 1+2 p= 0.107 p= 0.153
3+4

Score Anneroth/Batsakis =11 p= 0.893 p= 0.785
>11

Ki-67 Baixo <=20 p= 0.365 p= 0.473
Médio-Baixo >20 & <=50
Médio-Alto >50 & <=70
Alto >70

Ki-67 <=50 p= 0.497 p= 0.493
>50

Diferenciagdao G1 p= 0.733 p= 0.753
G2
G3

Tumor na margem Pos p= 0.262 p= 0.315
Neg

Angioinvaséao Pos p= 6e-06 p= 2.24e-05
Neg

Neuroinvasdo Pos p= 0.0169 p= 0.0154
Neg

Tabela VIII — Andlise univariada da relagéo dos parametros
clinicopatol6gicos com a sobrevivéncia global.
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Factor Observacgoes p-value p-value
(log rank) (Peto)
Espessura <3,0 mm n=6 p= 0.359 p= 0.292
3,1-7,0 mm n=11
>7,0 mm n=48
pT T1 p= 0.18 p= 0.179
T2
T3
pN NO p= 2.28e-05 | p= 2.43e-05
N1
N2
Estadio TNM I p= 6.62e-05 p= 6.64e-05
II
III
IVA
Género Feminino p= 0.329 p= 0.463
Masculino
Idade 21-40 anos n=4 p= 0.202 p= 0.219
41-60 anos n=26
>60 anos n=35
Recidiva Nao n=41 p= 3.67e-11 p= 2.76e-09
Sim n=24
Tabela VIII (Continuagdo)- Andlise univariada da relagdo dos parametros

clinicopatolégicos com a sobrevivéncia global.
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Face aos dados e para o nivel de significancia usual de 5%, na analise

univariada (teste log rank) os factores com significado prognéstico na

sobrevivéncia global encontrados foram 0s seguintes: angioinvaséo, neuroinvasao,

classificacdo pN, estédio p TNM e recidiva (Tabela VIII)

A estratificacdo por grau de diferenciacdo (Figura 14), tumor na margem

(Figural4), espessura do tumor (Figuralb), presenca de angio e neuroinvasao

(Figura 16), sistemas de graduacdo (Figura 17) e estadio (Figura 18) sao

apresentadas a seguir.

Estratificagdo por Grau de Diferenciagéo

_-‘{-1-'7

— &1

o 20 40 B0 ao 100 120

Meses

Estratificagdo por Tumor na Margem

— Meg
--- Pos

20 40 B0 ao 100 120

Meses

Figura 14: Graficos de estratificacdo por grau de diferenciacdo e pela

existéncia de tumor na margem.
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Estratificacao por Espessura do tumor Espessura <=11mm vs >11mm
Q —.|—'_
:_|_:
OQ — : ] 1 11
=] : T T T
© | |
= |
= D AT + =
< |
L]
™
L]
— ==3.0mm — ==11mm
---- 3,1-7.0mm ---- =117 mm
o | =7.0mm o |
L] (e}
I I I I I I I I I I I I
0 20 40 g0 g0 100 120 0 20 40 G0 80 100 120
heses Meses
Figura 15: Graficos de estratificacdo por espessura do tumor.
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Figura 16: Graficos de estratificacdo por angioinvasédo e por neuroinvasao.
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Figura 17: Graficos de estratificacdo por score de graduacao e
padrdo de invasao..
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Figura 18: Graficos de estratificacdo por estadio do tumor.
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Anélise multivariada — Modelo de Cox de riscos proporcionais

Esta andlise reporta-se apenas a casos com classificacdo pT, T1 ou T2 e
diferenciacao de grau 1 ou 2 (foi eliminado um caso com T3 e outro com G3).

Foram ainda eliminados todos os casos com observagfes omissas em
relagdo a pelo menos uma das covariaveis em estudo. Foi assim utilizado um data
set com 50 doentes (Tabela IX).

Foram testadas as seguintes covariaveis: idade; género; espessura do
tumor; indice de marcacao Ki-67/MIB1; grau de diferenciacdo; score Bryne (<7 vs
>7); padréo de invasao (1-2 vs 3-4); score Anneroth / Batsakis (<11 vs >11); tumor
na margem (positivo vs negativo); angioinvasdo; neuroinvasdo; pT; PpN e
recidiva.

A seleccdo do modelo foi feita com base no Teste da Razdo de
Verosimilhangcas segundo o método forward usando como critérios de entrada p-

value < 0,10 e de saida p-value > 0,15.

n = 50

coef exp(coef) se(coef) z
P
Recidiva 2.244 9.435 0.511 4.39
1.1e-05
pN1 0.717 2.048 0.623 1.15
2.5e-01
PN2 2.754 15.713 0.636 4.33
1.5e-05
Tumor na margem 1.020 2.774 0.484 2.11
3.5e-02

exp (coef) exp(-coef) lower.95

upper.95
Recidiva 9.435 0.1060 3.464

Tabela IX — Modelo de Cox de riscos proporcionais. Modelo final. exp (coef)
corresponde ao Hazard Ratio (ou razdo de riscos); valores acima de 1
indicam aumento do risco de morte e valores inferiores a 1 indicam
diminuicéo; o intervalo de confianca para o Hazard Ratio € apresentado nas
colunas lower.95 e upper.95. Classes de referéncia: doente sem recidiva;

pNO ou NO; sem tumor na margem; padréo de invaséao 1-2.
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O modelo permite explicar 58,7% da variabilidade total encontrada na

sobrevivéncia global neste conjunto de dados (Rsquare=0,587) o que o torna

perfeitamente aceitavel.

Em andlise multivariada o modelo final permite definir como variaveis com

efeito independente para a sobrevivéncia as seguintes: pN2, a ocorréncia de

recidiva, pN1 e a existéncia de tumor na margem de excisao cirurgica.

5.3 Estudo dos factores de risco para recidiva

Andalise univariada

Para a analise univariada dos factores de risco para recidiva foram utilizados

o teste qui-quadrado de Pearson ou o teste exacto de Fisher. Testes bilaterais,

tendo sido considerado o nivel de significancia de 5% (Tabela X).

Factor Obs. p-value p-value
Qui-quadrado Fisher
Score Bryne < p-value = 0.903 p-value = 1
>
Padrao de Invasdo 1 p-value = 0.7648
2
3
4
Padréo de invasdo 1+2 p-value = 0.7806 p-value = 1
3+4
Score Anneroth/Batsakis =11 p-value = 0.4934 p-value = 0.5858
>11
Ki-67 Baixo <=20 p-value = 1
Médio-Baixo >20
<=50
Médio-Alto >50
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<=70

Alto >70

Ki-67 <=50 p-value = 0.8804 p-value = 1
>50

Diferenciagao G1 p-value = 0.3837
G2
G3

Tumor na margem Pos p-value = 0.6424 p-value = 0.7552
Neg

Angioinvasdo Pos p-value = 0.2721
Neg

Neuroinvasao Pos p-value = 0.08587 p-value = 0.1200
Neg

Espessura =<3,0 mm n=6 p-value = 0.6318
3,1-7,0 mm n=11
>7,0 mm n=48

pT T1 p-value =

0.09395

T2
T3

PN NO p-value = 0.1965
N1
N2

Estadio TNM I p-value = 0.2760 p-value = 0.3018
II
II1
IVA

Género Feminino p-value = 0.4225 p-value = 0.5916
Masculino

Idade 21-40 anos n=4 p-value = 0.4193
41-60 anos n=26
>60 anos n=35

Tabela X - Andlise univariada da associagdo entre 0s parametros

clinicopatoldgicos e a ocorréncia de recidiva.
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Face aos dados e para o nivel de significancia usual de 5%, a analise
univariada com recurso ao teste Qui-quadrado de Pearson ou o teste exacto de
Fisher, ndo foi possivel demonstrar estatisticamente qualquer associacdo entre

qualquer das variaveis avaliadas e a recidiva da doenca.

Efeito da espessura do tumor e do indice de Ki-67 na probabilidade de

recidiva

Foi avaliado o efeito da espessura do tumor e do indice de Ki-67 na
probabilidade de recidiva com recurso a um modelo de regressao logistica.

Desta forma foi possivel fazer uma avaliacio sem necessidade de
categorizacao das covariaveis. Foram obtidos os seguintes resultados:

Espessura do tumor — face aos dados e para os niveis de significancia
usuais de 1% e 5% , ndo foi possivel demonstrar uma associacdo entre a
espessura do tumor e a probabilidade de recidiva (teste de Wald: p-value = 0,180;
teste de razéo de verosimilhancas-deviance: p-value=0,173).

Ki-67 — face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 1% e 5%,
nao foi possivel demonstrar uma associacdo entre espessura do tumor e
probabilidade de recidiva (teste de Wald: p-value=0,547; teste de razédo de

verosimilhanca — deviance: p-value=0,544).

Relacédo entre pN/Espessura do tumor

Foi avaliado se existiia uma associacdo entre pN e a espessura,
concretamente se existiria uma diferenca estatisticamente significativa na
espessura do tumor entre os varios grupos pN (NO vs N1 vs N2). Foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (dada a reduzida dimensao dos grupos :
NO = 38; N1=13; N2=14)- Figura 19.
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Figura 19: Espessura do tumor por classificacdo pN (n=65).

Embora néo fosse possivel, face aos dados e para os niveis de significancia
usuais de 5% e 1%, demonstrar uma diferenca significativa entre estes 3 grupos
(Kruskal-Wallis: p=0,0764, para um valor borderline de 0,05), € patente uma
tendéncia para os casos com ganglios positivos apresentarem valores medianos
de espessura superiores (mediana de espessura: NO — 9,8mm; N1- 13,5mm; N2 —
13,8mm).

Relac&o entre indice Ki-67 / pN

Foi avaliado se existe uma diferenca estatisticamente significativa no indice
Ki-67 entre os varios grupos pN (NO vs N1 vs N2). Foi utilizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis .

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1% n&o foi
possivel demonstrar uma diferenga significativa entre os 3 grupos (Kruskal-Wallis:
p=0,5935).
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Relagédo entre pN / Angioinvasao

Foi avaliado se existe uma associacdo entre angioinvasao (presente vs
ausente) e a classificacdo pN. Foi utilizado o teste exacto de Fisher.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1%, existe
evidéncia para afirmar que ha uma associacdo estatisticamente significativa entre
a classificacdo pN e a presenca de angioinvasdo (teste exacto de Fisher:
p=0,0002710).

Relacdo entre pN / Neuroinvaséo

Foi avaliado se existe uma associacdo entre neuroinvasao (presente vs
ausente) e a classificacdo pN. Foi utilizado o teste de Fisher.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1% n&o foi
possivel demonstrar uma associacdo estatisticmente significativa entre a

classificacao pN e a presenca de neuroinvasao (teste exacto de Fisher: p=0,1519).

Relacéo entre Ki-67 / Espessura

Foi avaliado se existe uma correlacdo entre a espessura do tumor e o
indice de Ki-67. Foi utilizado o teste de coeficiente de correlagdo de Spearman
(alternativa ao coeficiente de correlacdo de Pearson sem pressuposto de

normalidade).
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Relagdo entre Ki-67 e Espessura (n=64)
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Figura 20: A dispersdo dos dados ndo permite evidenciar qualquer correlacao
entre o indice de marcacgéo Ki-67 e a espessura do tumor.

Face aos dados nédo € possivel evidenciar qualquer correlacéo entre Ki-67 e

a espessura do tumor no grupo de doentes analisado (coeficiente de correlacdo de
Spearman = 0.031; p=0,804) - Figura 20.

Foi ainda avaliado se é adequado considerar que as variaveis Ki-67 e

espessura seguem uma distribuicdo normal.
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Figura 21: Histograma de Ki-67 e espessura. Em ambos os
casos nao existe evidéncia para rejeitar a “normalidade”.
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O teste Shapiro-Wilk (p= 0,2595 para Ki-67 e p= 0,1180 para espessura)
mostra que em ambos casos nao existe evidéncia para rejeitar a “normalidade”
(Figura 21), pelo que também se poderia utilizar em alternativa ao teste de
Spearman a correlacao de Pearson.

Os resultados obtidos foram concordantes com o que foi obtido com recurso
a alternativa ndo paramétrica de Spearman, ou seja, ndo ha evidéncia de que

estas variaveis estejam correlacionadas.

Relacéo entre indice Ki-67 / Angioinvaséo

Foi avaliado se existe uma diferenca estatisticamente significativa no indice
de Ki-67 entre 0os grupos com e sem angioinvasao. Foi utilizado o teste de Mann-

Whitney (alternativa ndo paramétrica ao teste t-Student).
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Figura 22: Relagéo entre indice de Ki-67 e angioinvasao.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1% nao foi

possivel demonstrar uma diferenca estatisticamente significativa entre os tumores
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com e sem angioinvasao quanto ao indice Ki-67 (Mann-Whitney: p=0,3791) -

Figura 22.

Relacéo entre indice Ki-67 / Neuroinvasao

Foi avaliado se existe uma diferenca estatisticamente significativa no indice
Ki-67 entre os grupos com e sem neuroinvasao. Foi utilizado o teste de Mann-

Whitney (alternativa ndo paramétrica ao teste t-Student).
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Figura 23: Relagéo entre indice de Ki-67 e neuroinvasao.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1%, nao foi
possivel demonstrar uma diferenca significativa entre os tumores com e sem

neuroinvasao quanto ao indice Ki-67 (Mann-Whitney: p=0,6791) — Figura 23.
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Relacao entre Espessura/Angioinvasao

Foi avaliado se existe uma diferenca estatisticamente significativa na
espessura do tumor entre 0s grupos com e sem angioinvasao. Foi utilizado o teste

Mann-Whitney (alternativa ndo paramétrica ao teste t-Student).
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Figura 24: Relacdo entre espessura e angioinvasao.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1%, nao foi
possivel demonstrar uma diferenca estatisticamente significativa entre os tumores
com e sem angioinvasao quanto a espessura.

No entanto documenta-se uma tendéncia para que os tumores com maior

espessura apresentem angioinvasao (Figura 24).

Relacao entre Espessura / Neuroinvasao
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Foi avaliado se existe uma diferenca estatisticamente significativa na
espessura do tumor entre 0s grupos com e sem neuroinvasao. Foi utilizado o teste

de Mann- Whitney (alternativa ndo paramétrica ao teste t-Student).
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Figura 25 : Relacdo entre espessura e neuroinvasao.

Face aos dados e para os niveis de significancia usuais de 5% e 1%, nao foi
possivel demonstrar uma diferenca estatisticamente significativa entre os tumores
com e sem neuroinvasao quanto a espessura.

No entanto documenta-se uma tendéncia para que 0s tumores com maior

espessura apresentem neuroinvaséo (Figura 25).

135



Contribuigdo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de progndstico

Nas figuras seguintes (Figuras 26 e 27) sdo apresentados aspectos da
marcacao imunocitoquimica das células da frente invasiva com o anticorpo Ki-
67/MIB1.

Figura 26: A) aspecto da marcagdo com Ki-67 / MIB1
na frente invasiva tumoral; B) imagem de pormenor.
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Figura 27: Variabilidade da marcacgéo celular com Ki-
67 / MIB1. A) maior propor¢do de células tumorais
marcadas; B) menor propor¢cdo de células tumorais
marcadas.
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5. DISCUSSAO

O estudo e a interpretacdo dos marcadores ou indicadores de progndstico
no cancro constitui uma area de investigacao primordial.

No entanto o valor contributivo de muitos dos trabalhos efectuados para um
melhor conhecimento dos processos da cancerigénese e da progressao tumoral €
variavel e o seu valor intrinseco pode ser prejudicado por uma menor qualidade
metodolégica e o seu significado diminuido pela variabilidade dos métodos de
laboratorio e estatisticos, bem como pela sua dimenséao.

Estas consideracfes sao vélidas também para a investigacao dos factores
de progndstico do cancro oral, particularmente os factores histomorfologicos que
sd0 0s que mais directamente se relacionam com o préprio tumor e que portanto
melhor poderdo exprimir a sua capacidade evolutiva, quer localmente, quer loco-
regionalmente, quer a distancia.

Neste estudo a populacao foi seleccionada num universo de 1356 casos de
doentes com CPC da lingua (incluindo a base da lingua) registados na base de
dados do Arquivo do ROR-Sul, entre 1998 e 2007. Dos 149 casos com localizacao
na lingua mével, T1 e T2, foram depois seleccionados todos 0s casos tratados
primariamente com cirurgia e com registo clinico completo, incluindo o relatério
anatomo-patologico pds-operatorio, perfazendo um total de 65 casos. Ficou assim
assegurada a homogeneidade da amostra do ponto de vista da localizagédo do
tumor, estadio clinico, modalidade terapéutica inicial e tempo de seguimento.

O tratamento primario consistiu na resseccao cirurgica do tumor e, em 50
casos (76,6%), foi associado um esvaziamento ganglionar cervical: selectivo de
tipo supra-omoidideo, para estadiamento, nos tumores T2 sem evidéncia clinica ou
imagiologica de adenopatias cervicais; radical modificado quando havia evidéncia
de adenopatias cervicais, com citologia aspirativa confirmativa de metastizagéo ou

com critérios imagioldgicos de metastizacdo ou suspeita de metastizacdo. O
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numero de ganglios do esvaziamento variou entre um minimo de 4 e um maximo
de 81, sendo superior a 20 em pelo menos em 50% dos doentes.

Os doentes com ganglios metastaticos, com margem tumoral escassa ou
coincidente com o tumor, ou com ambos,e ainda com extensédo extraganglionar
daa metastases, foram ulteriormente submetidos a terapéutica complementar com
radioterapia externa, de acordo com o protocolo seguido até entdo no IPOLFG.
Assim foram submetidos a radioterapia externa complementar 24 doentes (36,9%).

Actualmente a decisdo de efectuar ndo apenas radioterapia, mas
quimioradioretapia complementar, fundamenta-se na analise dos chamados
“factores de risco”: factores de risco major (margens tumorais positivas e/ou
extensdo extra-capsular das metastases ganglionares cervicais) e factores de risco
minor (pT3 ou pT4; ganglios com metastase nos niveis IV ou V; invasdo vascular
elou invasdo perineural). E ainda avaliada a situag&o clinica global do doente,
nomeadamente quanto ao indice de Karnofsky. Deste modo alguns dos doentes
acima referidos seriam actualmente propostos para quimioradioterapia
complementar.

O estadiamento pTNM destes 65 casos dispersou-os pelos 4 estadios,
sendo 35 (53,9%) dos estadios | e Il, e 30 (46,1%) dos estadios Ill e IVa. Admite-
se que exista muitas vezes um sub-estadiamento clinico dos casos de CPC oral T1
e T2, razdo pela qual é mandatério efectuar uma avaliacdo cervical com
ultrassonografia e eventual citologia aspirativa ecoguiada, cujo valor preditor esta
muito dependente da experiéncia do radiologista que a efectua, o que de algum
modo |lhe condiciona esse mesmo valor.

Quer o estadio pTNM, quer pN, evidenciaram neste estudo possuir um
elevado significado progndéstico na sobrevivéncia global em anélise univariada.
pN (pN1 e pN2) mostrou ainda em analise multivariada possuir elevado
significado prognadstico para a sobrevivéncia global. Em especial pN2 exprimiu um
exp(coef) muito elevado em analise multivariada - modelo de Cox.

Pode pois admitir-se que, num conjunto de casos apenas Tl e T2 com
localizagéo circunscrita a lingua, todos tratados primariamente com cirurgia e

alguns submetidos ulteriormente a radioterapia complementar, um dos factores
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determinantes do prognostico de sobrevivéncia seja o estado dos ganglios
cervicais. Este condiciona também e muito o estadiamento TNM final.

Segundo os critérios definidos neste trabalho quanto a positividade das
margens de ressecgao cirurgica (positiva se margem < 1mm) verifica-se que em 15
casos (23,1%) a mesma foi positiva. Ndo deve todavia esquecer-se que a fixacéo
dos tecidos em formalina e a sua inclusdo em parafina determina uma diminuicao
da dimenséo real entre a 15% a 25%.

Embora o parametro margem positiva ndo tenha mostrado possuir
significado prognostico para a sobrevivéncia global e recidiva em analise
univariada, ja em andlise multivariada tal ndo acontece. Neste modelo a
positividade das margens representou um aumento do risco de morte, nos
intervalos de confianca 1,075 e 7,16.

A existéncia de margens cirargicas positivas € na realidade considerada
como um factor de risco para a recidiva local do tumor. A definicdo de positividade
das margens depende do estudo e pode significar a existéncia de tumor na
margem cirdrgica inicial, na margem cirargica final apés re-excisdo, na area de
5mm periférica ao tumor e carcinoma in situ ou displasia na margem cirurgica final.
Woolgar (2006) refere os critérios seguidos no Reino Unido e que definem como
negativas margens superiores a 5 mm margens escassas entre 1 e 5 mm e
positivas inferiores a 1 mm, coincidentes com o tumor ou o tumor transeccionado.
Consideramos estes critérios totalmente razoaveis e descritivos e sdo 0s que
utilizamos na prética cirargica e também neste estudo.

Num extensivo trabalho efectuado por Looser, Shah e cols. no Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, publicado em 1978, no qual foram avaliados
guanto ao estado das margens cirdrgicas 1775 casos e seleccionados 62 com
margens microscopicamente positivas (menos de 5 mm do limite do tumor, tumor
na margem e atipia, displasia ou carcinoma in situ na margem), encontraram
recidiva local entre 64 e 85% destes e doentes e apenas 35% no grupo de doentes
com margens negativas.

Ulteriormente muitos outros trabalhos confirmaram a importancia

progndstica das margens cirdrgicas no CPC oral, quer quanto a recidiva local ou
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loco-regional, quer quanto a sobrevivéncia global em andlise univariada.

No entanto ndo foi encontrada relacdo com a metastizacao regional ou a distancia.

Existe uma significativa evidéncia da importadncia dos factores
histomorfol6gicos do CPC oral na determinacao do prognéstico, pelo que tém vindo
progressivamente a ser cada vez mais estudados, ndo sé para melhor definir o
estadiamento, mas também para integrar os protocolos de decisdo terapéutica.

O critério de tamanho superficial do tumor, expresso por T, define apenas
uma apreciacdo unidimensional, anatémica e incompleta, uma vez que ignora a
dimensédo da espessura ou profundidade de invasédo do tumor e necessariamente
outros dos seus parametros como os de natureza histomorfolégica. Ja Woolgar
(1995) referia que embora T possa ser avaliado clinicamente de uma forma facil
nao tem uma correlacéo definida com a espessura do tumor.

Um dos parametros histomorfol6gicos mais analisados nos tumores T1 e T2
do CPC oral, sobretudo pela sua possivel correlacdo com a metastizacao cervical,
tem sido a espessura. Pretende-se assim identificar doentes clinicamente NO com
maior risco de metastizagdo com vista a serem submetidos a um esvaziamento
cervical electivo. Fukano et al. (1996) chegam a propor um cut-off de 5mm de
espessura para 0s tumores com maior risco de metastizacao cervical.

Na verdade torna-se razoavel admitir que uma maior profundidade de
invasédo, associada a um maior crescimento determinado pela proliferacdo celular
tumoral, bem como uma maior proximidade de vasos linfaticos e sanguineos,
poderdo no seu conjunto aumentar a capacidade de metastizacdo do tumor.

Ja em 1975 Breslow, num estudo retrospectivo de 97 casos e prospectivo de
41 casos de melanoma maligno cutaneo de estadio |, concluia que a espessura
tumoral era um melhor indicador de prognostico do que o nivel de invasdo do
tumor, sendo a possibilidade de recidiva directamente proporcional a espessura
tumoral. Na sequéncia destas observacdes o parametro espessura do tumor foi
estudado no CPC oral e da orofaringe, principalmente em relagdo com o
envolvimento ganglionar e também em relagdo com a recidiva loco-regional e com
a sobrevivéncia. Assim, foram efectuados estudos transversais ou de prevaléncia

avaliando a relagdo da espessura com a presenca de metastases cervicais na
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altura do tratamento primario mas néo durante o follow-up, e estudos longitudinais
ou de incidéncia que avaliaram a ocorréncia de metastases cervicais durante o
follow-up.

Dos multiplos trabalhos registados na literatura destacam-se: Spiro et al.
(1986), referindo aumento do risco com tumores excedendo os 2 mm de
espessura; Mohit-Tabatabai et al. (1986), aumento do risco para tumores acima de
1,5 mm de espessura; Urist et al. (1987), pior sobrevivéncia acima dos 6 mm de
espessura; Brown et al. (1989), maior probabilidade de metastizacao para tumores
acima de 3 mm de espessura e impacto na sobrevivéncia; Rasgon et al. (1989),
significativo aumento da incidéncia de metéstases cervicais para tumores acima de
5 mm de espessura; Jones et al. (1992) e O’Brien et al. (2003), aumento do risco
de recidiva para tumores acima de 5 mm de espessura; O-Charoenrat et al. (2003),
maior risco de micrometastizagcdo ganglionar cervical para tumores com espessura
superior a 5 mm.

A espessura critica acima da qual o risco de metastizacdo aumenta
consideravelmente varia com a localizacdo anatdbmica do tumor talvez devido a
densidade linfatica e a vascularizacdo. Na maior parte dos casos referidos na
literatura este cut-off situa-se entre os 3 e 0s 5 mm de espessura tumoral.

Estes estudos dirigiam-se sobretudo ao esclarecimento da necessidade de
esvaziamentos cervicais electivos em doentes clinicamente NO mas adquiriram
igualmente um papel importante na anélise do risco de recidiva e do progndstico
global de sobrevivéncia.

Fukano et al. (1996) num estudo efectuado em 34 casos de CPC da lingua
tratados cirurgicamente e em que foi analisada a relacdo da espessura do tumor
com a metastizacao cervical, concluiu que esta existia e era fortemente significativa
e que a incidéncia de metastizacdo cervical aumentava de forma consideravel
guando a profundidade de invasdo excedia os 5 mm. Em analise univariada, a
profundidade da invasdo mostrou definir uma diferenca estatisticamente
significativa entre os doentes com e sem metastases ganglionares cervicais.

Gonzalez-Moles et al. (2002) num estudo retrospectivo de 81 doentes com
CPC da lingua submetidos a tratamento cirdrgico também concluiu que a

espessura do tumor é o parametro mais influente na sobrevivéncia e que esta piora
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significativamente quando a espessura tumoral € superior a 3 mm. Este Autor
considera ainda haver evidéncia de que a espessura do tumor pode ter maior
influéncia na sobrevivéncia do que factores como o estadio clinico e o estadio
patoldgico.

Dada a importancia destas conclusdes foi sugerida por alguns Autores a
necessidade da revisdo do sistema de estadiamento TNM quanto ao parametro T,
considerando especificamente a espessura tumoral. Assim numa extensa revisao
de 1532 casos de cancro oral o Grupo Austro-Suico-Germanico para o Estudo dos
Tumores da Regido Maxilofacial (DOSAK) propds que a espessura do tumor fosse
incorporada como parametro na classificacdo TNM (Howaldt et al. 1999).

Na série de 65 casos estudados no nosso trabalho, 48 (73,8%)
apresentavam espessura superior a 7mm. Essa medicdo esta ligeiramente acima
da espessura média descrita na literatura para T1 e T2 da lingua mével. Cremos
gue tal se deve ao facto de termos procedido a determinacdo da espessura até ao
limite microscopico da frente invasiva com recurso a visualizagcdo de grande
aumento. Foram também estratificados os valores de espessura em trés categorias
(€83 mm, 3,fmm a 7.0 mm e >7 mm).

O parametro espessura ndo mostrou neste estudo possuir em andlise
univariada significado progndstico, nem na sobrevivéncia global, nem na
ocorréncia de recidiva.

Também nao foi possivel demonstrar uma relacdo significativa entre a
espessura e pN. No entanto deve referir-se que se demonstrou uma tendéncia
para 0s casos com ganglios positivos apresentarem valores medianos de
espessura superiores (mediana da espessura: NO - 9,8mm; N1 — 13,5mm; N2 —
13,8mm). De qualquer modo néao foi possivel definir um cut-off da espessura para
um maior risco de metastizacdo cervical, sendo que este valor sera certamente

sempre bastante arbitrario.

Igualmente ndo foi possivel demonstrar uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos com e sem angioinvasao e a espessura do tumor. O

mesmo se verificou entre a espessura e a neuroinvasdo. Todavia, em ambos 0s
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casos, foi demonstrado que existe uma tendéncia para que 0s tumores com
angioinvasao e neuroinvasao tenham maior espessura.

Podendo ser, se considerado isoladamente, um elemento de andlise
relativamente simplista como factor de prognéstico, a importancia da espessura
tumoral esta porém documentada sobretudo quando se conjuga com a analise de
outros factores tumorais, em particular os que se relacionam com a FIT. Deste

modo ndo se considera razoavel deixar de o incluir nesse contexto.

Através dos sistemas de graduacdo de malignidade do CPC oral, cuja
referéncia primordial € o sistema de Broders, tem sido tentado estabelecer uma
correlacdo entre as caracteristicas histopatolégicas do tumor e o seu
comportamento biolégico, tendo em vista o progndstico.

Da diferenciagdo celular evoluiu-se para sistemas multifactoriais de
graduacdo, como o de Jakobsson e suas ulteriores modificacdes, valorizando
parametros histolégicos que tivessem revelado possuir valor progndstico.

Foram assim introduzidos diversos parametros como o padrdo de invasao, a
frequéncia de mitoses, o grau de queratinizacdo e o pleiomorfismo nuclear.

Estes sistemas acabaram por se concentrar no estabelecimento do grau
(score) de malignidade em detrimento de outros factores.

Ulteriormente foi introduzido por Anneroth, Batsakis e Luna (1987) um
sistema de graduacdo que considerava, de forma inovadora, para além da
caracterizacao da populacéo celular tumoral, a relacdo tumor-hospedeiro. Refira-se
que o critério “invasao vascular”, referido originalmente por Jakobsson em 1973,
foi omitido no sistema de Anneroth/Batsakis.

Bryne introduziu o conceito de que as caracteristicas celulares na frente
invasiva tumoral bem como a relacdo tumor-hospedeiro a este nivel poderiam
fornecer uma melhor informacéo progndéstica sobre o tumor. Este conceito, que
constitui a base do sistema de graduacao por ele proposto, encontrou suporte em
trabalhos que afirmavam o significado prognadstico independente da graduacdo da

FIT na recidiva e na metastizacao.
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Bryne, em trabalhos publicados em 1989 e depois em 1991 e 1992,
demonstrou que as areas histologicamente mais invasivas dos CPCs da area oral
ou frente invasiva tumoral (FIT) apresentavam frequentemente caracteristicas
morfologicas e moleculares diferentes das zonas mais superficiais dos tumores. A
observacdo de que as células tumorais na parte mais invasiva dos tumores
malignos diferiam substancialmente das células na parte central ou mais superficial
existia de resto ja anteriormente .

Bryne sugeriu que a localizacdo mais superficial ou central das células no
tumor as impede de exprimir as suas capacidades de invasdo e metastizacdo, ao
contrario das células da FIT. Para além disso existe uma heterogeneidade
celular tumoral na FIT, com uma desdiferenciacdo gradual das células, ja referida
por Nicolson (1987) bem como um maior grau de dissociacdo celular, que lhe
conferiria uma potencial capacidade de invaséo. Este fendmeno é frequentemente
observado no CPC e ainda no melanoma maligno e ainda em varios
adenocarcinomas (gastrico, colorectal e prostatico).

Bryne considerou ainda as diversas interaccdes entre o tumor e o
hospedeiro a nivel da FIT, j& reconhecidas e que tém a maior importancia na
progressdo tumoral local conforme foi definido em diversos trabalhos (Liotta et al.
1991; Folkman 1995; Bernstein e Liotta, 1994; Gregoire e Lieubeau 1995; Kerbel
1995; Mac Dougall e Matrisian 1995; Basbaum e Werb 1996; Price et al. 1997).

Com base nestas observacbes, Bryne et al. (1989, 1992) introduziram a
hipotese de que as caracteristicas celulares tumorais na FIT bem como da relacao
tumor — hospedeiro nesta FIT profunda forneceriam uma melhor informacéo
progndstica sobre o tumor. Propuseram assim um novo sistema de graduacao
histologica centrado nas caracteristicas histopatolégicas da FIT. Propuseram ainda
a hipdtese de que a exclusdo das partes central e superficial destes tumores
podiam aumentar a capacidade prognéstica do sistema de graduagéo uma vez que
estas areas seriam menos relevantes para o comportamento do tumor (Bryne et al.
1992, 1997).

Foi analisada neste estudo a graduacao histoldgica segundo os sistemas de
classificacdo de Broders, Anneroth/Batsakis e Bryne e foi ainda determinado o

padréo de invasao na FIT.
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N&o foi encontrado significado prognéstico na sobrevivéncia global ou na
ocorréncia de recidiva para os parametros grau de diferenciagdo, score Anneroth-
Batsakis, score Bryne ou padrdo de invasdo, em analise univariada.

Vérios estudos evidenciaram uma correlacdo entre estes sistemas de
graduacéo e particularmente do padréo de invasdo com a sobrevivéncia e com a
metastizacdo, mas alguns autores apontam a pouca utilidade do sistema de
Jakobsson quando aplicado ao CPC da lingua ( Holm et al. 1982, Lund et al.
1975). Deve referir-se também que os sistemas de graduacdo multifactorial
atribuem igual peso a todos os seus parametros de avaliagdo 0 que constitui um
possivel erro estrutural, uma vez que tal ndo esta completamente esclarecido e
eventualmente devera ser necessario estratificar o seu valor relativo.

A complexidade da progressdo tumoral do CPC oral € reconhecida, néo
sendo um processo simplesmente mecéanico de invasao e disseminacao
metastatica. Na verdade sabe-se que este processo de invasdo e metastizacao
implica a perda de adesao intercelular, depois a ligacdo das células & membrana
basal, a protedlise da matriz extracelular e finalmente a migracéo celular.

A interaccdo das células tumorais com a MEC envolve a intervencdo de
diversos factores, conduzindo a protedlise da MEC através das MMPs. Por seu
lado o epitélio estd em relacdo com o mesénquima circundante, constituido por
fibroblastos, microvasos e linfaticos, com influéncia reconhecida na carcinogénese
epitelial.

Foi referida a relacdo de tipo bidireccional entre o epitélio e 0 mesénquima,
bem como o facto de na maior parte dos carcinomas a progressado tumoral se
acompanhar de uma perda de diferenciacéo epitelial das células tumorais e a sua
conversdo num fenotipo mesenquimatoso, processo este designado de transicéao
epitelial-mesenquimatosa (EMT).

O processo biopatoldgico de invasdo do CPC da mucosa oral desenvolve-se
num interface tumor-hospedeiro, no qual se sabe que as células tumorais e o
estroma trocam enzimas e citoquinas que modificam o microambiente.

As ceélulas malignas estimulam continuamente o estroma e as células
vasculares do hospedeiro conduzindo a invasdo, enquanto que a nivel do

microambiente os vasos progridem no sentido da massa tumoral, parecendo
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estabelecer-se uma zona local permissiva de actividade reciproca, heterotdpica,
que se poderia definir, segundo Liotta (2001) como um verdadeiro “campo de
invasao”.

No decurso do processo maligno de relagéo epitelial-mesenquimatosa as
células redistribuem-se progressivamente ou subregulam as suas ligacdes
epiteliais especificas apicais e basolaterais (incluindo a E-caderina e as
citogueratinas) e reexprimem as moléculas mesenquimatosas (incluindo vimentina
e N-caderina) — Grunert et al. 2002, Thiery et al. 2002, Huberl47 et al. 2005.
Estas alteracdes conduzem a perda de adesdo intercelular e ao ganho de
motilidade, indispensaveis para a invasdo tumoral.

Esta transicdo epitelial-mesenquimatosa € induzida por varios factores de
crescimento que sdo produzidos quer pelas proprias células tumorais, quer pelas
células do estroma, e incluem o factor transformador de crescimento-p (TGF-B), o
factor de crescimento hepatocitario (HGF), EGF, factores de crescimento insulina-
like ( IGFs) e factor de crescimento dos fibroblastos, bem como a actividade
proteolitica das MMPs.

Sugerida a importancia do padréo de invasédo na frente invasiva tumoral,
tém sido muito valorizadas as alteracdes nas caracteristicas do estroma
peritumoral e as suas possiveis interrelacbes com as alteracbes epiteliais do
préprio tumor.

Como refere Liotta (2001) pode afirmar-se que, a nivel molecular, a
remodelacdo do citoesqueleto bem como a adesdo e anti-adesdo ndo sé estdo
relacionadas com a motilidade celular, como também se ligam com a proliferacao
celular e com as vias de sobrevivéncia. Para que uma célula invada e migre para o
microambiente mesenquimatoso € necessario que ocorram conjuntamente sinais
pré-invasivos e de resisténcia a anoiquia, ou seja, a capacidade de escapar a
apoptose pela separacdo das células da membrana basal. Esta resisténcia pode
ser um pré-requisito critico para o desenvolvimento de um fendtipo tumoral
invasivo, conforme referem Swan et al. 2003. O fendtipo anoiquia-resistente do
CPC oral tem um padrdao de expressdo diferente, marcado por alteracdes
cromossOmicas que podem contribuir para uma expressao diferencial de genes

envolvidos em varias fungdes celulares (Campo-Trapero et al. 2008).
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O compartimento estromal contém uma grande variedade de tipos celulares
— células imunitarias (linfocitos e células dendriticas), células inflamatoérias
(monécitos e granulécitos), miofibroblastos e células musculares, células
vasculares (células linfoendoteliais, vasculoendoteliais e pericitos) — cuja
abundancia relativa € variavel no local da invasédo celular tumoral, ndo estando
bem determinado se essas alteracdes ocorrem antes ou depois da invasao se
verificar.

Foi demonstrado que os fibroblastos do estroma de diversos tumores néo
sdo idénticos aos fibroblastos normais e que sdo ricos em alteracdes genéticas e
podem potencialmente definir o fenotipo tumoral ou ainda induzir ou impedir a
transformacao do epitélio pré-neoplasico em carcinoma. Weber e cols. (2007),
utilizando uma abordagem gendmica global, determinaram a extensdo das
alterac6es gendmicas no estroma do CPC da cabeca e pesco¢co (122 casos, dos
quais 118 da cavidade oral e orofaringe, todos fumadores) e a sua correlacdo
clinico-patolégica, tendo concluido que o estroma peri-tumoral aparentemente néo
maligno em fumadores € rico em alteracfes gendmicas e que 0 mesénquima é tao
afectado pelos carcinogénios como o epitélio do CPC e que contribui de uma forma
fundamental para o seu fenétipo clinico.

Podemos portanto admiti, num interessante modelo conceptual de
investigacdo, que o estroma peritumoral facilite e talvez promova a comunicacao
com as células epiteliais do tumor e que as alteracdes genéticas das células do
estroma possam determinar a codificacdo de proteinas aberrantes e subverter a
interligacdo entre o epitélio e o estroma promovendo e facilitando a invasao
tumoral ( Weber 2005, Mueller 2004, Edlund 2004).

Neste sentido parece ser de considerar que, mais do que uma frente
invasiva tumoral, existe um verdadeiro campo de invasao tumoral, para utilizar aqui
a expressao de Liotta.

De qualquer forma a deslocagédo da célula invasiva através da barreira da
MEC por proteolise pode ser conduzida ou influenciada por quimioatracgcéao e pela
construcéo de vias de adesao preferenciais. Esta migracdo pode ser singular ou
colectiva, embora pareca haver vantagem da migrag&o colectiva sobre a singular.

Na verdade uma maior massa tumoral de células com diferentes filiag6es clonais
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pode, através de um funcionamento tipo “clone misto”, ser mais eficiente na
embolizacdo e sobreviver melhor na metastizacdo em ambiente hostil.

Ja se referiu o conceito de que na maior parte dos carcinomas a progressao
tumoral se acompanha da perda de diferenciacdo epitelial das células tumorais e a
sua conversdao num fendétipo mesenquimatoso. No decurso deste processo as
células perdem os seus marcadores epiteliais (como a E-caderina) e adquirem
expressdo de marcadores mesenquimatosos, como a N-caderina e vimentina,
marcadores que adquirem entéo significado.

Sabe-se também que a chave patoldgica da EMT é a reducéo da forca de
adesdo célula-célula, produzida pela repressdo transcricional das caderinas
(fundamentalmente da E-caderina), com dissolucdo de juncles, separacdo das
células, perda de polaridade e aquisicdo de uma forma celular mais fusiforme, o
gue facilita a disperséo e a migragao celulares.

O estudo dos mecanismos de invasdo das células do CPC (Sahai 2005),
num modelo organotipico, mostrou de forma clara que existe um processo celular
de invasao colectiva em corddes, nos quais as células mantém juncbes célula-
célula e muitas outras caracteristicas epiteliais. Gaggioli e Hooper (2007)
mostraram depois que os fibroblastos sdo as células condutoras do processo
invasivo, remodelando a MEC e conduzindo as células invasoras.

As alteracdes morfolégicas das células invasoras séo igualmente
significativas, designadamente projec¢cdes celulares de penetracdo da membrana
basal, profundamente infiltrantes, as invadopodia. Esta pseudopodia invasiva utiliza
uma cascata enzimatica no ponto celular invasivo (Liotta 2001), podendo a
direccdo da invasdo celular e da migracdo ser influenciados por factores
circundantes, como a atrac¢ao quimica e a criacdo de vias de adeséo preferenciais
(Friedl 2004).

No contexto deste modelo morfolégico de invasdo pode admitir-se que no
seio de tecido tumoral a proliferagdo vascular de neo-vasos com parede
fragmentada e células endoteliais alongadas e disseminadas facilite a entrada e a
migracao das células invasoras com baixa adesividade na circulag&o, quer linfatica,

guer sanguinea.
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Os vasos capilares linfaticos diferem dos capilares sanguineos por, apesar
de possuirem também uma Unica camada de células endoteliais estas terem
juncdes menos desenvolvidas e existirem grandes espacos interendoteliais, sendo
igualmente desprovidas de fenestragfes. Os capilares linfaticos também néo
possuem uma membrana basal continua, ao contrario dos capilares sanguineos.
Tém pois uma estrutura morfolégica mais permissiva em relacédo a invasao celular
tumoral. A falta de marcadores especificos para o endotélio linfatico tem também
dificultado a sua distingdo do endotélio vascular sanguineo. A questdo da relacao
entre a linfangiogénese tumoral e a metastizacdo ganglionar ndo esta
completamente esclarecida, nomeadamente quanto a relagdo da hiperexpresséo
de VEGF-C com a metastizacdo, quanto a possivel existéncia de funcbes de
VEGF-C promotoras da metastizacdo e ainda quanto a efectiva funcdo dos
linfaticos. Discute-se se os linfaticos serdao simples canais de passagem de células
tumorais ou se intervirdo directamente na modulagcédo do transporte e na adeséo
das células tumorais.

Quanto a angiogénese tumoral sabe-se, desde as observacdes de Folkman
no inicio da década de 70, que os tumores malignos possuem uma vascularizacao
mais aumentada, de resto factor fundamental para o crescimento do préprio tumor.
Esta vascularizacdo resulta da formacdo de microvasos a partir de células
endoteliais de capilares justa-tumorais. O cescimento tumoral induz a producao de
promotores da angiogénese, fendtipo tumoral angiogénico que também se
encontra no CPC oral (como por exemplo a interleucina 8). O VEGF, citoquina
multifuncional de actividade relacionada com as células endoteliais e 0 mais
estudado dos potenciais mediadores da angiogénese, tem niveis elevados de
expressao no CPC oral.

Existe também evidéncia da relacdo entre a angiogénese e a metastizacao,
sendo possivel que a proliferacdo e formacdo de neo-vasos com parede
fragmentada e células endoteliais disseminadas e alongadas, expostas a células
tumorais de baixa adesdo, constituam factor favoravel a entrada e migracéo
dessas células na circulagdo sanguinea e linfatica.

Jakobsson havia incluido no seu sistema de graduacdo multifactorial

original uma avaliagéo da invasao vascular, embora a mesma tivesse sido retirada
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nas modificacdes subsequentes por causa de alegadas dificuldades na sua
correcta deteccao. Crissman et al. (1984), Brow et al. (1989), Shingaki et al. (1988)
atribuem-lhe significado no progndéstico. No entanto nem o sistema de graduacao
de Anneroth-Batsakis, nem o de Bryne o incluem.

Neste trabalho a invasdo vascular mostrou ter um elevado significado
prognostico da sobrevivéncia global, em anélise univariada.

O mesmo se passa também com a invasao perineural.

A invasdo vascular e perineural ndo tém porém significado no progndstico
de recidiva, em analise univariada.

No estudo da relacdo entre pN e a angioinvasao foi também encontrada
uma associacao estatisticamente muito significativa entre os dois parametros.

Esta relacdo entre a invasao linfovascular a nivel do carcinoma da lingua e o
estado dos ganglios cervicais merece uma analise mais detalhada.

Close et al.(1987), Sparano et al.(2004), Woolgar (1996 e 1999), Yilmaz et
al. (1998) referiram uma correlacdo muito significativa entre a invasao linfovascular
e a metastizacao ganglionar cervical. Close et al.numa revisdo subsequente (1989)
concluiram que a invaséo linfovascular mostrou aumentar o risco de recidiva loco-
regional do CPC oral tratado cirurgicamente.

Que seja do nosso conhecimento apenas um trabalho (Chandu et al. 2005)
refere a invasao linfovascular como factor de progndéstico de sobrevida do CPC
oral, em andlise univariada. A maior parte dos trabalhos referenciados nem
consideram a invasdo vascular na anélise de sobrevida.

Em relacdo a outros tumores (bexiga, tiroideia, mama e prostata) a relacao
da invasdo linfovascular com a metastizacdo esta bem documentada, mas sdo
tumores com reconhecida tendéncia para a metastizacao a distancia e nao para a
metastizacao regional cervical, como é o caso do CPC oral.

Mufioz-Guerra et al. (2004) relacionam a presenca de linfaticos
intratumorais no CPC oral com um mau prognostico. Noutro trabalho de 2006 os
mesmos autores concluem que a expressao de VEGF-C e ainda a presenca de
linfaticos intratumorais podem ser marcadores de prognostico uteis no CPC oral.
Kyzas et al. (2005) também relacionam a presenca de émbolos de células

neoplasicas no interior dos linfaticos intratumorais com um maior risco de morte.
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A invasdo directa do espaco perineural pelas células tumorais € um
fendmeno conhecido no CPC oral e permite a sua propagacao para além do tumor
primitivo.

A existéncia de invasdo perineural tem sido referida como possuindo um
significado importante no progndstico e no controlo loco-regional de varios tipos de
carcinoma. O seu papel no risco de metastizacao linfatica foi estudado em relacéo
ao cancro cutaneo (Lever et al. 1990), labio inferior (Frierson et al. 1986) e lingua
movel ( Maddox 1984, Crissman et al. 1984, Brown et al. 1989). Para além do risco
de recidiva loco-regional no CPC oral, foi ainda estudada a influéncia na
sobrevivéncia global (Myers et al. 2000, Soo et al. 1986).

Neste estudo foi determinado um significado progndstico da invasao
perineural na sobrevivéncia global, mas n&o na recidiva.

No entanto esta relagdo com a recidiva loco-regional esta referida na
literatura (de Visscher et al. 1998, Fagan et al. 1998, Yilmaz et al. 1998, Lydiatt
et al. 1993). Num estudo prospectivo de 622 doentes com CPC oral tratados no
M.D.Anderson Cancer Center entre 1991 e 1994 (Galer & Myers, 2008) foi
possivel determinar o estado da invasdo perineural em 404, dos quais 88 (22%)
apresentavam invasao. Esta associou-se significativamente com a recidiva local e
com a recidiva regional e ainda com a sobrevivéncia.

A associacéo entre a invasao perineural e a recidiva local pode resultar quer
da propagacéo centripeta, quer da propagacéao centrifuga das células tumorais ao
longo dos espacos perineurais. Por outro lado torna-se evidente que estes tumores
tém uma maior agressividade bioldgica.

Deve porém referir-se que o0 registo de invasao perineural na literatura é
muito variavel (de 5% a 52%) o que traduz de algum modo a sua sub-valorizacao

histopatoldgica.

O indice de marcacdo com Ki-67/MIB1 das células tumorais na frente
invasiva foi determinado neste trabalho e ndo mostrou possuir qualquer significado

prognoéstico quer em relacdo a sobrevivéncia, quer em relagdo a recidiva.
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Igualmente ndo se demonstrou qualquer relagdo do indice de Ki-67 com o pN, com
a espessura do tumor, com a angioinvasdo ou com a invasao perineural.

Esta observacéao coincide com a referéncia de Pich, Chiusa e Navone (2004)
em artigo de revisdo para auséncia de valor prognostico de Ki-67 / MIB-1 em oito
trabalhos envolvendo 804 doentes. Os mesmos autores referem ainda que embora
se registem muitos trabalhos que mostram correlacdo da alta actividade
proliferativa com mau progndéstico no cancro da cabeca e pescoco, muitos outros
nao mostram qualquer relacéo significativa.

No entanto Tumuluri et al. (2002, 2004) utilizando o anticorpo Ki-67 e
determinando o indice de marcacdo pela contagem do numero de nucleos
marcados/mm? de epitélio efectuada a nivel da frente invasiva tumoral,
encontraram uma relacdo directa da densidade de proliferacdo com o estadio
clinico, a espessura tumoral e ainda com o0s habitos tabagicos e alcodlicos dos
doentes da série estudada. Este trabalho revela-se interessante por se coordenar
com as observacfes de Bryne e também de Piffkd (1996) quanto a importancia da
avaliacdo da actividade proliferativa do CPC oral na FIT, este ultimo alids
mostrando uma relacao significativa do indice com o proprio sistema de graduacédo
de Bryne. Wangsa et al., do Karolinska Institute de Estocolmo, num trabalho
publicado em 2008 e que analisou 76 casos de CPC da lingua movel, encontraram
uma relacdo significativa entre a alta actividade proliferativa expressa pelo padréo
de marcacdo com o anticorpo Ki-67 e uma maior incidéncia de recidiva
locoregional no estadio | apds tratamento primario com cirurgia e ainda uma
relacdo tendencial com a sobrevivéncia global, embora nao significante.

Pich et al. (2004) num estudo de revisdo casuistica representando um total
de 1613 casos de CPC oral referem que, em geral, uma alta actividade proliferativa
do tumor esta associada com um mau prognostico. Cerca de 30% destes casos
(492) foram investigados usando a analise AQNOR. No entanto noutro conjunto de
trabalhos representando um total de 1271 casos a actividade proliferativa celular
no CPC oral ndo demonstrou qualquer valor prognostico, embora nenhum deles
refira a falta de valor progndstico da analise de AQNOR. Este facto pode talvez
significar que a rapidez de proliferacdo celular avaliada e expressa pela

qguantificacdo de AgNOR seja o parametro cinético que melhor se poderia

153



Contribuicéo para o estudo do carcinoma pavimentocelular da mucosa oral.
Factores tumorais de prognostico

correlacionar com a evolucdo do CPC oral. Pich considera finalmente que ha um
grande numero de estudos nos quais ndo se consegue estabelecer uma relacao
significativa entre a actividade proliferativa e o prognaostico.

Esta variagao de resultados pode ter a ver, entre outros factores, com a
localizacdo anatémica do tumor, o tipo de tratamento efectuado, a falta de
uniformidade dos varios métodos de avaliacdo da proliferacdo celular e a sua
prépria leitura, com o local em que a avaliacdo foi efectuada (p. ex. areas de maior
ou menor actividade tumoral) e bem assim com a definicdo e medida da verdadeira

actividade proliferativa do tumor.
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6. CONCLUSOES

1. Quer o estadio pTNM, quer pN evidenciaram neste estudo possuir um
elevado significado progndéstico na sobrevivéncia global, em analise
univariada. pN (pN1 e pN2) mostrou ainda em andlise multivariada
possuir elevado significado progndstico para a sobrevivéncia global. Em
especial pN2 exprime significAncia muito elevada em andlise
multivariada ( Modelo de Cox de riscos proporcionais).

2. Neste conjunto de casos nos estadios Tl e T2 com localizacéao
circunscrita a lingua, todos tratados primariamente com cirurgia, um dos
factores determinantes do progndstico de sobrevivéncia é o estado dos
ganglios cervicais quanto a existéncia ou ndo de metastases.

3. No conjunto dos factores clinicopatolégicos, constata-se o elevado
significado progndstico para a sobrevivéncia de pN, da recidiva tumoral e
da existéncia de tumor na margem de excisao cirirgica. Na verdade os
parametros clinicopatol6gicos com maior importancia foram pN2, recidiva
local, pN1 e tumor nas margens de excisdo, por ordem decrescente de
influéncia. Em andlise multivariada - Modelo de Cox de riscos
proporcionais, os parametros clinicopatolégicos com maior importancia
foram: pN2, recidiva local, pN1 e tumor nas margens de excisdo, por
ordem decrescente de influéncia.

4. O parametro espessura ndo mostrou possuir em analise univariada
significado prognostico, nem na sobrevivéncia global nem na ocorréncia
de recidiva.

5. Os sistemas de graduacgao considerados (Broders, Anneroth-Batsakis e
Bryne), o padréo de invaséo e o indice de marcagdo com Ki-67/MIB1 na
frente invasiva tumoral, ndo provaram neste estudo possuir significado

no prognaostico de sobrevivéncia e no prognadstico de recidiva.

6. A angioinvasédo revelou, neste estudo, possuir um elevado significado
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prognaostico da sobrevivéncia global, em andlise univariada.

7. Ainvasao perineural revelou também, neste estudo, possuir um elevado
significado prognéstico da sobrevivéncia global em analise univariada.

8. Porém quer a angioinvasdo quer a invasao perineural ndo demonstraram
ter significado no progndstico de recidiva, em analise univariada.

9. Existe também uma associacdo estatisticamente muito significativa entre
pN e a angioinvasao.

10. Existe uma tendéncia para que 0S tumores com maior espessura
apresentem angioinvasao e neuroinvasao.

11. H& uma tendéncia para os casos com ganglios positivos apresentarem
valores medianos de espessura superiores (mediana da espessura: NO -
9,8mm; N1 — 13,5mm; N2 — 13,8mm). Nao foi, no entanto, possivel

demonstrar uma relagdo significativa entre a espessura e pN.
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7. COMENTARIO FINAL
PERSPECTIVAS FUTURAS DE INVESTIGACAO

Conjugando a importancia prognostica da invasdo linfovascular na
sobrevivéncia global e na metastizacdo ganglionar cervical, ndo pode deixar de ser
sublinhado o interesse no prosseguimento da investigacao nesta area. Na verdade a
maior parte dos trabalhos incidem apenas sobre o significado progndstico da
metastizacdo cervical (de resto também confirmado neste estudo). Sugere-se um
estudo mais alargado, prospectivo multicéntrico, por forma a definir a influéncia da
invasao linfatica e vascular na sobrevida e seleccionar eventualmente doentes para
quimio-radioterapia adjuvante apés tratamento cirargico ou ainda para uma eventual
terapéutica molecular dirigida.

Finalmente sugere-se que, face aos resultados obtidos neste trabalho, o
objectivo de trabalhos futuros incida no estudo da relagdo da angiogénese e
linfangiogénese com a invaséo linfovascular e desta com a metastizacdo linfatica
regional cervical. Sugere-se também que, sendo o padrdo de metastizacdo linfatica
cervical reconhecidamente previsivel no cancro oral, indiciando um muito possivel
processo linfodependente, se aprofunde o estudo de mediadores biol6gicos bem
como de pressdes selectivas subjacentes. Sugere-se ainda que, no contexto do
estudo dos mecanismos de intravaséo, se investigue o papel promotor das células do
estroma correspondente a transicdo epitelial-mesenquimatosa, onde convergem
células epiteliais destacadas do tumor, mesénquima, fibroblastos, vasos linfaticos e

sanguineos.
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