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RESUMO

O carcinoma epidermoéide (CEB) ¢ a principal neoplasia maligna da cavidade
bucal. A maior incidéncia desse tumor ocorre entre a quarta e sétima década de vida,
sendo que tem sido constatado um aumento no nimero de adultos jovens com esta
patologia em varias regides do mundo. O objetivo deste estudo foi comparar as
caracteristicas anatomo-patologicas e a expressao da endoglina (CD105) em CEBS
dos grupos etarios adultos (< 60 anos) e idosos (>/= 60 anos). Foram utilizadas 27
amostras de CEBs, entre as quais 14 espécimens eram oriundas de pacientes adultos e
13 espécimens de pacientes idosos. Foram comparados os aspectos clinicos, andtomo-
patologicos e os padrdes de neoangiogénese, através da expressdo da glicoproteina
endoglina (CD 105) entre os grupos de adultos e idosos. Os resultados mostraram que
a baixa gradacdo de malignidade, o baixo padrdo de invasdo, o alto grau de
queratinizagdo e o baixo nimero de mitoses no grupo de idosos foram
estatisticamente  significantes para (p<0,03), (p<0,04), (p<0,04), (p<0,04),
respectivamente, quando comparado com o grupo de adulto a neo-angiogénese
avaliada através da quantificacio da expressdo da endoglina ndo apresentou
diferencas estatisticamente significante para (p<0,05) em ambos grupos estudados.
Considerando os resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que os CEBs
de pacientes idosos apresentam menor gradacdo de malignidade e algumas
caracteristicas anatomo-patologicas que sugerem menor agressividade tumoral em
relacdo aos adultos, entretanto, ndo houve alteracdo quantitativa da expressdo da

endoglina entre os grupos analisados.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma espidermoide bucal. Idosos. Endoglina.
Gradagao de malignidade. Neo-angiogénese. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the main malignant neoplasy of the oral
cavity. The higher incidence of this tumor occurs between the fourth and seventh
decade of life, and it has been found a raise in the number of young adults with this
pathology in several regions of the world. The aim of this study was to compare
anatomopathological characteristics and endoglin expression in the groups of adults
(<60 years) and elderly (>/= 60 years). In this study, 27 samples of oral SCC were
analisesd. Of the total, 14 specimens were from adult patients and 13 specimens were
from elderly patients The results showed that a low grade of malignancy, a low
pattern of invasion, The clinical, the anatomopathological aspects and the patterns of
neoangiogenesis, through the expression of endoglin glycoprotein (CD105) in the
groups of adults and elderly, were compared. a high degree of keratinization and a
low number of mitosis in the elderly group were statistically significant at (p<0,03,
p<0,04, p<0,04, p<0,04, respectively). Neoangiogenesis evaluated through of
endoglin expression did not show statistically significant differences in both studied
groups. Based on the presented results, in can be concluded that oral SCC of elderly
patients show lower grade of malignancy and some anatomopathological
characteristics that suggest lower tumoral aggressiveness when compared. However,

quantitative alteration of endoglin expression in the analysed groups was not detected.

Key words: Oral squamous cell carcinoma. Elderly. Endoglin. Grade of malignancy.

Neoangiogenesis. Immunohistochemical.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Envelhecimento e cancer

1.1.1 Aspectos epidemioldgicos

Conforme os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
propor¢do de pessoas com 60 anos ou mais passou de 7,9% em 1992 para 9,1% em
2001 e estima-se que chegue a 16% em 2030. Nas proximas duas décadas, a populagdo
idosa do Brasil podera dobrar, passando de aproximadamente 15 milhdes de pessoas

com 60 anos ou mais de idade para cerca de 30 milhdes (IBGE, 2005).

O envelhecimento populacional no Brasil estd ocorrendo de forma acelerada,
sendo registrado o aumento no niimero de idosos trés vezes maior que o ocorrido na
transi¢do demografica dos paises desenvolvidos. Diferentemente do modo como ocorreu
nos referidos paises, a transicdo demografica brasileira ndo estd ocorrendo em
conseqliéncia de transformacdes estruturais, com melhoria da qualidade de vida, mas de

uma resposta as agdes médico-sanitdrias basicas (CHAIMOVICZ, 1997).

A alteracdo no perfil da populagdo para um contingente maior de idosos
influencia nas condicdes de saude. Ao invés de processos agudos que “se resolvem”
rapidamente através da cura ou do Obito, tipicos nos individuos jovens, tornam-se
predominantes as doencas cronicas, muitas vezes associadas a morbidades e co-
morbidades que implicam em décadas de utilizagdo dos servicos de saude. Sdo
exemplos disto as seqiielas do acidente vascular cerebral, as fraturas apos quedas, as

limitagdes provocadas pela insuficiéncia cardiaca e doenca pulmonar obstrutiva cronica,



as amputacdes e cegueira provocados pelo diabetes, a dependéncia determinada pela

deméncia do Alzheimer e as morbidades causadas pelo cancer (CHAIMOVICZ, 1997).

O cancer atualmente ¢ responsavel por 10 milhdes de morte/ano no mundo, sendo
que a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estima que o nimero de casos aumentara
para 15 milhdes de morte/ano até o ano de 2020 (WHO, 2005). Segundo Parkin et. al.
(2005), um dos motivos para essa estimativa de aumento de morte por cancer é o

envelhecimento populacional que ocorre em paises em desenvolvimento como o Brasil.

Em nosso pais, as estimativas para o ano de 2006 apontam que ocorrerdo 472.050
novos casos de cancer. Conforme os dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), esse
nimero distribui-se de forma heterogénea nas unidades da federacdo e capitais do pais.
Observa-se uma grande variagdo inter-regional na distribuicao das taxas brutas de cancer.
Nesse sentido, as maiores taxas relacionadas ao cancer sdo verificadas nas regides sul e
sudeste, passando pela regido centro-oeste, € as menores taxas nas regides nordeste e

norte. (INCA, 2006a).

De acordo com a relacdo entre as faixas etarias, o niumero de Obitos ¢ a taxa
especificada de morte por cancer na populacdo brasileira entre 1995-1999, pode se
verificar a ocorréncia de um aumento exponencial na taxa especifica de morte por cancer
com o aumento da faixa etaria (INCA, 2006b). Deste modo, o aumento do nimero de
habitantes na faixa etdria de maior incidéncia da maioria dos tipos de cancer, em virtude
da transi¢ao demografica brasileira, podera levar a um aumento expressivo de novos casos

desta patologia nas proximas décadas (MORAES, 1997).



Mesmo que em numeros absolutos, ocorra um aumento da incidéncia de cancer
com a idade existem diferencas na faixa etaria de maior incidéncia de acordo com o tipo
e localizagdo dos tumores no organismo. Com isto, Dix, Cohen e Flanner (1980)
dividiram os tumores em duas classes, segundo a faixa etaria de maior incidéncia. A
primeira classe corresponde a tumores que tem o pico de incidéncia apds os 50 anos e a
segunda classe, a tumores que tém dois picos de incidéncia. O primeiro pico antes dos
35 anos de idade e o segundo, apds os 50 anos. A maioria dos tumores pertence a
primeira classe, enquanto que os linfomas de Hodgkin, a leucemia linfocitica e o

osteossarcoma sdo exemplos de neoplasias da segunda classe.

Segundo Caruso et al. (2004), o aumento no nimero absoluto de cancer ocorre
em pacientes acima dos 65 anos, sendo verificado um plat6 entre 85 e 90 anos de idade.
Apds os 90 anos observa-se um declinio na incidéncia e mortalidade por cancer e
acredita-se que esse fato se deva a uma seletividade de individuos que possuam os

mecanismos de imunidade antitumoral pouco afetados pela idade.

1.1.2 Aspectos Biologicos

O fato da incidéncia absoluta de cancer crescer exponencialmente com a idade
no homem e em outros mamiferos tem desafiado os gerontdlogos na busca de uma
possivel conexao entre o envelhecimento e o cancer. Segundo Anisimov (2003), essa
relagdo entre a maior tendéncia a formagao neoplésica e o envelhecimento nao ocorre
homogeneamente em todo o organismo, pois de acordo com o 6rgao ou tecido do corpo
humano a suscetibilidade a iniciagdo, a promog¢do e a progressdo de tumores pode

aumentar ou diminuir de acordo com a idade do individuo.



A literatura relata que existe uma tendéncia a menor agressividade tumoral em
pacientes idosos, quando comparado com o0s pacientes jovens, no entanto, sdo
constatadas variacdes nesta relagdo de acordo com o tipo e localizagdo tumor. Um
exemplo disto foi a constatacdo de Briggs et al. (1992) que investigaram a relagdo entre
a faixa etdria, o grau de malignidade e o progndstico em céancer superficial de bexiga.
Os resultados mostraram que os pacientes acima de 65 anos tinham trés vezes mais
chances de apresentarem tumores com alta gradacdo de malignidade e progndstico ruim

em relag@o aos pacientes abaixo de 50 anos de idade.

Por outro lado, Diab, Elledg e Clark (2000), analisando o comportamento
biologico de tumores mamadrios de pacientes acima e abaixo de 55 anos, concluiram que
os tumores de pacientes acima de 55 anos apresentaram maior expressdo de receptores
de estrogénio (ER) e altas taxas de células dipldides quando comparado com tumores de
pacientes com idade abaixo dos 55 anos. Estas caracteristicas indicam uma resposta
terapéutica favoravel e um baixo indice de crescimento tumoral em pacientes acima de

55 anos.

Segundo Anisimov (2003), em termos gerais o envelhecimento pode predispor
ao cancer por varios mecanismos: (1) acumulo de mutagdes oncologicas, (2) alteragdes
nos sistemas imune e endocrino e (3) instabilidade gendmica. Krtolica e Campisi
(2002, 2003) sugerem que o aumento da incidéncia de cancer relacionado a idade pode
resultar do efeito sinérgico entre o acimulo de mutagdes genéticas e as alteracdes pro-
oncogénicas que ocorrem em virtude do aumento de células senescentes nos tecidos

com o envelhecimento.



1.1.2.1 Acumulo de mutacoes

O acumulo de mutagdes espontaneas e induzidas por carcindogenos nas células
somaticas durante o envelhecimento € um processo que ocorre comumente no
organismo, possivelmente causado pelo estresse oxidativo enddgeno e por agentes
exdgenos (MARNETT, 2000). Em relacdo a influéncia da idade na sensibilidade
tecidual a incidéncia de mutagdes induzidas por carcindgenos, Anisimov (2003) afirma
que ocorrem diferengas nas taxas de mutagdes e transformacdes neopldsicas em animais
velhos de acordo com o tecido analisado. Em alguns 6rgdos ocorre aumento, diminui¢ao

ou ¢ mantida a sensibilidade ao carcindgeno com o aumento da idade.

O conceito de mutacdes espontaneas ¢ utilizado em estudos com animais,
quando os mesmos ndo sdo submetidos a exposicao adicional de carcindgenos exdgenos
(ANISIMOV, 2003). Hill et al. (2004) avaliaram a relagdo entre a idade, a freqiiéncia e
o tipo de mutagdes espontineas em diferentes tecidos e 6rgdos de camundongos
transgénicos. Os autores observaram que as mutacdes espontdneas aumentavam com a
idade, sendo que as taxas mutacionais eram diferentes em cada tipo de tecido analisado.
Entre o décimo e vigésimo quinto més de vida ocorreu um aumento nas taxas de
mutacoes no tecido hepatico e adiposo, enquanto que nos tecidos cerebral e gonodal

masculino as taxas se mantiveram.

King et al. (1994), analisando as taxas de mutagdes em linfécitos T in vitro,

constataram um aumento nos niveis de mutagdes espontaneas nas células de doadores



com idade mais avancada. O aumento estimado nas taxas de mutacdes espontaneas foi

de 1,33% ao ano, apos os 54 anos de idade.

Segundo Vijg (2000), o aumento das mutagdes espontaneas ou evocadas por
carcinogenos que acompanham o envelhecimento pode induzir a instabilidade
gendmica, aumentar a sensibilidade celular aos carcinégenos e ativar genes promotores
tumorais. A existéncia de inimeras formas de dano ao DNA exige que a célula possua
diferentes mecanismos de reparo do material genético. Os mecanismos mais conhecidos
e estudados sdo o reparo de DNA por excisdo de nucleotideos, o reparo recombinacional

e o sistema de reparo por erro de adi¢ao de nucleotideos (HOEIJMAKERS, 2001).

Goukassian et al. (2000) avaliaram a capacidade de reparo do DNA em danos ao
material genético induzidos por raios UV em fibroblastos de doadores com diferentes
idades. Os autores constataram uma diminuicdo estatisticamente significante (p=0.001)
na taxa de reparo do DNA com o aumento da idade do doador, além de uma redug@o na
expressdo de mRNA para as proteinas que participam do mecanismo de reparo do DNA

(ERCC, PCNA, RPA, XPA, e p53).

Ben Yehuda et al. (2000) sugerem que a diminui¢cdo na fungdo do sistema de
reparo por erro de adicdo de nucleotideos, sistema que repara erros de replicacdo do
DNA, com a idade, conduz a maior instabilidade gendmica em pacientes idosos e este
fato pode ser um dos responsaveis pela maior suscetibilidade a transformagdes malignas

nestes individuos.



1.1.2.2 Metilacdao do DNA nuclear

As alteracdes epigenéticas, principalmente a metilagdo do DNA e a desacetilagdo
das histonas, emergiram recentemente na elucidacdo dos mecanismos biologicos do
desenvolvimento e progressao do cancer (PLASS, 2002). Segundo Richardson (2003) e
Feinberg (2004), as alteracdes referentes a metilacio do DNA com a idade parecem ser
um importante elo entre o cancer e o envelhecimento, pois estudos tém comprovado a
sua a¢do na ativacao de protooncogenes, no silenciamento de genes de supressdo de

tumor e na instabilidade cromossémica.

Com o envelhecimento, sdo constatadas alteragcdes nas taxas de metilacdo do
DNA e, dependendo do tipo de tecido ou gene envolvido, pode ocorrer tanto uma
diminui¢do quanto um aumento na incorporagdo do radical metil na estrutura do DNA.
Um dos principais mecanismos de a¢do da metilagdo no metabolismo celular ¢ a
modulacdo da expressdo génica que ocorre através dos efeitos do grupo metil na ligagao

entre bases nitrogenadas do DNA e na estrutura da cromatina (RICHARDSON, 2003).

Toyota e Issa (1999) consideram que a hipermetilagdo de regides promotoras
CpG ¢ um mecanismo alternativo para o silenciamento de genes supressores tumorais
como o pl6 e o retinoblastoma (pRB) que atuam na oncogénese e de genes
controladores de crescimento e diferenciacao celular, como o do receptor de estrogénio

(ER).

Recentemente Nephew e Huang (2003) sugeriram um modelo para a atuacio
epigenética na iniciacdo e progressdo do cancer. Os pesquisadores postulam que a agdo

da desacetilagdo e metilacdo das histonas resultaria em rearranjo cromossdmico e que,



por outro lado, a hipermetilacao das regides CpG atuaria posteriormente na manutencao

do silenciamento de genes supressores de tumor.

O padrao de hipermetilagdo genética em tumores tem sido extensivamente
estudado nos ultimos anos e os resultados mostram que, dependendo do tipo e
localizagdo do tumor, podem existir diferentes padrdoes de hipermetilacdo de genes
envolvidos na oncogénese, como o pl4, pl5, pl6, O6-metilguanina-DNA
metiltransferase (MGMT) e o gene caderina-E (BAYLIN et al., 2001; RICHARDSON,

2003).

Nos tumores bucais e da regido de cabeca e pescogo t€m sido evidenciada a
presenga da hipermetilacio dos genes p/6 (KRESTY et al, 2002; KULKARNI,
SARANATH, 2004), proteina quinase ativada pela morte (DAPK) e do gene de reparo
de DNA O6-metilguanina-DNA metiltransferase (PURI et al., 2005; KULKARNI,
SARANATH, 2004). Esses resultados indicam que as alteragdes epigenéticas por
metilagdo sdo freqilientes nas lesdes malignas e pré-malignas bucais e possivelmente
atuam na carcinogénese neste sitio do organismo (HASEGAWA et al, 2002;

KULKARNI, SARANATH, 2004).

1.1.2.3 Acumulo de mutacoes do mtDNA

O actimulo de mutacdes no DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ um fendmeno
constatado nos processos de envelhecimento, senescéncia celular e cancer. Esse
acumulo de muta¢des no mtDNA ¢ causado principalmente pelo dano oxidativo gerado

pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas na cadeia respiratoria, e pela



diminui¢do na capacidade de reparo do DNA mitocondrial que ocorre durante o

processo de envelhecimento (WEI et al., 1998).

Hartman et al. (2004) propuseram trés passos para a indu¢do da carcinogénese
através das mutagdes no mtDNA: (1) a disfungdo mitocondrial produzida pelas
mutagdes no mtDNA eleva a produgdo das ROS nas mitocondrias; (2) além de causar
danos no mtDNA, as ROS podem causar instabilidade no DNA nuclear; (3) o acimulo
de ROS na célula pode causar mutacdes em genes de supressdo tumoral e
protooncogenes. Essa instabilidade gendmica causada pelo dano no DNA mitocondrial
e nuclear associado ao acimulo de muta¢des que acompanham o envelhecimento pode

gerar um estado de hipermutabilidade que propicia a carcinogénese.

Recentemente, alguns estudos tém enfatizado a influéncia das ROS e das
mutagdes do mtDNA nos eventos bioldgicos da carcinogénese do cancer bucal (LEE et
al., 2001; SHIEH et al., 2004). Lee et al. (2001) verificaram, ndo somente o aumento de
mutagdes no mtDNA em células de carcinoma epidermodide bucal (CEB), mas em
células da mucosa de pacientes livre de cancer que utilizam o tabaco de mascar, um
habito tipico da cultura indiana. O autor sugere que o acimulo de mutagdes no mtDNA
das células da mucosa oral, em virtude do uso do tabaco, pode ser um importante fator

na iniciagdo da carcinogé€nese para esse fator etiologico.

Shieh et al. (2004), analisaram a prevaléncia de mutagdes no mtDNA em lesdes
pré-malignas e CEBs. Concluiram que ocorre um aumento de 546 vezes na delecao
ocorrida na posi¢ao 4.977 pb do mtDNA em células de lesdes pré-malignas e de 198

vezes em cé€lulas de CEBs comparado as células da mucosa bucal normal.



1.1.2.4 Senescéncia, apoptose e carcinogénese

Desde o descobrimento dos telomeros, por Elizabeth Blackburn em 1978, e da
enzima telomerase, por Carol Greider em 1985, essas estruturas tém sido
extensivamente estudadas em inumeros mecanismos celulares como a manutencdo da
estabilidade cromossdmica, replicagdo celular e imortalizacdo celular. Os telomeros
correspondem a repeti¢cdes de seqiiéncias de nucleotideos TTAGGG posicionadas nas
porcdes finais dos cromossomos, ja a telomerase ¢ uma ribonucleoproteina responsavel
pela adi¢do de seqiiéncias TTAGGG nas extremidades teloméricas (GRANGER et al.,

2000).

A manutencdo da estrutura dos telomeros depende do balango entre a adigdo das
seqiiéncias de nucleotideos pela telomerase e a remog¢ao de nucleotideos a cada ciclo
replicativo. Como em humanos, a maioria das células sométicas pouco expressam a
enzima telomerase, as duplicacdes dessas células implicam no progressivo

encurtamento telomérico (HACKETT, GREIDER, 2002).

A senescéncia celular ¢ caracterizada pela perda da capacidade de divisdo
mitdtica e a longa permanéncia nas fases GO ou G1 do ciclo celular. A célula, quando
atinge a senescéncia, assume caracteristicas morfologicas especificas e apresentam
alteragdes no padrao de expressdao gé€nica e na fisiologia celular, sendo que algumas
dessas alteragdes podem estar envolvidas nos processos de protegdo ou inducdo do

cancer (CAMPISI, 2001).



Segundo Kirkwood e austad (2000), o processo de senescéncia celular em
individuos jovens e adultos atua como um mecanismo de escape para a formacao de
neoplasias a partir de células com instabilidade genética potencialmente oncogénicas. Ja
nas faixas etdrias mais avangadas e nos idosos o acimulo de células senescentes nos
tecidos podem ter um efeito pro-oncogénico. Essa acdo como duplo agente da
senescéncia na inducdo ou protecdo do céancer ¢ considerada como antagonismo

pleiotropico.

Inumeros estudos tém demonstrado a influéncia da disfun¢do telomérica, que
ocorre com o envelhecimento, na ativagao das proteinas de supressao tumoral p53, pRB,
pl6, na inducdo da senescéncia replicativa, na apoptose e na imortalizacdo celular
(STAMPFER, YASWEN, 2003). A senescéncia celular e a apoptose sdo considerados
mecanismos protetores do organismo contra a carcinogénese, sendo que o caminho da
senescéncia, apoptose ou carcinogénese dependerd do nivel de dano ao DNA e do
balango da expressdo de proteinas pro-oncogénicas/de supressdo tumoral e pro-

apoptoticas/anti-apoptoticas (CHEN et al., 2000).

Os teldmeros possuem a fun¢do de manter a integridade gendmica, entretanto,
deste modo disfungdo telomérica pode induzir a formagdo de cromossomos dicéntricos,
translocagdes nao reciprocas e outras anormalidades que conduzem a instabilidade
genomica (MURNANE, SABATIER, 2004). Isto exige que, na fase pré-senescente, as
células estejam com as funcdes da p53, pRB e pl6 em condi¢des de serem ativadas.
Esse parece ser um ponto critico para o destino da célula, pois se as proteinas p53, pRB

e pl6 forem ativadas, a célula podera ser conduzida a senescéncia ou a apoptose. No



entanto, a inatividade dessas proteinas associada a outros eventos bioldgicos poderdo

conduzir essa célula a transformag¢do maligna (DIMRI, 2005).

A célula que apresenta instabilidade genética que ndo segue o caminho da
senescéncia ou apoptose pode caminhar para a imortalidade e transformacao maligna.
Segundo Newbold (2002), tanto a inativagdo das proteinas a p53 e a pRB, quanto a
expressdo de proteinas de manutencdo telomérica, como a telomerase e as proteinas da
via alternativa de alongamento telomérico (ALT), sdo fundamentais para o mecanismo

de imortalizagdo celular e transformagao maligna.

Instabilidade genética

oD
!

p53, p16, pRB

Telomerase
\/ \/ p19, p21 \/ AT

Bax, Bcl-2

Figura 1. Representagcdo esquematica dos caminhos que as células com instabilidade
genética pode seguir de acordo com o balango da expressdo de proteinas de supressdo
tumoral e indutoras de senescéncia: p53, p16, pRB, p19, p21; indutoras de imortalidade e
cancer: telomerase, ALT e pro-apoptoticas: bax, bel-2.



Por outro lado, existem evidéncias que o encurtamento telomérico tem um
efeito de supressdo tumoral. O progressivo encurtamento telomérico, em virtude das
sucessivas divisdes celulares, modula a expressao de proteinas de supressao tumoral como
a p53, pRB e pl6 que atuam nos complexos mecanismos bioldgicos de inducdo da

senescéncia replicativa ou apoptose (ARTANDI, DEPINHO, 2000).

Segundo Feldser, Hackett e Greider (2003), o aumento da instabilidade
cromossOmica gerada pela disfuncdo telomérica ¢ um fator crucial na fase inicial da
carcinogénese, pois recentemente foram constatados varios niveis de disfungdo
telomérica na formagdo das neoplasias intraepiteliais que sdo alteragdes precursoras de

carcinomas.

Gisselsson et al. (2002) investigaram a relagdo entre as anormalidades
teloméricas e as aberragdes cromossdmica em células de neoplasias malignas de cabega
e pescoco. Os resultados mostraram que as células malignas que apresentavam altas
taxas de anormalidades mitdticas e altos niveis de cromossomos dicéntricos também

apresentavam alta prevaléncia de disfun¢do telomérica.

Meceker et al. 2004 avaliaram a prevaléncia de células com disfungdo telomérica
em lesdes precursoras de cancer epitelial (neoplasias intraepiteliais) de diversos sitios
tumorais. As anormalidades teloméricas e mais especificamente do encurtamento
telomérico foram constatadas respectivamente em 97,1 % e 88,6 % dos casos em todos
os sitios analisados. Os autores concluem que existem fortes evidencias do
envolvimento da disfuncao telomérica na indugdo da instabilidade cromossdmica e na

iniciacao dos carcinomas.



1.1.2.5 Envelhecimento e estimulo pro-oncogénico

Outra hipotese para acdo das células senescentes na carcinogénese ¢ o potencial
dessas células em secretar fatores que podem destruir a integridade tecidual e estimular
a prolifera¢do de células malignas. O aumento no niimero de células senescentes em
orgdos e tecidos associado a maior liberagdo de fatores de degradacao tecidual por estas
células pode conduzir a0 mau funcionamento dos 6rgaos e eventualmente ao declinio da
funcdo do organismo (SCHWARTSBURD, 2004). Depinho (2000), Ktrorica e Campisi
(2002) sugerem também que o actimulo das células senescentes nos tecidos, com o
envelhecimento, pode criar alteragdes no estroma tecidual que estimulam a proliferagdo

de células neoplésicas.

Krtorica et al. (2001) investigaram o comportamento de linhagens de células
neoplésicas e pré-neoplasicas de origem epitelial em cultura de fibroblastos jovens e
fibroblastos senescentes. Foi constatado um aumento da proliferacao das células pré-
neoplasicas nas culturas de fibroblastos senescentes em relacdo as culturas de
fibroblastos jovens. Nas culturas de fibroblastos senescentes também foi constatado
uma maior progressdo das células pré-neopldsicas no caminho da transformacdo
maligna. Os autores concluiram que as células senescentes criam um ambiente que pode

estimular a progressao de células tumorais.

Segundo Schwartsburd (2004), os idosos tém dificuldade em combater
patdogenos devido a imunossupressdao, o que favorece a persisténcia de processos
infecciosos e o estabelecimento de processos inflamatérios cronicos. Os autores

sugerem que esta situacdo pode estimular a criagdo de um ambiente tecidual pro-



oncogénico por dois mecanismos: (1) irritagdo cronica de patdgenos que resistem a
defesa do organismo, (2) acdo dos metabdlitos do processo inflamatdrio cronico. Outro
fator ¢ desregulacdo da producdo de citocinas e mediadores quimicos do processo
inflamatorio com o envelhecimento. Ocorre um aumento da producao de moléculas pro-
inflamatorias envolvidas na carcinogénese como a prostaglandina E (PGE), a

cicloxigenase 2 (COX-2), a metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) e as ROS.

As alteracdes na matriz extracelular com o envelhecimento tém sido propostas
como uma das possiveis causas do aumento da incidéncia de carcinomas em fungdo a
idade. Segundo Ktrorica e Campisi (2003), o aumento na liberacdo de citocinas e de
fatores de crescimento, o acumulo de células senescentes no ambiente tecidual e as
alteracdes da matriz extracelular com o envelhecimento podem atuar sinergicamente
com o acumulo nas taxas de mutacdes celulares no sentido de criar um estado pro-

oncogeénico.

1.1.2.6 Imunosenescéncia e cancer

A resposta imunoldgica do hospedeiro ao cancer pode envolver tanto a
resposta imune adaptativa especifica para antigenos presentes nas células malignas
quanto uma resposta inata para as caracteristicas que sao proprias dessas células. A
resposta imune especifica ocorre em virtude da expressdo de antigenos tumorais:
proteinas mutadas originadas da expressdo de oncogenes (p53, Ras...), proteinas
normais superexpressas (tirosinase, gpl100), produtos de virus oncogénicos (papiloma

virus, E6, E7...) e proteinas induzidas pelo estresse (MICA, MICB). Ja a resposta imune



inata antitumoral compreende principalmente a acdo dos mondcitos, neutrdfilos e

células dendriticas (NAKACHI et al., 2004).

A imunosenescéncia ¢ caracterizada por modificagdes da imunidade humoral e
citotoxica relacionadas ao envelhecimento e acredita-se que esse processo influencie na
diminui¢dao da imunidade antitumoral com o avango da idade (URBAN, SCHREIBER,

1984; WIN, UENAKA, NAKAYAMA 2002; NORIAN, ALLEN, 2004).

Segundo Urban e Schreiber (1984) ratos velhos tém menos habilidade em
produzir defesa citotoxica antitumoral. Em seu estudo foi demonstrado que esse defeito
pode ocorrer em virtude da baixa responsividade das células precursoras de células T
tumor- especificas (Lyt-2"). Win, Uenaka e Nakayama (2002) e Haynes et al. (2004)
também afirmam que em ratos velhos ocorre deficiéncia na produgdo de resposta
citotoxica. Os autores sugerem que este fato pode ocorrer devido a diminui¢do da
capacidade proliferativa e redu¢do na sintese de interleucina-2 (IL-2) pelas células T

CD4",

Outra evidéncia na alteracdo da resposta antitumoral com o envelhecimento ¢ a
capacidade reduzida dos macréfagos velhos em sintetizar o fator de necrose tumoral
(TNF), a interleucina-1(IL-1) e o 6xido nitrico (NO). Essas sao moléculas efetoras na
inibicao do crescimento tumoral e na destrui¢ao das células tumorais (WALLACE et al.,

1995).

Win, Uenaka e Nakayama (2002), Norian ¢ Allen (2004) afirmam que as células T

+ ~ ~ . ‘A . . ,
CD8" ndo apresentam uma reducao populacional ou deficiéncias intrinsecas na



citotoxicidade com o envelhecimento. Por outro lado, Messaoudi (2004) sugerem que
com a idade, ocorre a perda funcional da expansao clonal de células T CD8" na resposta

antiviral e antigénica.

Plowden et al. (2004) demonstrou que as células T CD8" de ratos velhos ndo
apresentam defeitos na inducdo proliferativa por antigenos, quando estimuladas por
células apresentadoras de antigenos (APCs) de ratos jovens. Entretanto, as células T
CDS8" de ratos jovens exibem uma reduco na expansio proliferativa e uma significante
diminui¢do da producdo do Interferon gama (IFN- 7y), quando estimuladas por APCs de
ratos velhos. Os autores sugerem que as APCs velhas sdo defeituosas na expressao de
moléculas co-estimuladoras e na secrecao de citocinas que podem influenciar na

deficiéncia de estimulagdo e da expansio clonal das células T CDS".

Mesmo com resultados adversos na literatura, a maioria dos estudos relatam que
os idosos apresentam um aumento na populacdo das células natural killer (Nks) no
sangue periférico. Entretanto, paralelamente a esta constatacdo, tem se verificado que
com o avan¢o da idade ocorre uma diminui¢do na citotoxicidade dessas células
(SOLANA, MARIANI, 2000). Essa diminui¢do na citotoxicidade tem sido atribuida a
uma menor capacidade de ligagdo a antigenos, incluindo os antigenos especificos de
células tumorais, (DUSSAULT, MILLER, 1994) e a menor capacidade de secrecdo de

perforinas (RUKAVINA et al., 1998).



1.2 Cancer bucal

O CEB corresponde a 95% das neoplasias malignas da cavidade bucal, sendo
que sua maior prevaléncia ocorre em individuos de meia idade (40 anos) e idosos, com
predilecdo pelo género masculino, em relagdo ao feminino (NEVILLE, DAY, 2002). A
estimativa de incidéncia de cancer para o ano de 2006, no Brasil, indica o tumor de
cavidade oral como o 8° mais freqiiente entre os homens (10.060 novos casos) e 0 9°
entre as mulheres (3.410 novos casos). No Rio Grande do Sul a estimativa da incidéncia
de novos casos de cancer bucal para o ano de 2006 ¢ de 800 novos casos entre homens e

220 novos casos entre mulheres (INCA, 2006).

As lesdes pré-malignas do CEB inicialmente podem assumir o aspecto clinico
em forma de uma placa branca (leucoplasica) ou avermelhada (eritroplasia). A condi¢do
de lesdo maligna pode apresentar-se clinicamente como ulceragdes com bordas
endurecidas de fundo necrético e dolorosa ou ainda como uma lesdo exofitica vegetante

indolor (NEVILLE et al., 1998).

O cancer ¢ considerado uma doenca multifatorial relacionada a fatores
intrinsecos como a idade, o género, a raga, o sistema imunologico € o componente
genético. Os fatores extrinsecos mais associados ao cancer bucal sdo o alcoolismo, o
tabagismo, a radiagdo solar, os fatores ocupacionais e os agentes biolodgicos, sendo o
tabagismo e o alcoolismo os principais fatores de risco do cancer no sitio intrabucal. O
tabaco possui 60 substancias com reconhecida agdo carcinogénica € 0 seu uso cronico
esta relacionado com 80 % dos individuos com cancer bucal. Ja o alcoolismo crénico,

principalmente de bebidas destiladas, esta associado ao alto indice de neoplasias de



assoalho bucal, lingua e faringe. O élcool associado ao tabaco suscita um efeito
sinérgico no potencial carcinogénico, aumentando consideravelmente o risco de
desenvolver o cancer bucal em relagdo ao uso somente do tabaco ou do alcool

(NEVILLE et al., 1998; OGDEN, 2005).

Com o avango dos estudos sobre o comportamento tumoral foram estabelecidos
alguns parametros clinicos e biologicos, a fim de indicar a extensdo, o comportamento e
o prognostico da doenca. O estadiamento clinico TNM preconizado pelo American
Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela International Union Against Cancer (UICC)
¢ comumente utilizado para a avalia¢do da extensdo e do prognostico do CEB, onde T ¢é
a medida do tumor primario, N ¢ a presenca de metastase em linfonodos regionais e M a

presenca de metéstases a distancia (UICC, 2005).

A utilizagdo da gradagdo histoldégica como indicador de comportamento
bioldgico tumoral foi preconizada por Broders 1941. Entretanto, Arthur e Fenner em
1966 foram os primeiros a sugerir um escore de malignidade para o CEB. Depois de
diversas sugestdes de modificacdes nas variaveis do escore de malignidade proposto por
Arthur e Fenner em 1966, Anneroth, Batsakis e Luna em 1987 propuseram um sistema
de escore de malignidade de facil reprodutibilidade que tem sido utilizado como
referéncia nos estudos que envolvem a caracterizagdo da gradagdo de malignidade para

o cancer bucal (MARTINS, 2001).

Bryne et al. (1989) e Bryne et al. (1992) propuseram um sistema de gradacao de
malignidade para o CEB onde as caracteristicas histopatoldgicas analisadas no sistema

de graduacdo de malignidade preconizado por Anneroth, Batsakis e Luna (1987) sejam



realizadas na linha de invasdo tumor. Esses autores sugerem que esta regido representa
melhor o comportamento bioldgico em relacdo a agressividade tumoral, a presenca de
metastases regionais e a distancia, e a sobrevida do paciente do que a regido central dos

tumores.

Com o avanco das pesquisas biogerontologicas e oncogeridtricas tem se
procurado verificar alteragdes comportamento tumoral de acordo com a idade do
paciente. Em relacdo ao cancer bucal, recentes estudos sugerem um aumento da
incidéncia de CEBs em pacientes adultos jovens (<45anos) em varias regides do mundo
como nos Estados Unidos (MYERS et al., 2000), na Escandinavia (ANNERTZ et al.,
2002) e na Tailandia (IAMAROON et al., 2004). Esses estudos tém procurado analisar
os aspectos clinico-patologicos das neoplasias malignas bucais que acometem os
pacientes adultos jovens, comparado-os com outras faixas etdrias, principalmente no
que tange ao aumento da incidéncia, etiologia, comportamento tumoral, protocolos

terapéuticos e respostas ao tratamento.

Kuriakose et al. (1992) compararam os aspectos clinicos-patolégicos de CEBs em
pacientes indianos adultos (< 60 anos) e idosos (60 anos). Nos pacientes jovens
ocorreram maior prevaléncia do género feminino, predominio de lesdes invasivas no
sitio lingual e rapido desenvolvimento de metastases regionais. Em contraste, nos
pacientes idosos o género masculino, as lesoes exofiticas nos sitios jugal e gengival e o

desenvolvimento de metastases regionais tardias foram mais prevalentes.

Siegelmann-Danieli et al. (1998) compararam os aspectos clinicos-patologicos

de 30 CEBs de pacientes abaixo de 45 anos ¢ 57 CEBs de pacientes acima de 46 anos.



As varidveis analisadas foram o consumo de alcool, o tabagismo, a recorréncia tumoral
e a sobrevida livre de cancer em 5 anos. O consumo de alcool e tabaco esteve presente
em 40% em adultos jovens (<45 anos) e em 80% dos pacientes acima dos 46 anos,
entretanto, ndo foi encontrada relacdo estatisticamente significante na recorréncia

tumoral e na sobrevida livre de cancer em 5 anos entre as grupos etarios analisados.

Friedlander et al. (1998) compararam o comportamento clinico de CEBs do sitio
lingual oriundos de pacientes adultos jovens (<40 anos) e idosos (>65 anos). Em
pacientes adultos jovens a recorréncia tumoral foi de 44% enquanto que nos idosos foi
de 22%. Os resultados referentes a sobrevida de 5 anos sem doenca e a presenca
metastases a distancia ndo evidenciaram diferencgas significativas entre os grupos

pesquisados.

Verschuur et al. (1999) analisaram 185 carcinomas da regido de cabega e
pescoco de pacientes com idade abaixo de 40 anos e acima de 40 anos. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferengas estatisticamente significantes na morte
especifica por cancer em 5 anos em pacientes abaixo e acima de 40 anos, entretanto os
individuos acima de 40 anos tiveram maior recorréncia tumoral e menor sobrevida no
tempo de seguimento do estudo. Pitman et al. (2001) em seu estudo avaliando a
recorréncia tumoral apds 3 anos do tratamento cirurgico em pacientes com CEBs de
lingua com idade abaixo e acima de 40 anos sugerem que nao ha necessidade de

alteragdo de protocolos de tratamento do CEB em virtude da idade do paciente.

Yamazaki et al. (1997) estudaram a influéncia da idade na recorréncia local e

morte por tumor ¢ de 152 CEBs de lingua em pacientes submetidos ao tratamento



cirirgico associado a radioterapia. Os autores encontraram diminui¢do significante
(p=0,003) na recorréncia local dos tumores em idosos (62 %/> 65 anos) quando
comparado ao grupo controle (90 %/< 65 anos) e a menor incidéncia de morte associada
ao tumor em idosos (75 %) em relagdo ao grupo controle (93 %), considerando 10 anos
de seguimento (p=0,02). Foi concluido também que a idade pode ser um fator predictivo

importante para a recidiva tumoral local em CEB de lingua.

Perussi et al. (2002) avaliaram os aspectos clinicos de 562 CEBs de pacientes
idosos do estado de Sao Paulo. A relagdo masculino:feminino foi de 3:1 em pacientes
com 60 anos ou mais, enquanto que pacientes abaixo de 60 anos de idade, esta relacao
foi de 8:1. O sitio lingual foi predominante em ambos grupos etarios pesquisados. Nao
foram observadas diferengas na percentagem de dbitos entre jovens e adultos no periodo
entre seis meses € cinco anos de seguimento. Os autores sugerem que em virtude da
maior incidéncia de morte por doencas cronico-degenerativas em idosos, esse aspecto
pode ser um fator confundidor para a analise dos resultados sobre morte especifica por

cancer.

Popovtzer et al. (2004) analisaram o comportamento biologico e o curso clinico
do CEB de lingua em pacientes jovens. Os autores concluiram que em pacientes jovens,
existem dois padroes distintos de agressividade e prognostico: 1) padrao extremamente
agressivo com taxa de mortalidade de 40% em dois anos, comparado com 10 % de
mortalidade nos idosos 2) padrao indolente, com sobrevida livre de doengas tumor-

especifica de 15 anos, semelhante ao curso clinico dos carcinomas bucais em idosos.



Sasaki et al. (2005) analisaram os aspectos clinicos e patologicos de CEBs de
lingua em pacientes com idade abaixo de 40 anos. Os resultados encontrados ndo
mostraram diferenga no progndstico dos tumores em pacientes abaixo e acima de 40
anos. Os autores afirmam que o estadiamento clinico e o modo de invasao sdo os fatores

mais importantes do que a idade no prognostico destes pacientes.

Os estudos sobre as diferengas biomoleculares dos CEBs em adultos jovens e
idosos ainda sdo escassos. Regezi et al. (1999) analisaram as alteragdes na expressao de
proteinas do ciclo celular p53, p21, pRB e MDM2 em CEBs da regido lateral de lingua
de pacientes com idade abaixo de 35 anos e acima de 75 anos. Os resultados
evidenciaram que as proteinas p53, p21, pRB e MDM2 estao super expressas em CEBs
laterais de lingua, entretanto, ndo foram verificadas diferencas na expressdo dessas

proteinas entre as faixas etarias analisadas.

1.3 Angiogénese e cancer

A acdo da angiogénese na biologia tumoral foi preconizada por Folkman em
1971. Naquela ocasido o pesquisador afirmou que ‘“as células tumorais liberam
substancias que induzem a migracdao de vasos sanguineos do tecido adjacente para o
interior da massa tumoral”. Esta teoria foi inicialmente refutada pela comunidade
cientifica, entretanto, a partir do avanco nos estudos envolvendo a identificacdo dos
fatores angiogénicos e a biopatogénese tumoral nas décadas de 80 e 90, a teoria de
Folkman foi paulatinamente aceita. Atualmente, existem evidéncias experimentais e
clinicas de que a microvasculatura tumoral exerce importante fungcdo na progressao,

crescimento, metastase, laténcia e apoptose de células tumorais (MAKHNI, 2003).



Segundo Folkmann (1990), a maioria dos tumores e metdstases originam-se
como pequenas estruturas celulares avasculares que induzem a neoformagdo vascular,
apdés poucos milimetros de tamanho. Polverini (2002) postula que a angiogénese
tumoral pode ter diversas origens: a) expansdo dos vasos do hospedeiro para o espago
intratumoral; b) formacao de vasos tumorais, a partir do estimulo as células endoteliais
pré-existentes no tecido adjacente ao tumor c¢) formacao dos vasos tumorais, a partir de

precursores endoteliais embrionarios (vasculogénese).

Stoll et al. (2003) analisaram, através de modelos matematicos, os resultados dos
estudos que envolvem a contribuicdo do endotélio pré-existente no tecido adjacente ao
tumor e das células progenitoras endoteliais embriondrias derivadas da medula dssea na
angiogénese tumoral. Os autores concluiram que a participacdo do componente celular
endotelial local na angiogénese tumoral ¢ significantemente maior do que dos

precursores endoteliais embrionarios.

Segundo Gasparini (1999), ocorrem diferencas estruturais nos vasos
intratumorais em relagdo aos demais vasos sanguineos do organismo. Geralmente a
arquitetura vascular tumoral ¢ caracterizada pela pobre diferenciagdo endotelial, ma
formacdo da membrana basal, fragilidade capilar e tortuosidades. O autor salienta que
essas peculiaridades da estrutura vascular intratumoral tém sido uma barreira para o

controle e efetividade da terapia anti-angiogénica.

Nas ultimas décadas, inumeros estudos foram desenvolvidos a fim de

correlacionar os fatores angiogénicos e a densidade vascular do tumor com os aspectos



clinicos-patolégicos dos tumores (FOLKMAN, 1990; ALBO et al, 1994
SCHIMMING, MARME, 2002; SCHIMMING et al., 2004 ¢ NAGATSUKA et al.,
2005). Depois do emprego de diversas propostas metodoldgicas para a quantificacdo da
vasculatura intratumoral, as 4areas de maior densidade vascular (hot spots) foram
consideradas as areas preferenciais para a quantificacdo da densidade vascular dos
tumores (VERMEULEN et al, 1996, VERMEULEN et al., 2002). Weidner et al.
(1991) descreveram o método de escolha dessas arcas de maior densidade vascular
intratumoral e desde entdo essa metodologia tem sido padronizada para estudos que

objetivam a quantifica¢do vascular intratumoral.

Em virtude dos diferentes resultados encontrados nos estudos envolvendo
angiogénese tumoral e o avanco dos testes de medicamentos anti-angiogénese tumoral,
nos anos de 1996 e 2002 foram realizados o primeiro ¢ o segundo Consenso
Internacional de Metodologia e Critério de Avaliacdo em Quantificagdo de Angiogénese
em Tumores S6lidos Humanos. Os principais problemas levantados nos estudos sobre a
angiogénese foram a falta de padronizagdo da metodologia empregada na escolha do
marcador imunoistoquimico, na selecdo das areas de maior densidade vascular, no
método de contagem e na variagdo intra-observador e interobservador (VERMEULEN

etal, 1996; VERMEULEN et al., 2002).

Os marcadores endoteliais CD31, CD34, Fator VIII, RW 200 ¢ CD105 sdo os
mais utilizados na andlise de microvasculatura tumoral através da técnica
imunoistoquimica (VERMEULEN et al., 2002). Entretanto, recentemente Fonsate et al.
(2003) indicam a endoglina (CD105) como o marcador endotelial mais indicado no

monitoramento terapéutico do tratamento anti-angiogénico em neoplasias malignas e



salientam que inimeras pesquisas evidenciam esse marcador como um importante fator
de prognostico para a presenga de metdstases regionais e sobrevida dos pacientes

oncolégicos.

A endoglina (CD105) é uma glicoproteina expressa no endotélio angiogénico
peritumoral e intratumoral e a sua acdo estd relacionada a ativagdo da proliferacao
endotelial (FONSATII et al., 2003). Segundo Schimming e Marme (2002), Schimming
et al. (2004) e Nagatsuka et al. (2005), a endoglina ¢ o marcador endotelial com melhor
especificidade para avaliagio do padrdo da angiogénese em CEBs, pois esta
glicoproteina esta envolvida no processo de indu¢do da neovascularizagdo. Deste modo,
esta caracteristica permite uma melhor avaliagdo do estado proliferativo da vasculatura

tumoral.

Nas ultimas décadas tem sido investigada a relagdo entre a angiogé€nese
intratumoral e a iniciagdo e progressdao do CEB, bem como o uso do tabaco, o consumo
de alcool, a agressividade tumoral, a producao de metastases, a sobrevida do paciente, a

resposta ao tratamento e a recorréncia tumoral (HANNEN, RIEDIGER, 2004).

Albo et al. (1994) avaliaram a relagdo entre o grau de angiogénese intratumoral e
os aspectos clinicos de carcinomas de cabega e pescoco. Os resultados mostraram que a
microdensidade vascular (MDV) pode ser utilizada como fator de progndstico
independente para a recorréncia tumoral e a presenca de metdstases regionais. Os
autores sugerem ainda que a MDYV intratumoral pode ser util na triagem de pacientes

que necessitam de terapia agressiva.



Alcade et al. (1997) analisaram a correlacdo entre a angiogénese e a presenca de
metastases regionais de 55 CEBs. Os autores encontraram uma correlacdo significante
entre a MDYV intratumoral e a presenca de metéstases regionais. Em semelhante estudo
Artese et al. (2001) relacionaram a MDYV intratumoral com a gradacdo histologica e a
presenga de metastases regionais em 52 casos de CEBs. Foi verificada que a alta MDV
foi relacionada com os carcinomas que apresentavam pouco grau de diferenciacdo e

positivos para metastases regionais.

Macluskey et al. (2000) analisaram as taxas de angiogénese na mucosa bucal e
na progressao do cancer bucal. O padrao de angiogénese foi verificado em espécimens
da mucosa normal, em tecido displasico e no CEB. A angiogénese aumentou
significamente (p=0.0001) no sentido da progressdo do carcinoma bucal tendo como
referéncia a mucosa normal. Segundo os autores estes resultados evidenciaram a

importancia da angiogénese na progressao do cancer bucal.

Lopez-Graniel et al. (2001) estudaram a correlacdo entre a MDYV intratumoral e
as variaveis, estadiamento clinico TNM, recorréncia tumoral e presenga de metastases
regionais em 33 amostras de CEBs. Foi encontrada correlacdo estatisticamente
significativa entre a alta MDV e a recorréncia tumoral, a presenca de metastases
regionais e o tamanho do tumor. No entanto, TAE et al. (2000), ao avaliar 57 biopsias
de pacientes com carcinomas de cabeca e pesco¢co sendo que 19 amostras eram de
CEBs, ndao encontraram uma correlagdo significativa entre a MDV intratumoral, o

estadiamento TNM e a presenca de metéastases regionais.



Schimming et al. (2004) analisaram a expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o marcador vascular de neo-angiogénese CD105 em 51
CEBs. A quantificacdo da expressio do VEGF ndo mostrou relacdo estatisticamente
significativa com o estadiamento TNM dos tumores. No entanto a marcacdo da CD105
apresentou correlagdo significativa com o estadiamento TNM, onde os tumores com
estadiamento T1 possuiam uma menor taxa de neovascularizagdo do que os tumores

com os estadiamentos T2, T3 e T4.

1.4 Angiogénese e envelhecimento

A neoformagdo vascular ¢ um importante evento bioldgico na manutencdo da
fisiologia do organismo, na inflamagdo, na reparagdo tecidual e também estd envolvido
em inimeras patologias como o cancer, retinopatia diabética, artrite reumatoide e doengas
vasculares. Os vasos sanguineos tém a funcao de prover o aporte de nutrientes, oxigénio e
sinalizadores hormonais contidos no sangue que atuam no controle das atividades

celulares sejam fisiologicas ou patologicas (DISTLER et al., 2003).

Existem dois processos distintos de neoformagao vascular: a vasculogénese e a
angiogénese. A vasculogénese ocorre principalmente na fase embrionaria onde os
plexos capilares se originam de precursores endoteliais de origem mesodérmica. Na
angiogénese, a formacao das novas células endoteliais da-se a partir de vasos pré-
existentes nos tecidos e isto ocorre tanto na fase embrionaria como na vida pds-natal
(LUTTUN, CARMELIET, 2004). A angiogénese ¢ um processo complexo que envolve
as fases de proliferacdo, migracao e diferenciagdao endotelial. Em todas essas fases

existe um orquestramento especifico de eventos celulares e moleculares, sendo que a



formacao vascular dependerd do balanco das agdes pro-angiogénicas e anti-

angiogénicas (GUPTA, QIN, 2003).

Além das inumeras alteracdes fisiologicas que ocorrem com o envelhecimento,
tem-se evidenciado experimental e clinicamente a diminui¢do da capacidade de
neoformacao vascular com o avango da idade (PUOLAKKAINEN et al., 1995). Essa
menor capacidade de neoformagdo vascular com o envelhecimento tem sido atribuida
principalmente a diminuicdo da capacidade proliferativa endotelial e a diminuigdo na

expressao de fatores pro-angiogénicos (SADOUN, REED, 2003).

Os estudos de Phillips e Stone (1994) verificaram que com o envelhecimento a
menor capacidade de neovascularizagdo na reparagdo tecidual pode ocorrer em virtude
da diminui¢do da capacidade proliferativa e migracdo celular endotelial em resposta ao
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Do mesmo modo, Reed et al.
(1998) constataram uma diminui¢do na expressdo do colageno tipo 1 e do fator de
crescimento e transformacgdo-1 beta (TGF-1beta) no tecido neo-angiogénico subcutaneo

de ratos velhos em relagdo a ratos jovens.

Rivard et al. 1999 analisaram a expressio do VEGF e das taxas de
neovascularizacao colateral por meio de uma isquemia induzida na arterial femoral de
coelhos. Foi constatado que nos animais velhos ocorreu uma menor taxa de angiogénese

e menor expressao do VEGF, quando comparado aos animais jovens.

Segundo o experimento de Sadoun e Reed (2003), a alteragdo na capacidade

angiogénica com o avan¢o da idade ocorre devido a baixa expressao do TGF-1 e do



VEGF além da alta expressdo da tromboplastina-2 (TSP-2). AGAH et al. (2004)
estudaram o efeito do envelhecimento na expressdo das proteinas TSP-2 e
metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2). Os resultados mostraram que com o
envelhecimento ocorre aumento da expressdo dessas proteinas na regido da
neoformagdo vascular. Os autores sugerem que a super expressao dessas proteinas
podem colaborar para a diminui¢do da capacidade de neoformacgdo vascular com a

idade, pois elas possuem efeitos inibidores no processo angiogénese.

Shimada et al. 2004 investigaram os efeitos do envelhecimento na angiogénese e
vasculogénese em camundongos mutantes klotho (KL). Esses camundongos alterados
geneticamente sdo considerados modelos animais para estudos sobre o envelhecimento.
A partir de uma isquemia induzida em camundongos KL e camundongos normais, foi
verificada a supressdo da angiogénese, a diminuicdo da enzima 6xido nitrico sintetase
produzida pelo endotélio vascular e a diminui¢ao da incorporagdo de células precursoras
de endotélio da medula 6ssea vermelha (vasculogénese) no grupo experimental em
relacdo ao controle. Os autores concluem que ocorre diminui¢do na neo-angiogénese e

vasculogénese no modelo animal de estudo do envelhecimento

Até entdo a relagdo entre o potencial angiogénico, crescimento tumoral e o
envelhecimento foi pouco explorada na literatura. Walmsley et al. (1987) analisaram o
padrao de crescimento tumoral e neoformacdo vascular em tumores originados de
linhagens de células malignas (melanoma B16 e F10) implantadas em ratos jovens e
ratos velhos. Os resultados mostraram que em ambos tumores formados a partir das
duas linhagens de melanomas investigadas presentes nos ratos velhos ocorreram

menores crescimento tumoral, densidade vascular e padrao de invasao tecidual. A maior



tortuosidade do limen vascular também foi encontrada nos tumores presentes nos ratos

velhos em relagdo aos ratos jovens.

Kreisle et al. (1990) investigaram o padrdo de crescimento tumoral e a neo-
angiogénese na formagdo tumoral a partir de linhagem de células de melanoma (B16) e
fibrossarcoma (SP1) implantadas em ratos jovens e velhos. O volume tumoral foi menor
nos ratos velhos em relagdo aos jovens para o melanoma B16, entretanto, para o
fibrossarcoma nao houve alteracao no volume tumoral em ambas idades analisadas. Em
relacdo a neo-angiogénese, foi verificada uma diminui¢ao no grupo dos ratos velhos em

relacdo aos ratos jovens nas duas linhagens de tumores analisados.

Pili et al. (1994) estudaram as alteragdes no padrdo de crescimento tumoral e na
neo-angiogénese intratumoral de acordo com a idade do hospedeiro. Células tumorais
da linhagem de melanoma B16 foram injetadas em camundongos jovens e velhos. Foi
constatado que nos hospedeiros jovens os tumores tiveram maior tamanho e maior
vasculariza¢do do que nos tumores de hospedeiros velhos. Os tumores nos hospedeiros
velhos também apresentaram baixa taxa de sintese de DNA e quando esses eram

transferidos para os hospedeiros jovens, ocorria um rapido crescimento tumoral.

Donin et al. (1997) avaliaram o padrao de crescimento de tumores originados
de linhagens de células de melanoma B16 e de uma linhagem de melanoma altamente
agressivo (B16/Col/R) implantados em camundongos jovens ¢ de meia idade. Em
ambas linhagens tumorais ocorreu um maior crescimento tumoral em camundongos
jovens em comparagcdo aos de meia idade, sendo que na linhagem de melanoma

B16/Col/R, a redugdo no crescimento tumoral nos camundongos de meia idade foi seis



vezes maior do que em camundongos jovens, enquanto que na linhagem B16 a reducdo

foi de apenas duas vezes.

Considerando os conhecimentos disponiveis na literatura e descritos até aqui
torna-se evidente que ainda hd muitos eventos bioldgicos que ocorrem durante o
envelhecimento a serem estudados e compreendidos. A literatura sobre as agdes do
envelhecimento nos tecidos bucais ¢ escassa e muitas vezes as pesquisas odontolégicas

ndo tém acompanhado a evolugdo do conhecimento gerontolégico.

A neo-angiogénese que sofre alteracdes em sua dinamica em diversos 6rgaos e
tecidos do organismo com a idade, mas que pouco se sabe sobre o efeito do

envelhecimento na neo-angiogénese nos tecidos bucais ou mesmo no cancer bucal.

A angiogénese tem sido apontada como um importante fator de prognostico
para o cancer bucal, com isso achamos importante avaliar a influéncia do
envelhecimento nas taxas de neo-angiogénese. Acreditamos que os resultados desse
estudo sejam importantes para se sugerir a necessidade de ajustes nos resultados
quantitativos da angiogénese em virtude da idade do paciente. Além do que, os
resultados gerados nesse estudo pode nos ajudar a compreender melhor a influencia da

angiogénese no comportamento CEBs em individuos adultos e idosos.



1.5 Proposicio geral

Investigar, através da técnica de imunoistoquimica, a presenca da glicoproteinina

(CD105), sua relagdo com a neo-angiog€nese intratumoral e os aspectos clinico-

patologicos do carcinoma epidermode bucal em adultos e idosos.

1.5.1 proposicoes especificas

- Comparar as taxas de neo-angiogénese tumoral no carcinoma epidermdide

bucal entre pacientes adultos e idosos.

- Investigar a relacdo entre a neo-angiogénese do carcinoma epidermdide bucal e

os aspectos clinico-patologicos nos grupos de individuos adultos e idosos.

- Analisar os aspectos andtomo-patologicos dos carcinomas epidermodides bucais

em adultos e 1dosos.



MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos bioéticos

A presente investiga¢do estd em conformidade com as Diretrizes e as Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Resolugdo CNS 196/96).
O projeto de pesquisa deste estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Programa
de Pés-Graduagio em Gerontologia Biomédica da PUCRS e pelo Comité de Etica em

pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS (Protocolo nimero 403/05 - Anexo 1).

2.2 Amostras investigadas

Esta investigacao foi desenvolvida a partir de 27 amostras de carcinoma
epidermoide bucal (CEB), procedentes do Laboratério de Patologia Clinica Dr. Zanol e
do Servigo de Estomatologia Clinica da Faculdade de Odontologia da PUCRS.

Os critérios de inclusdo das amostras neste estudo seguiram a orientacdo de

Kowaslky et al. (1999) adaptada:

a)  Tumor primario em cavidade bucal com diagnostico confirmado por exame
histopatologico.

b)  Pacientes nao submetidos a tratamento prévio (quimioterapia e/ou
radioterapia).

c¢) Disponibilidade de fragmentos do tumor em blocos de parafina em condigdes

de processamento imunoistoquimico.



2.3 Variaveis

2.3.1 Variaveis descritivas

As variaveis descritivas do estudo s3o: a faixa etaria, onde o grupo dos adultos
foi constituido por individuos com idade abaixo dos 60 anos, aqueles pacientes com 60
anos de idade ou mais constituiram o grupo dos idosos, o género (masculino ou
feminino), o sitio de localizacdo (1-lingua, 2-assoalho, 3-mucosa jugal, 4-gengiva, 5-
palato duro, 6-area retromolar) e a gradagdo de malignidade. Os dados relativos a idade,
ao género e a localizagdo foram coletados nas fichas clinicas dos pacientes. A varidvel

grada¢do de malignidade foi estabelecida segundo a descri¢do do item 2.4.

2.3.2 Variavel experimental

r

A variavel experimental desse estudo ¢ a marcacdo imunoistoquimica com o

anticorpo endoglina (CD 105) para a neo-angiogénese intratumoral.

2.4 Classificacao histopatolégica dos tumores

Realizou-se a confeccdo de cortes de 3 wm de espessura, sendo os mesmos
corados pela técnica da hematoxilina-eosina (H&E), seguindo os procedimentos
histotécnicos de rotina do Laboratorio de Patologia e Citologia do Hospital Sdo Lucas
da PUCRS. Através da analise histologica em microscopia optica foi escolhida uma area
representativa da massa tumoral. Essa area de escolha deveria conter uma seccao

transversal do tumor e regides da linha de invasao tumoral aos tecidos adjacentes.



A avaliagdo da gradagdo histologica de malignidade foi realizada individualmente

por 2 examinadores utilizando-se um microscopio optico binocular calibrado. O corte

histoldgico foi percorrido com a lente objetiva de 100 X e 40 X. Utilizou-se o sistema

de grada¢do de malignidade proposto por Bryne et al. (1989) que consiste na atribui¢ao

de escores que variam de 1 a 4 em cinco caracteristicas histopatoldgicas na linha de

invasdo tumoral: grau de queratinizagdo, pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses,

padrdo de invasdo e infiltragdo leucocitaria (tabela 1). Os pontos de divergéncia entre os

parametros analisados pelos examinadores foram reavaliados e estabelecidos por

consenso. O escore de malignidade de cada tumor (EMT) foi determinado pela média da

soma total de pontos dos parametros analisados conforme a formula a seguir:

EMT = O total dos escores de cada pardmetro
Numero de parametros (5)

Tabela 1. Sistema de gradagao de malignidade proposto por Bryne et al. (1989).

Aspecto
Morfologico

Grau de Queratinizagdo (Q)

Pleomorfismo Nuclear (PN)

Numero de
Mitoses*(NM)

Padrao de Invasao (PI)

Infiltrado Leucocitario (IL)

Escore
1 2 3 4
Alta Moderada Minima Nenhuma
queratinizagao queratinizagao queratinizagao queratinizagao
(>50% das (21-50% de (6-20% de (0-5% de
células) células) células) células)
Discreto PN Moderado PN Abundante PN Extremo PN
(>75% das (51-75% das (26-50% das (0-25% das
células bem células bem células bem células bem
diferenciadas) diferenciadas) diferenciadas) diferenciadas)
0-1 2-3 4-5 >5
Dissociacdo
Pequenos celular difusa e
Infiltragdo em grupos ou marcante com
Bordas bem corddes grossos corddes células
definidas ou celulares infiltrando em
ilhas infiltrando forma individual
(< 15 células) ou pequenos
grupos
(<5 células)
Intenso Moderado Leve Ausente

* Numero de mitose analisado com objetiva de 40x.



Os CEBs com valores de EMT abaixo de 10 (EMT<10) foram considerados de
baixo grau de malignidade ou alto grau de malignidade quando encontravam-se com
valores igual ou acima de 10 (EMT>/=10). A fim de categorizar as varidveis
histopatologicas do sistema de Bryne (Tabela 1) essas foram reagrupadas de acordo

com a tabela 2.

Tabela 2. Categorizagdo das variaveis histopatologicas dos tumores de acordo com
os respectivos escores do sistema Bryne et al. (1989).

Variaveis Categorias Escore

Grau de Queratinizagio Alto 1-2
Q) Baixo 3-4
Pleomorfismo Nuclear Alto 3-4
(PN) Baixo 12
Numero de Mitoses Alto 3-4
(NM) Baixo 1-2
Padrio de Invasio Baixo 1-2
Alto 3-4

(PD)
Alto 1-2

Infiltrado leucocitario
(IL) Baixo 3-4




2.5 Método imunoistoquimico

A técnica imunoistoquimica e a analise histopatologica dos espécimens
tumorais foram realizadas no Laboratério de Pneumologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas e Laboratério de Anatomia Patologica e Citopatologia da Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

Na marcagdo imunohistoquimica utilizou-se a técnica da streptavidina-biotina-
peroxidase para o anticorpo  endoglina®; Codigo NCL-CD105, clone
4G11(Novocastra®, Newcastle, USA). As reacdes foram realizadas observando-se o
seguinte protocolo: foram obtidas sec¢des de 3 wm de espessura das pegas incluidas em
parafina. Os cortes foram colocados em laminas Superfrost Plus® (Fischer Scinetific®,
Pittsburgh, Alemanha) e levados a estufa a 60°C por 24 horas. A desparafinizacdo se
deu por incubagdo em xileno por 10 minutos por trés vezes, seguido da re-hidratagao
dos cortes em seqiiéncia de etanol em concentragdes decrescentes, comecando com
etanol absoluto, 90%, 80% e 70% por 3 minutos em cada dilui¢do. A seguir, os cortes

foram lavados trés vezes em agua destilada.

A recuperacao dos sitios antigénicos com digestdo por tripsina foi realizada por
meio do aquecimento a 37°C de uma solugdo de tripsina 0,1% contendo 0,1% de cloreto
de calcio em pH 7,8. As laminas foram incubadas nesta solugdo por 30 minutos a 37°C,
seguido de uma lavagem com agua destilada. J4 a exposicdo do antigeno em alta

temperatura se deu pela incubagdo das laminas em bergo de vidro, com Tampao Citrato



0,01M dispostos em angulo de 45°, em poténcia média por 5 minutos e 50 segundos,

seguido de 8 minutos em poténcia baixa (Microondas Panasonic, 1.500W).

Apo6s a recuperagdo dos sitios antigénicos, seguiu-se o bloqueio da peroxidase
endogena com 3% de H,O,. Apos 10 minutos de incubagdo, as laminas foram lavadas 3
vezes com agua destilada e uma vez com PBS pH 7.2. Posteriormente, os cortes foram
incubados por uma hora com o anticorpo primdrio Endoglin clone 4G11, diluido em
solugdo diluente Dako®™ (Dako®, Carpinteria, USA) na concentracio de 1:50, seguido de

duas lavagens em (PBS).

Em seguida da incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram incubados
com o sistema biotina-estreptavidina (Dako LSAB®2 System peroxidade, Carpinteria,
USA), que consiste na incubagao com anticorpo biotinilado por 10 minutos, seguido de
uma lavagem em PBS e posterior incubagao com estreptavidina conjugado a peroxidase.
Apo6s 10 minutos de incubacdo, as laminas foram lavadas em PBS e uma solu¢do com
diaminobenzidina liquida (Dako® Liquid DAB Substrate Chromogen system,

Carpinteria, USA).

Apds lavagem em dgua destilada, as ldminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Harris por 15 segundos. Seguidas de trés banhos de dgua, as laminas
foram mergulhadas em uma solugdo de amoénia 37 mM. Apos a contra-coloragdo, as
laminas foram lavadas em trés banhos de dgua morna, seguidas de desidratagdo em
concentragdes crescentes de etanol (80%, 90% e puro, respectivamente) por 3 minutos
em cada dilui¢do. Apds dois tratamentos por 5 minutos em Xxileno, os cortes foram

cobertos com laminulas montadas em Balsamo do Canad4 sintético® (Produtos



Citologicos Soldan®, Porto alegre, Brasil). Laminas com sec¢des de tonsila foram
eleitas como controle positivo do experimento, conforme a orientagdo do fabricante do

anticorpo primario.

2.6 Determinacio das regides de maior densidade vascular e mensuracio da

densidade vascular

A avaliacdo da expressao do anticorpo endoglina (CD105) foi realizada nas
areas de maior densidade vascular. A escolha dessas areas seguiu a orientacdo de
Weidner et al. (1991). Esses foram identificados com auxilio do microscopio Optico
Axioskop 40® (Carl Zeiss®, Oberkochen, Alemanha) calibrado com aumentos de 50X e
100X. Apos a eleicdo das regides de maior densidade vascular do tumor, todos os
campos com marcagao positiva para endoglina foram nessas regioes foram capturados
com objetiva de 100x através da camera CoolSnapPro color” (Media Cybernetics® inc,
Silver Spring, USA) acoplada ao microscopio optico e conectada a um computador
Pentium IV (Dell® Computer Corporation, Boston, USA) que continha o sistema
computadorizado de captura de imagens Image-Pro Plus® versio 3.0 (Media

Cybernetics” inc, Silver Spring, USA).

A identificacdo das células marcadas com o anticorpo anti-CD105 em 2 a 4
regides de grande vascularizacdo de cada espécime seguiu o protocolo de Weidner
(1991) e Charpin et al. (2004), onde cada célula endotelial ou grupo de células
endoteliais positivas para a endoglina sdo consideradas como vasos individuais,
conforme setas indicativas na (Figura 2). A média do nimero de células marcadas nas

areas de maior densidade vascular escolhidas de cada espécime analisado foi



considerada como a microdensidade vascular do respectivo tumor. A MDYV foi
categorizada em padrdo alto quando acima ou igual a 70 (MDV>/=70) e padrdo baixo

quando esse valor era inferior a 70 (MDV< 70).

Figura 2. Fotomicrografia de células endoteliais positivas anti-CD105 (setas) nas regides de maior
vascularizagdo do CEB. Aumento de 400 X.

Figura 3. Imagem digitalizada da expressdo do anticorpo anti-CD105 (setas) utilizada na
quantificagdo da microdensidade vascular nos CEBs. Aumento de 200 X.



2.7 Analise estatistica

A correlagdo entre as variaveis clinico-patoldgicas e média de densidade
vascular foram analisadas no programa SPSS (SPSS® Inc, Chicago, EUA), versio 11.0

e o intervalo de confianca estabelecido para esta pesquisa foi de 95% (p < 0,05).



3 RESULTADOS

3.1 Parametros clinicos

Foram analisadas, neste estudo, 27 amostras de carcinoma epidemoéide bucal

(CEB). A média das idades de todos os individuos do estudo foi de 57 anos e 9 meses,

sendo que no grupo com idade abaixo de 60 anos (adultos) a média foi de 43 anos e no

grupo igual ou acima de 60 anos (idosos) a média foi de 69 anos e 8 meses. O género

masculino foi mais prevalente em ambos os grupos, na relacao 2.5:1 no grupo (adultos)

e 3:1 no grupo (idosos) em relacdo ao género feminino. A distribuicdo da localizagdo do

CEBs nos sitios intrabucais de acordo com as faixas etdrias investigada seguiu as

proporgdes descritas na figura 4.

>/= 60 anos _5

< 60 anos

B Area Retromolar
OM. Jugal

H Palato

O Rebordo Alveolar
O Gengiva

B Lingua

O Assoalho
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Figura 4. Distribui¢do da localizagdo dos sitios dos CEBs de acordo com os grupos etarias: (< 60 anos) e

(>/= 60 anos).

No grupo dos adultos houve uma prevaléncia pelo sitio lingual na relagao 6/12

(50%), enquanto que no grupo dos idosos pelo sitio lingual na relagdo 7/13 (53%).




Tabela 3. Caracterizagao das variaveis clinicas, escores histopatoldgicos e MDV categorizados
nos CEBs investigados.

Localizagdo 4. 4¢ P Q@ PN NM IL EMT mpv MPV*
Adultos 1 Lingua 56 1 1 1 2 1 7 59 1
2 Lingua 39 1 2 1 2 1 11 76 2
3 Rebordo 52 1 1 2 1 1 9 81,5 2
4 Assoalho 43 2 1 2 1 1 11 43 1
5  Lingua 47 2 2 1 1 2 15 170 2
6  Lingua 48 1 1 2 1 19 57 1
7 Assoalho 55 2 2 2 2 2 16 180 2
8 n.i s1 2 2 1 2 2 17 54 1
9  Lingua 55 2 1 2 1 111 158 2
10 A.retromolar 42 2 2 1 2 2 13 42 1
11 n.i s4 2 2 1 1 1 12 54 1
12 Gengiva 42 1 1 2 2 1 11 41 1
13 n.i 18 2 2 2 2 2 15 7 2
14  Lingua 2 1 1 2 2 1 11 84 2
15 mJugal 46 1 1 2 1 1 12 86 2
Idosos —  j4q] 77 1 1 1 1 2 6 56 1
2 Gengiva 73 1 1 11 19 73 2
3 Lingua 61 1 1 2 1 2 5 6l 1
4  Lingua 68 1 1 2 2 1 9 170 2
5  Lingua 65 1 1 2 1 2 9 245 2
6  Lingua 6s 1 1 2 1 2 7 105 2
7 Lingua & 2 2 2 2 2 15 112 2
8 Rebordo 64 2 1 2 1 2 15 47 1
9  Palato 68 1 2 1 1 1 6 62 1
10 Lingua 67 1 1 11 17 67 1
11 Lingua 75 1 1 11 2 8 100 2
12 Assoalho 60 1 1 11 2 8 80 2
13 Palato &2 1 1 2 1 2 71 40 1

3.2 Variaveis histopatologicas e microdensidade vascular

A tabela 3 demonstra a caracterizacdo da amostra em relacdo a idade,

localizagdo, variaveis histopatoldgicas categorizadas, escore de malignidade tumoral e



Tabela 4. Distribuicio em numeros absolutos e porcentagens das variaveis
categorizadas de acordo com os grupos (< 60 anos) e (>/= 60 anos).

Variaveis < 60 anos > 60 anos P
N N %
%

Queratinizacao
Alta 8 50 11 85
Baixa 7 50 2 15 p<0,04
Pleomorfismo
Alto 9 60 6 46 -
Baixo 6 40 7 54
Mitoses
Alta 8 53 2 15
Baixa 7 47 11 85 p<0,04
Inf. leucocitario
Intenso 10 67 4 30
Discreto 5 13 9 70 p<0,06
Padrao de invasao
Alto 8 47 2 15
Baixo 7 53 11 85 p< 0,04
Gradacao de
malignidade
Alto 11 74 2 15 p<0,03
Baixo 4 26 11 85
BALDNY 76,75 86
Al 7 50 7 54 -
Eve 7 50 6 56

PI = Padrao de Invasao; Q = Grau de Queratinizacdo; PN = Pleomofismo
Nuclear; NM = Numero de Mitoses); IL = (Infiltrado Leucocitario); EMT =
Escore de malignidade tumoral; MDYV = Média de densidade vascular. MDV*
Média de densidade vascular, considerando 1= MDYV (<70) e 2 = p* Nivel de
significAncia de 95%. * Média das MDVs em cada grupo etario. MDV (>/=70). n. 1 = Nao

1dentificado.

microdensidade vascular (MDV). As variaveis com alto grau de queratinizacao (Figura
6), baixo numero de mitoses, discreto infiltrado leucocitario, baixo padrao de invasdo
(Figura 7) e baixa gradac¢dao de malignidade, foram preponderantes no grupo dos idosos
em relagdo ao grupo dos jovens com niveis de significancia de p<0,04, p<0,04, p<0,06,

p<0,04, p<0,03, respectivamente (Tabela 4).
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Figura 5. Relagdo entre as variaveis histopatologicas categorizadas nos CEBs no grupo dos adultos (A) e
idosos (B).

Na figura 5 ¢ demonstrado o padrdo de distribuicdo das varidveis
histopatologicas nas faixas etarias investigadas.

Algumas varidveis histopatologicas categorizadas, quando correlacionadas entre
si, independente do grupo etario, demonstraram significancia estatistica de acordo com

a tabela 5. O alto escore de malignidade foi estatisticamente significante em relacdo ao



padrdo altamente invasivo (Figura 10) p<0,00, ao alto nimero de mitose (p<<0,01) e a
baixa queratinizagdo (p<0,03), enquanto que, a alta queratinizagdo (Figura 5) foi
relacionada ao baixo padrio de invasdo (Figuras 7 ¢ 101), p<0,03) e ao baixo numero de

mitose (p<0,02).

Figura 6. Fotomicrografia do padrdo de invasdo difuso de células neoplasicas do CEB (setas azuis),
com alto grau de queratinizagdo (setas vermelhas). Aumento de 200 X.

Figura 7. Fotomicrografia do padrdo de invasdo em corddes na linha de invasdo do CEB ao tecido
conjuntivo adjacente. Aumento de 100 X.



Idade

Tabela 5 - Relagdo de significAncia estatistica entre as variaveis histopatologicas categorizadas,
considerando todos os tumores investigados independente do grupo etario.

Escore de malignidade Queratinizac¢ao
Padrao de Invasao p<0,00 p<0,03
Mitose p<0,01 p<0,02
Queratinizacao p<0,03 -

Em relagdo a neo-angiogénese (Figura 9), as médias das MDVs* dos grupos
etarios investigados foram semelhantes, sem correlagdo estatisticamente significativa
conforme a tabela 4. Conforme mostrado na figura 8, houve uma distribui¢ao
homogénea entre as MDVs alta e baixa em relagdo a idade. Do mesmo modo, a MDV

nao teve correlacao estatistica com as variaveis histopatoldgicas.
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Figura 8 - Diagrama de dispersao da idade versus a MDV nos CEBs.

* Posigdo de corte entre baixa MDV (<70) e alta MDV (>/=70).
* Posi¢do de corte entre adultos (60 <anos) e idosos (>/=60anos).
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Figura 10. Fotomicrografia da Infiltragdo macica de células neoplasicas do CEB na linha de
invasdo tumoral. Aumento de 100 X.



Figura 11. Fotomicrografia das pérolas de queratinizagdo (setas vemelhas) e corddes e ilhas de
invasdo (setas azuis) do CEB. Aumento 100 X.



4. DISCUSSAO

O carcinoma epidermoéide bucal (CEB) € o principal tumor maligno da cavidade
bucal com maior prevaléncia entre a quarta e sétima década de vida, no entanto, t€m
sido evidenciado um aumento da incidéncia desses tumores em pacientes abaixo dos 45
anos de idade (MYERS et al., 2000, ANNERTZ et al., 2002, IAMAROON et al., 2004).
Esse aumento no ntimero de pacientes jovens com cancer bucal tem despertado o
interesse nos estudos envolvendo o envelhecimento e o cancer bucal no que tange aos
fatores etioldgicos, predisposicao genética, comportamento tumoral, conduta e resposta

terapéutica de acordo com a faixa etaria.

Quanto a presenca dos fatores de risco associados aos CEBs em pacientes
adultos-jovens tem sido verificada pouca associagdo dos fatores etiologicos cléssicos
como o consumo de alcool e o tagabismo, no grupo de idade mais precoce
(KURIAKOSE et al., 1992, SIEGELMANN-DANIELI et al., 1998). Segundo o estudo
de LLEWELLYN et al. (2004), a etiologia do CEB em adultos-jovens (< 45 anos)
parece estar fortemente associado a predisposicdo genética € a outros fatores de risco
além do alcool e fumo. Foi verificado também que o habito de uma alimentacgao rica em

frutas frescas e vegetais nos adultos-jovens tem um efeito protetor a carcinogénese oral.

O aumento da populagdo idosa em nosso pais prevista para as proximas décadas
em virtude da transicdo demografica tem alertado as autoridades para um maior indice
absolutos de cancer (MORAES, 1997), entretanto, conforme (ANISIMOV, 2003) a
relacdo incidéncia de cancer-envelhecimento nao ocorre uniformemente em todos os

orgaos e tecidos do organismo. Assim, o aumento nos casos de cancer, com o aumento



da populacao idosa, tendera a ocorrer nos tumores em que a maior incidéncia ocorre nas

faixas etarias mais avangadas.

Se no Brasil a incidéncia CEB seguir a tendéncia de precocidade de outros paises
como Estados Unidos (MYERS et al., 2000), Escandinavia (ANNERTZ et al., 2002),
Tailandia (IAMAROON et al., 2004), o aumento de individuos na faixa etaria acima
dos 60 anos nas proximas décadas e a diminui¢do da populagdo jovem podera implicar

na diminui¢do das taxas dos CEB.

No entanto como salienta Aratjo (1992), o termo transicdo demografica no
Brasil deve ser analisado com cautela devido a caracteristica heterogénea da populacao.
No pais prevalece a polarizacao epidemioldgica que de acordo com a regido do pais ou
mesmo do nivel de discrepancia social de uma determinada regido o perfil populacional
se altera. Segundo estimativas do censo de 2000 do IBGE, no Brasil, os estados mais
jovens estdo nas regides norte e centro-oeste: em oito deles, a populacdo entre 0 e 14
anos supera os 40%, e no Amapa, em Rondonia e em Roraima, as criangas representam
mais da metade da populagdo (IBGE, 2005a) Do mesmo modo um estudo abrangendo
cinco bairros mais carentes da cidade de Sao Paulo - Parelheiros, Itaim Paulista, Cidade
Tiradentes, Guaianazes e Perus -, a propor¢do de habitantes inferior a 15 anos varia de
30,4% a 33,4% da populacdo (VARELLA, 2005). Outro aspecto € o crescimento
acelerado das populagdes indigenas no Brasil com o alto indice de criangas e
adolescentes nas aldeias (IBGE, 2005b). Assim, em qualquer calculo estimativa de
aumento ou diminuicdo da incidéncia de cancer de boca em funcdo da transi¢cao

demografica deve respeitar as regionalidades, os grupos sociais € as etnias.



Outro fator a ser analisado sdo as interagdes genético-ambientais. O estilo de
vida e a exposi¢do a carcindgenos que as diferentes faixas etdrias sdo submetidas pode
interferir na prevaléncia e comportamento tumoral. As geragcdes que nasceram nas
décadas de 1960 ¢ 1970 (3" e 4" década de vida atual) possuiram diferentes padrdes
alimentares e estilo de vida em relagdo as geracdes que nasceram nas décadas de 1930 e

1940, 6 e 7* décadas de vida atual (BATISTA FILHO, RISSIN, 2002).

Em relacdo a urbanizagdo, em 1950 este indice alcangava 36,16% sobre o total
da populacdo do Pais, em 1970 representava 56,80%, ou seja, mais da metade da
populagdo, e em 1990, chega a 77,13%. Dentre as alteragdes que a urbanizagdo trouxe
esta o aumento de produtos manufaturados em detrimento dos alimentos naturais tipicos
do ambiente rural (frutas, verduras, legumes). Exemplo das mudanga no estilo de vida e
perfil nutricional com a urbanizagdo ¢ o aumento da obesidade da populacdo brasileira
nas ultimas décadas associado a maior ingestdo de alimentos altamente caldricos e a
diminuicdo da atividade (BATISTA FIHLO &  RISSIN, 2002). Os estudos
multicéntricos realizados na Espanha (SANCHEZ et. al.,, 2003) e Estados Unidos
(KREIMER et. al., 2005) revelam o efeito protetor do consumo de frutas e verduras na
carcinogénese de tumores de cavidade oral e orofaringe, do mesmo modo, recentes
pesquisas em animais € humanos tem relacionado a restricdo de energia calorica
alimentar com a menor incidéncia e menor padrao de crescimento tumoral as custas da

menor atividade proliferativa das células neoplasicas e maior estimulo pré-apoptoticos.

SCULLY, (2005) sugere que a hipotese da acao da infecgdo do HPV no
fendmeno de precocidade do CEB em adultos-jovens, pois nesse grupo geralmente nao

tem sido encontrada relagdo com os fatores de risco classicos; consumo o consumo de



alcool e o tabagismo. SMITH et al. (2004) constataram que a presen¢a do Virus HPV
em tumores de boca foi maior nos adultos-jovens em relagcdo aos idosos e este resultado
teve relacdo estatisticamente significante com a sexo orogenital, considerado uma
pratica sexual de risco para a transmissdo do HPV. Segundo o estudo CRUZ et al.
(1996) o numero de CEB de pacientes idosos com a presenca do HPV ¢ menor do que
em adultos e jovens, sendo que em todos os CEBs de pacientes jovens onde estes ndo
tinham habitos de consumo etilico ou tabagismo ocorreu a presenca de infec¢do por

HPV.

As alteragdes no padrdo comportamental sexual do brasileiro conflui para a
iniciacdo sexual cada vez mais precoce € o maior nimero de parceiros sexuais, ao
contrario do comportamento sexual adotado por geragdes mais antigas. Deste modo, o
padrao de comportamento sexual propicio a infeccdo de HPV pode contribuir para
desenvolvimento mais precoce de tumores em que este virus participa como fator
etioldgico, incluindo o cancer bucal. A baixa associagdo entre os fatores etiologicos
classicos, etilismo e tabagismo, do CEB em pacientes jovens abre o espaco para
investigacdo de outros fatores de risco como, a tendéncia genética, o padrio

comportamental e o perfil nutricional e exposi¢do viral.

Neste estudo ndo diferengas significativa entre a prevaléncia de sitios bucais nos
CEBs em adultos e idosos. Entretanto, 50 % dos CEB no grupo dos idosos eram
oriundas do sito lingual. Esse dado ndo concorda com os estudos de KURIAKOSE et al.
(1992) e PERUSSI et al. (2002) em pacientes idosos com CEB, onde houve um
predominio de tumores nas regides  (jugal e genvival) e (palatal e jugal)

respectivamente. No grupo dos adultos a maior freqiiéncia foi encontrada em assoalho



bucal, contrastando com maior incidéncia no sitio lingual que ocorreu no estudo de

KURIAKOSE et al. (1992) e PERUSSI et al. (2002).

Os estudos para analisar a relagdo sitio tumoral — comportamento tumoral -
envelhecimento sdo importantes, pois de acordo com o tecido ou 6rgdo em que esta
situado o tumor o envelhecimento pode aumentar, manter ou diminuir a suscetibilidade
as carcindgenos, a iniciagdo, promoc¢ao, progressao e agressividade dos tumores

(ANISIMOV, 2003).

Exemplo disso ¢ a constatagdo que os tumores de mama em idosas sdo menos
agressivos e respondem melhor ao tratamento em comparacgao aos tumores de mama em
adulto-jovens DIAB & ELLEDG (2000). Por Outro lado em tumores superficiais de
bexiga os tumores malignos em pacientes acima de 65 anos sdo trés vezes mais
agressivos do que paciente em pacientes abaixo de 50 anos (BRIGGS et al. 1992). Essas
informagdes comportamentais dos tumores sdo decisivas para a defini¢do do tratamento
empregado a fim de proporcionar melhores resultados e proporcionar melhor qualidade

de vida trans e pos-terapia do cancer nos pacientes idosos.

Na classificagdo dos CEBs utilizou-se o sistema de gradacdao de malignidade de
Bryne et al. (1989) que consiste na avaliacdo de 5 caracteristicas histopatologicas na
linha de invasdo do tumor (Tabela 1). Segundo Bryne et al. (1989), Bryne et al. (1996) e
Kurokawa et al. (2005) as caracteristicas histopatogicas analisadas na linha de invasdo
aos tecidos adjacentes podem predizer melhor o comportamento do tumor do que as
caracteristicas da regido central e acredita-se que isto ocorra porque nessa regiao

ocorrem importante eventos responsaveis na disseminag¢ao do tumor, aquisi¢ao e perda



de moléculas de adesdo, secrecdo de enzimas proteoliticas, atividade de proliferagdo

celular e angiogénese.

A baixa gradacdo de malignidade, os baixos padrdes de invasdo, a alta
queratinizag¢do e o baixo nivel mitotico foram preponderantes no grupo dos idosos em
relacdo ao grupo dos adultos com relacdo estatisticamente significante (Tabela 4), ja o

discreto infiltrado inflamatorio teve significancia de (p<0,06).

Para Bryne et al. (1989), Bryne et. al. (1996), Sawair et al. (2003) e Kurokawa et
al. (2005) a baixa gradacdo de malignidade esta diretamente relacionada a maior
sobrevida do paciente e ao baixo indice de metastases regionais. Assim, essas
caracteristicas tumorais podem ser responsaveis pelo desenvolvimento tardio de
metastases (Kuriakose et al., 1992), menor recorréncia tumoral (Friedlander et al., 1998
e YAMAZAKI et al.,, 2001) nos CEBs em pacientes idosos. Entretanto, no estudo de
Frienlander et al. (1998) a menor recorréncia tumoral no grupo dos idosos nao refletiu

no aumento da sobrevida nos idosos em relacao aos adultos (< 45 anos).

A maioria dos estudos relatam nao haver diferengas estatisticamente na
sobrevida entre os pacientes mais velhos e adultos-jovens com CEB (FRIEDLANDER
et al. 1998, VERSCHUUR et al. 1999. PERUSSI et al. 2002, SASAKI et al. 2005).
Perussi et al. 2002 sugerem que o alto indice de morte por doengas cronico
degenerativas nos pode ser um fator que dificulta a avaliagdo da morte especifica por
cancer nos idosos. Outro fator que dificulta a comparagdo entre os resultados entre as

pesquisas nesta area, ¢ o alto nimero de estudos que tem o limite de corte entre os



adulto-jovens e os pacientes mais velhos de 30, 35, 40 ou 45 anos conforme citado na

revisdo de literatura.

As altas de alta queratinizag@o celular encontradas nos CEB nos idosos sdo uma
caracteristica de células bem diferenciadas que geralmente competem ao tumor um
comportamento menos agressivo. De acordo o estudo de Lopes et al. (2002) o grau de
queratinizagdo pode ser considerado um fator de risco independente para o
desenvolvimento de metastases regionais, quanto maior a presenga de queratinizagao no

tecido tumoral, menor presenca de metastases regionais.

Segundo Tumuluri, Thomas e Fraser (2004) os baixos padrdes invasdo das
células tumorais aos tecidos subjacentes nos CEBs estdo relacionados ao lento
crescimento tumoral e baixo indice de proliferacdo celular. Brandwein-Gensler et al.
2005 constataram também que os baixos padrdes de invasdo tem relagdo estisticamente

significante com a recorréncia tumoral e sobrevida do paciente

Os escores correspondentes ao baixo nimero de mitose também foi mais
encontrado no grupo dos idosos sugerindo uma menor atividade proliferativa das células
neoplasicas nesse grupo. Estes resultados sdo compativeis com os achados de
WALMSLEY et al. (1987) que verificaram o lento crescimento de linhagens celulares
de melanoma inoculadas em animais velhos, comparado com animais jovens. Do
mesmo modo, o estudo de PILI (1994) verificou a influéncia da faixa etdria no
comportamento tumoral.  As células tumorais inoculadas em animais velhos
apresentaram menor indice mitdtico, menor volume da massa tumoral ¢ menor padrao

de angiogénese. O fato de que quando transferidas as células tumorais dos animais



velhos para os animais jovens ocorria uma rapida expansao tumoral ¢ um forte indicio

da influéncia do envelhecimento nesse processo.

A influéncia da resposta imune mediada pelas células T no menor crescimento
tumoral de melanomas em animais velhos ¢ sugerida WEKSLER, et al. (1990) Segundo
0 autor o menor crescimento tumoral em animais velhos ¢ atribuido inabilidade das
células T desse grupo secretar fatores de proliferacdo e fatores pro-angiogénicos. Por
outro lado DEPINHO, (2000), KRTORICA et al. (2001), KTRORICA & CAMPISI
(2002) e SCHWARTSBURD, (2004) postulam que o acumulo de células senescentes
nos tecidos com o envelhecimento cria um ambiente pro-oncogénico através da maior

liberagdo de fatores de crescimento que atua na progressao das células tumorais.

Deste modo, futuros estudos devem ser realizados a fim de se verificar quais
tipos de células tumorais sdo mais sensiveis a este ambiente proé-oncogénico promovido
pelo aumento das células senescente nos tecidos com envelhecimento e se este estimulo
que inclui inumeros fatores pré-angiogénicos - COX, PGE, MMP-9 — (SUN et al,,

2005) tem atuacao na possivel manutencao da angiogénese tumoral bucal em idosos.

Do mesmo modo a literatura tem encontrado inimeros fendmenos relacionados

ao envelhecimento da mucosa bucal e o CEB: diminui¢do da capacidade de reparo do

DNA na mucosa bucal com o avango da idade (ZHOU & YANG & ZHOU, 2003) e
alteragdes epigenéticas por metilacio (HASEGAWA et al.,, 2002, KULKARNI &
SARANATH, 2004), aumento nas taxas de mutacdes do mtDNA SHIEH et al. (2004),
disfungao telomérica GISSELSSON et al. (2002) em neoplasias malignas da cavidade

bucal. No entanto, raros estudos discutem o envolvimento dos fatores associados ao



envelhecimento, a exposicao e a sensibilidade aos carcindgenos que estdo envolvidos no

menor padrdo de malignidade dos CEBs em idosos.

O anticorpo anti-endoglina (CD105) foi escolhido para esse estudo devido sua
expressao no endotélio em atividade proliferativa. Segundo SCHIMMING & MARME
(2002), SCHIMMING et al. (2004) e NAGATSUKA et al. (2005) essa especifidade da
endoglina pela vasculatura neoformada permite uma melhor avaliagdo da atividade

angiogénica na massa tumoral.

A MDYV ndo apresentou relacdo estatisticamente significante com as variaveis
histopatologicas isoladas ou com a gradacdo de malignidade. Esses resultados estdo de
acordo com os estudos de Schimming e Marme (2002) ¢ SCHIMMING et al. (2004)
que ndo encontraram, no entanto, a expressao da endoglina foi associada ao tamanho
tumoral em ambos estudos. A MDYV analisada pela expressdao de outros marcadores
endoteliais ndo demonstrou correlagdo significante com a grada¢do de malignidade na
investigacdo de TAE et al. (2000), contrastando com ARTESE et al. (2001) e LOPEZ-
GRANIEL et al. (2001) que encontraram relacdo significativa entre a MDV e a
gradagdo histopatologica do CEB.

O envolvimento na progressao do cancer bucal ¢ inquestionavel, entretanto, a
capacidade e algumas células tumorais assumirem aspecto ¢ funcdo semelhante as
células endoteliais em relagdo a condugdo sanguinea tem sido sugerida como um dos
fatores para a divergéncia nos resultados entre a angiogénese € o comportamento

tumoral (Shieh et al 2004).



A média de densidade vascular avaliada pela quantificagdo da expressdo da
glicoproteina endoglina ndo demonstrou diferencga significativa entre o grupo dos idosos
e dos adultos (Tabela 3). A ndo alteragdo no padrdo de neo-angiogénese tumoral entre
idosos e adultos.jovens sugere que a diminuicdo fisiolégica da angiogénese em
inimeros Orgdos e tecidos do organismo com idade (PATERNO et al., 1994,
PHILLIPS & STONE, 1994 ¢ REED et al. 1998) ndo se repete na relagdo tumor-

hospedeiro dos CEBs.

Os estudos direcionados a investigacdo das alteracdes fisiopatoldgicas da
angiogénese tumoral com a idade ainda sdo escassos. Entretanto, alguns eventos que
ocorrem na cavidade bucal sido tém sido citado como de fundamental importancia para
a manuten¢do da integridade da mucosa bucal e pode estar atuando como estimulo
angiogénico. A mucosa bucal é continuamente irrigada pela saliva, que contem fatores
de crescimentos que atuam na angiogénese. Segundo (TAICHMAN et al., 1998) o
VEGF ¢ expresso no tecido glandular parotideo e esta presente na saliva, os autores
sugerem que esse pode ser um importante fator na indugdo fisioldgica e patoldgica da
angiogénese, sendo a facilidade de cicatrizagao das feridas na mucosa bucal um reflexo

da acdo do VEGF e outros fatores de crescimento presentes na saliva.

Outro aspecto a salientar ¢ a nao alteracao da expressao do VEGF nos tecidos
glandulares de acordo com a idade o que representa um indicio da nao alteracdo das
taxas de VEGF na saliva dos idosos, mesmo que esse grupo tenha maior propensao a

xerostomia (DE OLIVEIRA, DE OLIVEIRA VASCONCELOS e GOMES, 2002).



Outro fator de crescimento presente na cavidade bucal ¢ o fator de crescimento
epidérmico (EGF). O EGF tem importante atuacdo na estimulacdo proliferativa
endotelial sendo que tem sido testado na terapia oncoldgica a associagdo de drogas
inibidoras de EGF e inibidoras de VEGF em tumores de cabega e pescoco, entre outros
resultados foi constatado diminuicdo da angiogénese tumoral nos pacientes que

utilizavam essas drogas (YIGITBASI, 2004) .

Segundo Ohshima et al. (2002) as taxas fisiologicas de EGF salivar tem
capacidade de estimular a proliferagdo e migracdo das células epiteliais da mucosa
bucal. Ma et al. (2000) constataram que a diminui¢do do EGF salivar em fumantes ¢
responsavel pela diminuicdo da angiogénese e em conseqiiéncia da reparagdo tecidual
em Ulcera gastrica. A agdo da EGF salivar na angiogénese tumoral bucal ainda ndo foi
testada, mas existem evidencias que nos permitem inferir uma possivel acdo na
manutencdo do estimulo angiogénico por esse fator de crescimento. Um fator que pode
influenciar na manuten¢@o do estimulo angiogénico com a idade ¢ a constante irrigag@o
da mucosa bucal pela saliva, que contém fatores de crescimento que atuam na

angiogénese.



5. CONCLUSOES

Os carcinomas epidermoides bucais (CEBs) de pacientes idosos apresentam
caracteristicas histopatologicas que lhe conferem menor gradagdo de malignidade

em relacdo aos CEBs de pacientes adultos.

O padrao de neo-angiogénese analisado pela expressdo da endoglina ndo evidenciou

alteragdes na comparacao entre CEBs do grupo dos idosos e adultos.
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