UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Faculdade de Odontologia

Camila Ferreira Leite

AVALIACAO DO BUDDING TUMORAL EM BIOPSIAS INCISIONAIS DE
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA E SUA ASSOCIACAO
COM CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E COM A EXPRESSAO

IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS CADERINA-E E PODOPLANINA

Belo Horizonte
2015



Camila Ferreira Leite

AVALIACAO DO BUDDING TUMORAL EM BIOPSIAS INCISIONAIS DE
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA E SUA ASSOCIACAO
COM CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E COM A EXPRESSAO

IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS CADERINA-E E PODOPLANINA

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Odontologia.

Area de Concentracéo: Patologia Bucal.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Cassia Ferreira
de Aguiar

Coorientador: Prof. Dr. Martinho Campolina
Rebello Horta

Belo Horizonte
2015






FICHA CATALOGRAFICA

L533a
2015

Leite, Camila Ferreira

Avaliagdo do budding tumoral em bidpsias incisionais de
carcinomas de células escamosas de boca e sua associa¢do com
caracteristicas clinicopatol6gicas e com a expresséo
imunoistoquimica das proteinas caderina-E e podoplanina /
Camila Ferreira Leite. — 2015.

63f. - il.

Orientadora: Maria Cassia Ferreira de Aguiar
Coorientador: Martinho Campolina Rebello Horta

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Minas
Gerais, Faculdade de Odontologia.

1. Carcinoma de células escamosas. 2. Caderinas.
3. Neoplasias bucais. I. Aguiar, Maria Céssia Ferreira de.

I1. Horta, Martinho Campolina Rebello. I11. Universidade
Federal de Minas Gerais. Faculdade de Odontologia. IV. Titulo.

BLACK D047

Biblioteca da Faculdade de Odontologia - UFMG




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS &n’)

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO

AVALIACAO DO BUDDING TUMORAL EM BIOPSIAS INCISIONAIS
DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA E SUA
ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS 'CLiNICOPATOLOGIC‘AS B
COM A EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS
CADERINA-E E PODOPLANINA

CAMILA FERREIRA LEITE

Dissertagdo submetida 4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagio em ODONTOLOGIA, como requisito para obten¢do do grau de Mestre em
ODONTOLOGIA, 4rea de concentragio PATOLOGIA BUCAL.

Aprovada em 17 de julho de 2015, pela banca constituida pelos membros:

V\/-\
Prof(a). Maria Cassia Ferreira de Aguiar - Orientador
UFMG

Prof(a). Martinho Cmﬁebello Horta

PUC/MG

Prof(a). Herm%«as Capistrano

PUCMG

Prof(a)./atncia C;rl s Caldeira
UFMG

Belo Horizonte, 17 de julho de 2015.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
CAMILA FERREIRA LEITE

Realizou-se, no dia 17 de julho de 2015, as 14:00 horas, Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Sala 3403, da Universidade Federal de Minas Gerais,
a defesa de dissertagdo, intitulada AVALIACAO DO BUDDING TUMORAL EM
BIOPSIAS INCISIONAIS DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE
BOCA E SUA ASSOCIACAO COM _ CARACTERISTICAS
CLINICOPATOLOGICAS E COM A EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA
DAS PROTEINAS CADERINA-E E PODOPLANINA, apresentada por CAMILA
FERREIRA LEITE, namero de registro 2013710962, graduada no curso de
ODONTOLOGIA. como requisito parcial para a obtengdo do grau de Mestre em
ODONTOLOGIA, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Maria Cassia Ferreira de
Aguiar - Orientador (UFMG), Prof(a). Martinho Campolina Rebello Horta (PUC/MG),
Prof(a). Herminia Marques Capistrano (PUCMG), Prof(a). Patricia Carlos Caldeira (UFMG).

A Comissdo considerou a dissertagéo:
() Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por mim e
pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 17 de julho de 2015.

A

g
Prof{a). Maria Cassia Ferreira de Aguiar ( Doutora ) e
Prof(a). Martinho Campolin: Rebello Horta ( Doutor )

Prof(a). Hemunl‘)/ﬁi’al@pistrmo ( Doutora )

? o ~
Prof(a atric;‘é\rlos Caldeira ( Doutor )







A0S meus avds, Aristone e Isabel,
gue vivem como se fossem seus 0s meus sonhos,

dificuldades e conquistas.






AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora Aparecida, por me darem coragem, sabedoria e
demonstracdes de estarem sempre comigo.

A Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), pela gratuidade do ensino
de qualidade e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela contribuicdo no desenvolvimento da pesquisa.

A equipe do Programa de Avaliacdo e Vigilancia do Cancer-PAV-MG, em
especial, a Berenice Navarro Antoniazzi, pelo inestimvel auxilio na busca dos
dados complementares dessa pesquisa.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria Cassia Ferreira de Aguiar, exemplo de
competéncia; pela oportunidade, compreensado e por compartilhar comigo todas as
alegrias e dificuldades encontradas pelo caminho.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Martinho Campolina Rebello Horta, meus
sinceros agradecimentos pela sua coorientacdo, segura e atenciosa, dedicacédo e
disponibilidade que contribuiu de forma significativa para o meu crescimento
profissional e pessoal.

Aos professores de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG:
Tarcilia Aparecida Silva, Maria Auxiliadora Vieira do Carmo, Maria Cassia Ferreira
de Aguiar, Ricardo Alves de Mesquita, Vagner Rodrigues Santos e Ricardo Santiago
Gomez, pelos valiosos ensinamentos.

A aluna de pds-doutorado, Patricia Carlos Caldeira, por compartilhar comigo
sua experiéncia e conhecimentos.

A todos os colegas do Mestrado 2013 da Faculdade de Odontologia da
UFMG, em especial a Marcela de Oliveira Brant, pela amizade e gratificante
convivéncia durante o curso.

Aos professores de Estomatologia da Pontificia Universidade Catdlica de
Minas Gerais (PUC Minas): Carlos Roberto Martins, Rosana Maria Leal, Martinho
Campolina Rebello Horta, Herminia Marques Capistrano, Franca Arenare Jeunon,
Helenice de Andrade Marigo Grandinetti e Paulo Eduardo Alencar de Souza, por me
mostrarem na graduacao a importancia da dedicacédo aos estudos e encaminharem
0S meus primeiros passos para area cientifica. Muito obrigada por tudo!

A PUC Minas, ao Departamento de Odontologia e ao Laboratério de Patologia

Oral da PUC Minas por toda contribuicéo nas varias etapas desse trabalho.






As funcionéarias da Secretaria do Mestrado em Odontologia da PUC Minas,
Silvania Martins Ferreira e Maria Angélica Paradizi por toda ajuda e carinho nesse
percurso desde a graduacéo.

Aos funcionarios dos Laboratérios de Patologia Oral da PUC Minas e da
UFMG, Maria Reni Gongalves Moitinha, Andreia Alves Cardoso, Doménico Romani,
Inés Ferreira e Daniella Rocha, essenciais para que essa pesquisa pudesse ser
realizada.

Aos meus pais, José Malta Furtado Leite e Maria do Carmo de Oliveira
Ferreira Leite, meus grandes exemplos de fé, trabalho e determinacdo. Muito
obrigada por acreditarem nos meus sonhos e por me ajudar na realizacéo deles.

As minhas irmas e primeiras amigas, Raquel Ferreira Leite e Isabela Ferreira
Leite, pela compreenséao e alegria de cada dia.

Aos meus avos, Aristone Camilo Ferreira e Isabel de Oliveira Ferreira, nos
quais sempre encontrei amor e estimulo.

Ao David Bittencourt, com todo o meu amor e carinho.

A toda minha familia, em especial aos meus tios: Raimundo Fernandes, Maria
Goretti de Oliveira Ferreira Fernandes, Suely Madureira Ferreira, Eustaquio de
Oliveira Ferreira e Efigénia Ferreira.

As minhas primas, Julia Madureira Ferreira, Marina Madureira Ferreira e Ana
Carolina Ferreira Fernandes pela amizade.

A Dona Alice Santana e familia, por me receber em sua casa com tanto
carinho, pela torcida e por compartilharem de todos os momentos importantes da
minha vida.

Ao Max Filipe Cota pelas indmeras oportunidades de crescimento profissional,
confianca e amizade.

A todos aqueles que de alguma forma prestaram sua contribuicdo para a
realizagédo deste trabalho, 0 meu muito obrigada!






O saber a gente aprende com 0os mestres e com os livros.
A sabedoria, se aprende é com a vida e com os humildes.

Cora Coralina.






RESUMO

AVALIACAO DO BUDDING TUMORAL EM BIOPSIAS INCISIONAIS DE
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA E SUA ASSOCIACAO COM
CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E COM A EXPRESSAO
IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS CADERINA-E E PODOPLANINA

O sucesso do tratamento do carcinoma de células escamosas de boca (CCEB)
depende em parte, da identificacdo de caracteristicas que permitam selecionar os
pacientes que se beneficiariam de terapias mais agressivas. O budding tumoral é
reconhecido como a presenca de células isoladas ou pequenos agrupamentos de
células no estroma tumoral, frequentemente distribuidas proximas a regido do fronte
de invasdo e tem sido associado a tumores mais agressivos sendo Util como fator
prognostico e preditivo destes tumores, mas pouco avaliado ainda no CCEB. A
caderina-E é a principal molécula de adesdo do tecido epitelial e sua perda esta
associada ao processo de invasdo tumoral e a um pior prognéstico no CCEB. A
podoplanina também é uma proteina que esté relacionada ao processo de invasao
das células epiteliais neoplasicas, sendo sua alta expressao correlacionada com um
pior prognostico. Uma relacdo caderina-E negativa/podoplanina positiva pode ser
considerada um fator preditivo do desenvolvimento de metastases para o CCEB. O
objetivo deste estudo foi avaliar o budding tumoral em uma amostra de bidpsias
incisionais de CCEB e adicionalmente verificar a associacdo desta caracteristica
com caracteristicas clinicopatolégicas e com a imunoexpressdo das proteinas
caderina-E e podoplanina. Foram selecionadas e avaliadas amostras de carcinomas
de células escamosas emblocadas em parafina e preparadas em laminas para a
avaliacdo do budding e realizacdo da técnica de imunoistoquimica para as proteinas
caderina-E e podoplanina. Adicionalmente, a intensidade do budding e dados
imunoistoquimicos foram associados com o estadiamento clinico, grau histolégico de
malignidade, modo de invasdo e desenvolvimento de metastases. A intensidade do
budding foi associada com o estadiamento clinico, grau histolégico de malignidade,
modo de invasdo e desenvolvimento de metastases e com a imunoexpressao de
caderina-E e podoplanina. O budding tumoral mostrou associacdo apenas com 0
padrdo de invasdo tumoral. Nenhuma das outras caracteristicas clinicopatologicas

avaliadas tiveram associagdo com o budding tumoral. Observou-se a perda da



expressdo da caderina-E nas é&reas profundas do tumor em relacdo as é&reas
centrais e superficiais. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que das
caracteristicas clinicopatologicas investigadas apenas o modo de invasao
apresentou associacdo com o budding tumoral. Os resultados deste trabalho no
momento, ndo permitem apontar o budding como fator preditivo do CCEB quando

utilizado em bidpsias incisionais.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas de boca. Budding tumoral.
caderina-E. Podoplanina. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

EVALUATION OF TUMOR BUDDING IN PREOPERATIVE BIOPSY SPECIMENS
OF ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA AND ITS ASSOCIATION WITH
CLINICOPATHOLOGICAL FEATURES AND IMMUNOHISTOCHEMICAL
EXPRESSION OF E-CADHERIN AND PODOPLANIN

The success of the treatment of oral squamous cell carcinoma (OSCC) depends on
the development of effective tools that can help clinicians and surgeons in their
decisions about surgical treatment of oral squamous cell carcinoma, especially about
the elective limph node dissection. The tumor budding is recognized as the presence
of isolated cells or small clusters of cells in the tumor stroma often distributed near
the invasive front region and has been associated with more aggressive tumors. E-
cadherin is a principal adhesion molecule of epithelial tissue, which is essential for
the establishment and maintenance of apical-basal cell polarity and the structural
integrity of the epithelium. The loss of E-cadherin is associated with the process of
tumor invasion and with a worse prognosis in OSCC. The Podoplanin is also a
protein related to the process of invasion of neoplastic epithelial cells, and its
overexpression correlates with a poor prognosis. A relationship E-cadherin negative /
positive Podoplanin can be considered a predictive factor of development of
metastasis to the OSCC. The objective of this study was to evaluate tumor budding
in a sample of incisional biopsies of OSCC and additionally verify the association of
this feature with clinicopathological characteristics and the immunoreactivity of the
proteins E-cadherin and podoplanin. Fifty-six cases of oral squamous cell carcinoma
were enrolled in the retrospective study. Parafin embedded specimens and slices
were recovered and immunohsitochemical reaction performed. Tumor budding was
investigated and the intensity of budding was associated with clinical staging,
histological grade of malignancy, invasion mode, development of metastases and
immunohistochemical expression of E-cadherin and podoplanin. Tumor budding was
associated with the pattern of tumor invasion. None of the other clinicopathologic
characteristics evaluated were associated to tumor budding. E-cadherin was lost in
the deep areas of the tumor in comparison with the superficial/central areas. In

conclusion, in this sample, tumor budding has an association only with the mode of



invasion. Further studies are necessaty before recommend budding for routine

pathological diagnosis supporting the treatment decision.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. Tumor budding. E-cadherin. Podoplanin.

Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas representa mais de 90% das neoplasias
malignas que acometem a boca, estando relacionado a altos indices de morbidade e
mortalidade associados principalmente a recorréncia da doenca e as metastases
regionais e a distancia.!® Apesar da evolucdo no conhecimento sobre esta doenca
ndo ha ainda marcadores que possam ser empregados com sucesso na fase pré-
tratamento, ajudando na previsdo do comportamento e auxiliando na selecdo dos
pacientes que possam se beneficiar de terapias mais agressivas.

O budding tumoral é reconhecido como a presenca de células isoladas ou
pequenos agrupamentos de células no estroma tumoral, frequentemente distribuidas
proximas a regido do fronte de invasdo. Esta caracteristica tem sido associada a
agressividade de véarios tipos de carcinoma, especialmente o carcinoma colorretal,
mas poucos estudos tem avaliado a relevancia prognéstica do budding no carcinoma
de células escamosas de boca, priorizando nestes casos amostras cirargicas pos
resseccdo.*® O budding indica algumas caracteristicas das células malignas: a
perda de coesdo e a invasividade.*”’

A literatura apresenta grande quantidade de estudos versando sobre a
caderina-E, molécula de adeséo localizada no epitélio normal, e associando sua
perda ao processo de invasdo tumoral do carcinoma de células escamosas . Ja foi
demonstrado que a perda da caderina-E esta associada a um pior prognéstico nos
carcinomas de células escamosas de boca (CCEB), mas a sua relacdo com o
budding ainda n&o foi avaliada.®**

A podoplanina também € uma proteina que esté relacionada ao processo de
invasdo das células epiteliais neoplasicas, sendo sua alta expressao correlacionada
com um pior progndstico para os pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Uma
relacdo caderina-E negativa/podoplanina positiva pode ser considerada um fator
preditivo do desenvolvimento de metastases para o0 CCEB.***3

O objetivo deste estudo foi avaliar o budding tumoral em uma amostra de
biopsias incisionais de carcinoma de células escamosas de boca e adicionalmente
verificar a associacado desta caracteristica com caracteristicas clinicopatoldgicas e
com a imunoexpressao das proteinas caderina-E e podoplanina.

O estudo neste tipo de amostra é importante porque pode esclarecer a

utiidade da avaliagdo do budding tumoral no estagio pré-tratamento tumoral,
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podendo auxiliar na escolha do tipo de tratamento a ser conduzido. A associacéo
desta avaliagdo a marcadores imunoistoquimicos de possivel valor prognéstico pode

ampliar o valor preditivo desta analise.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma de células escamosas de boca (CCEB)

O carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) representa 90% das
neoplasias malignas da boca e se encontra entre o sexto a oitavo tipo de céncer
mais comum em diferentes regides do mundo.*>** No Brasil, 0o CCEB &, nos homens,
0 quarto tipo mais frequente nas regides Sudeste (15,48/ 100 mil) e Nordeste (7,16/
100 mil). Na regido Centro-Oeste, € o0 quinto (8,18/ 100 mil). Nas regides Sul (15,21/
100 mil) e Norte (3,21/ 100 mil), o sexto. Para as mulheres, € 0 nono mais frequente
nas regides Sudeste (4,88/ 100 mil) e Nordeste (3,72/ 100 mil). Na regido Norte
(1,60/ 100 mil), ocupa a 112 posicao. Na regido Centro-Oeste (3,30/ 100 mil), € 0 12°
mais frequente e, na regido Sul (3,09/ 100 mil), o 15°.2

O CCEB é, portanto, a neoplasia epitelial maligna mais comum da boca,
estando relacionada a altos indices de morbidade e mortalidade. Esse alto indice de
mortalidade, esta relacionado ao numero de metastases que ainda é muito grande e
n&o somente pelo descobrimento do tumor primario tardiamente.*>*°

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) em seu mais recente levantamento
estimou, para o ano de 2014, 11.280 casos novos de cancer da cavidade oral em
homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de
11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres.?

O CCEB acomete principalmente individuos do sexo masculino, entre a
quinta e sexta décadas de vida.” Entretanto, nas Ultimas décadas, tem sido
observado um aumento no numero de pacientes adultos jovens e do sexo
feminino.>'® Borges et al.’® (2008) enfatizaram essa tendéncia & diminuicdo da
diferenca registrada na ocorréncia do CCEB entre os dois sexos, principalmente
devido ao fato de que certos habitos masculinos provavelmente relacionados a
etiologia da doenca tenham sido adotados pelas mulheres, o que pode justificar,
pelo menos em parte, 0 aumento da prevaléncia no género feminino.'® Além disso,
as taxas de incidéncia para CCEB relacionado a infeccdo pelo HPV, vém
aumentando entre a populacdo de adultos jovens em ambos o0s sexos. Parte desse
aumento pode ser em razdo de mudangas no comportamento sexual.?

O progndstico do CCEB esta diretamente relacionado ao estadiamento clinico

do tumor através do sistema TNM. Este sistema utiliza trés parametros, onde T
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indica o tamanho do tumor, N a presenca e extensdo de metastases para linfonodos
regionais e M a presenca de metastases a distancia. Estes parametros séo
mensurados e reunidos em quatro estadios, numerados de | a IV em ordem
crescente de acordo com o grau de disseminacdo do tumor. Quanto maior o estadio,
pior é o progndstico da neoplasia. A sobrevida de 5 anos é de aproximadamente
85% no estadio |, 66% no estadio Il, 41% no estadio Il e 9% no estadio IV.*" Em
geral, um fator decisivo para o pior prognostico é o desenvolvimento de metastases
regionais. Ha entretanto caréncia de parametros que possam prever esta
caracteristica de forma confiavel, antes do tratamento cirargico do CCEB, indicando
casos que poderdo se beneficiar de um protocolo terapéutico mais agressivo,
incluindo a dissecacao dos linfonodos regionais. Além disso, outra limitacdo do uso
dos parametros morfolégicos e histolégicos convencionais como indicadores de
planejamento do tratamento e progndéstico, € que eles ndo podem ser julgados
adequadamente antes da cirurgia. No entanto, alguns autores indicam a
possibilidade de avaliacdo do budding tumoral em biépsias incisionais.*®

A etiologia do CCEB € multifatorial e os principais fatores de risco para o seu
desenvolvimento sdo tabaco, alcool, radiacdo ultravioleta (sobretudo nas lesfes
localizadas em labio inferior) e infec¢cdo pelo Papilomavirus Humano (HPV),
principalmente os subtipos 16 e 18.%**1°

A apresentacao clinica do CCEB é variavel, podendo se mostrar como lesdes
exofiticas, endofiticas, leucoplasicas, eritroplasicas ou eritroleucoplasicas. As
regides da mucosa bucal mais acometidas séo: labio inferior, lingua, assoalho bucal,
gengiva, palato duro e mucosa jugal.**

Histologicamente, observa-se a invasdo da lamina prépria por lencgéis,
corddes, ninhos ou pequenos grupos de células epiteliais de revestimento
neoplasicas. Essas células podem apresentar diversas alteracdes, entre elas,
alteracbes  morfologicas, caracterizadas por  nucléolos  proeminentes,
hipercromatismo e pleomorfismo nuclear, pleomorfismo celular, multinucleacéo,
disceratose e aumento no niimero de mitoses tipicas e atipicas.*

Os tratamentos de escolha para o CCEB séo cirurgia, radioterapia ou ambos,
dependendo da localizacdo e do estadiamento clinico do tumor, obtido através do
sistema TNM. Convencionalmente, a quimioterapia é utilizada como um tratamento

paliativo para lesbes em estagios mais avancados, quando a cirurgia ndo € possivel,
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seja pela extensdo do tumor, seja pelo o paciente ndo estar em condi¢cbes de

realizar a cirurgia.*®

2.2 Budding tumoral

Segundo os autores®, o budding tumoral foi inicialmente chamado de
“brotamento” por Imai et al.*° (1954), sendo observado em carcinomas colorretais.
Posteriormente, diversos estudos foram realizados em diferentes tipos de
carcinomas, associando a intensidade do budding tumoral e o progndéstico dos
pacientes, como pode-se observar no quadro 1.

A definicdo mais apropriada para o budding tumoral é a proposta por WANG
et al.®> (2009): presenca de células neoplasicas isoladas ou agrupadas em pequenos
ninhos (compostos por até quatro células) presentes no estroma tumoral,
distribuidas préximas ao fronte de invasdo do tumor, mas ndo exclusivamente
restrito a esta localizagcédo. O budding tumoral representa, portanto, duas importantes
caracteristicas das neoplasias: perda da ades&o celular e invasao local.*”

Segundo alguns autores®, o budding tumoral é uma caracteristica
morfolégica altamente reprodutivel. No diagnéstico de rotina, o patologista pode
identificar o numero de buddings e dividir os pacientes com CCEB em 2 grupos:
grupo de alto risco e grupo de baixo risco. Entretanto, como a maioria dos
espécimes de CCEB apresentam infiltrado inflamatério, a identificacdo do budding
tumoral no campo de baixa poténcia é dificil. Dessa forma, a imunoistoquimica de

7

pan citoqueratina € til para identificar as células epiteliais quando o infiltrado
inflamatério torna a observacdo confusa.'®%

Ja os autores'® discutem ainda as limitacdes do uso da morfologia e histologia
convencional como parametros indicadores para planejamento do tratamento e
prognostico, pois a maioria dos parametros ndo podem ser julgados antes da
cirurgia. No entanto, é possivel avaliar o budding tumoral em bidpsias pré-
operatorias ou intra-operatérias de material congelado.

A graduacdo do budding tumoral, ou a determinagdo de sua auséncia e
presenca é outro aspecto importante que deve ser considerado. De acordo com 0s
autores”, o budding é considerado positivo quando = 10 grupos de < 5 células s&o
contados em um campo com aumento de 20x (budding de alto grau). Em casos

limitrofes, em que apenas 5 a 10 budding sdo observados, mas ha a possibilidade
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de que outras células tumorais estejam obscurecidas pelo estroma, recomenda-se a
imunoistoquimica para comprovacgdo. Entretanto, deve-se ter cautela em relacao ao
uso da imunoistoquimica nestes casos.

Segundo os autores®, primeiros a avaliarem o budding em CCEB
consideraram budding de alto grau/presente, quando 5 ou mais buddings foram
quantificados em aumento de 20x.

Apesar das duvidas ainda quanto a avaliagcao, o budding tem se mostrado um
biomarcador histopatologico de predicdo e prognéstico bastante confiavel para

diferentes tumores, incluindo os de boca.
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Quadro 1 - Estudos associando a intensidade do budding tumoral com

prognostico dos pacientes com diferentes neoplasias malignas

Continuacao....

Autores Ano Tipo de Amostra Graduacgéo do budding Resultado
tumoral

Hase et al.? 1993 | 663 amostras de ressecgédo 1) nenhuma presenga ou leve | O grupo 2 estava associado a um pior
cirargica de presenca budding tumoral; prognéstico quando comparado ao
adenocarcinomas decolone | 2) moderada ou intensa | grupo 1, apresentando uma pior
reto presenca de budding tumoral sobrevida

Ueno et al.’ 2002 | 638 espécimes de 1) alto grau de intensidade de | Amostras com alto grau de
carcinomas de reto budding (10 ou mais focos no | intensidade de budding estavam

campo); associadas a menor sobrevida
2) baixo grau de intensidade de
budding (menos de 10 focos no
campo)

Kanazawa et al.”® | 2008 | 159 amostras de carcinomas | Leve (presenca de budding em | Tumores  apresentando budding

colorretais até um terco da margem | intenso estavam associados a baixa

invasiva do tumor); moderado | diferenciagdo histolégica, metastase
(presenca de budding em um | regional e estadio avancado na
terco a dois tercos da margem | classificagdo TNM. Pacientes cujos
invasiva do tumor); intenso | tumores apresentaram maior
(presenca de budding em mais | intensidade de budding apresentaram
de dois tercos da margem | menor sobrevida
invasiva do tumor)

Koike et al.* 2008 | 126 amostras de carcinomas | 1) presenga frequente de | Uma analise multivariada identificou o
de células escamosas de budding: presen¢a de 5 ou mais | budding tumoral como uma variavel
esdfago focos de budding em um campo | independente de progndstico, estando

de 200x; 2) presenca rara de | os casos com presenca frequente de
budding: presenca de menos de | budding  associados a  menor
5 focos de budding em um | sobrevida
campo de 200x

Wang et al.® 2009 | 128 casos de carcinomas Os casos foram classificados | Alto grau de budding estava associado

colorretais

em alto e baixo grau de budding
por meio da obtencdo de
medianas do numero de focos
de budding

a padrdo de invasdo histolégico

infiltrativo e invasédo de vasos
linfaticos. A intensidade de budding foi
um fator independente de progndstico,
estando o0s tumores com alta
intensidade de budding associados a

menor sobrevida
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Concluséo
Autores Ano Tipo de Amostra Graduacgao do budding Resultado
tumoral
Yamaguchi et al.® 2010 201 amostras de | Grau 1) quando estavam | Maior intensidade de budding estava

pulmao guando estavam presentes de 5 | invasao pleural e menor sobrevida
a 10 focos de budding no
campo; grau 3) quando estavam
presentes 11 ou mais focos de

budding no campo

Sarioglu et al.?® 2010 | 64 amostras de carcinomas | Leve, moderado ou intenso, de | Associacdo entre maior intensidade do
de células escamosas de | acordo com o0s  critérios budding tumoral e ocorréncia de
laringe adotados por Kanazawa et al.”® metastases regionais

(2008)

Fonte: Elaborado pela autora

Como pode ser visto no quadro 1, a avaliacdo do budding tumoral é um forte
e reprodutivel marcador de progndstico para as diversas neoplasias avaliadas. Koike

et al.?

(2008) ainda sugerem que o0 budding tumoral é a primeira etapa
morfologicamente identificavel no processo de metastase e que sua avaliacdo pode
ser utilizada como um parametro universal indicativo de agressividade.

Até o momento, poucos estudos avaliaram o valor progndéstico do budding
tumoral em CCEB. Entre os que avaliaram, Wang et al.® (2011) e Almangush et al.?’
(2014) se destacam. Ambos avaliaram apenas carcinomas de lingua e utilizaram
espécimes cirurgicos. Além desses, devemos destacar também os estudos de

alguns autores®"*®

or sua avaliacdo do budding em carcinomas de células
escamosas de boca e sua relagdo com o progndstico.

Ja alguns autores® analisaram amostras de 230 pacientes com carcinoma de
células escamosas de lingua quanto a intensidade de budding tumoral. Para a
avaliacdo do budding tumoral foi realizada a coloracéo por Hematoxilina & Eosina. A
imunoistoquimica para pan-citoqueratina (AE1/AE3) foi realizada apenas em 30
amostras de forma a auxiliar na deteccdo dos focos de buddings. Foram
considerados como budding tumoral aqueles casos nos quais foi possivel observar a
presenca de células neoplasicas isoladas ou agrupadas em pequenos ninhos
compostos por até quatro células, no fronte de invasdo tumoral. As amostras foram

inicialmente avaliadas em aumento de 40x para selecionar as areas com maior

resseccdo completa de | presentes de 1 a 4 focos de | associada a metastase regional,

adenocarcinomas de | budding no campo; grau 2) | invasdo linfatica, invasdo vascular,
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intensidade de budding. Posteriormente, foi selecionado o campo em aumento de
200x que se mostrava com uma maior intensidade de budding tumoral. Somente
este campo foi avaliado e a intensidade de budding tumoral foi classificada em: 1)
auséncia ou baixa intensidade de budding (menos de 5 focos de budding no campo);
2) alta intensidade de budding (cinco ou mais focos de budding no campo). A alta
intensidade de budding tumoral foi observada em 111 (48,3%) e auséncia ou baixa
intensidade de budding foi encontrada em 119 (51,7%). Observou-se ainda que
agueles casos com alta intensidade de budding tumoral estava associada a perda de
expressdo de caderina-E e ganho de expressdo de vimentina pelas células
neoplasicas. Além disso, foi encontrada associacdo entre alta intensidade de
budding tumoral e menor sobrevida dos pacientes. Os autores concluiram que o
budding tumoral € um marcador de prognostico independente em CCEB.

Maragon et al.” (2014) avaliaram a expressdo da laminina-5 cadeia gama 2
(laminina-5 y2) em uma amostra de 57 bidpsias incisionais de carcinomas de células
escamosas de boca e sua associagdo com a intensidadde do budding e a densidade
dos miofibroblastos no estroma. A imunoistoquimica foi empregada para detectar a
laminina 5- y2, a actina de musculo liso (marcador de miofibroblastos do estroma) e
a multicitoqueratina AE1/AE3 (para identificar o budding tumoral). Os autores
observaram uma maior expressdo da laminina-5 y2 associada com uma alta
intensidade de budding (P <0,05) e com maior densidade de miofibroblastos do
estroma (P <0,05). Além disso, a alta intensidade de budding tumoral foi associada
com uma maior densidade de miofibroblastos do estroma (P <0,05). Diante dos
achados, os autores concluiram que no CCEB a maior expressado de laminina-5 y2
esta associada com carcinomas de alta intensidade de budding e com maior
densidade de miofibroblastos do estroma, sugerindo que esta expressdo esta
relacionada com o estabelecimento de um fenétipo invasivo de células neoplasicas e
um ambiente mais permissivo para a invaséo tumoral nesta neoplasia.

No estudo de Almangush et al.?’

(2014) os autores destacam que 0s
carcinomas de células escamosas de boca localizados na lingua sdo caracterizados
por um prognostico muito variavel na fase inicial da doenca (T1/T2 NOMO) e
acrescentam que a capacidade de classificar esses carcinomas de lingua em
categorias de baixo risco e de alto risco representaria um grande avango no
planejamento terapéutico. O estudo avaliou a profundidade de invaséo, o budding

tumoral, score da avaliacdo histologica e a densidade dos fibroblastos em 233 casos
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de T1/T2 NOMO de CCEB em lingua de pacientes em tratamento em 5 hospitais. O
budding tumoral foi avaliado em espécimes cirlrgicos. Os casos com budding
tumoral (=5 clusters no fronte de invasédo) e com profundidade de invasdo = 4 mm
foram associados com um pior prognoéstico. Os autores concluiram que é
recomendado analisar a profundidade da invasdo e o budding tumoral para um
melhor planejamento do tratamento de pacientes com CCEB.

Ja alguns autores® ressaltaram que apesar dos enormes avangos em diversas
modalidades de diagnostico e de conduta no tratamento do carcinoma de células
escamosas de boca as taxas de mortalidade permaneceram estagnadas com uma
taxa de sobrevida <50% em 5 anos, desafiando os métodos disponiveis de
avaliacdo prognéstica. Estes autores relatam a avaliagdo do budding tumoral em
varios tipos de cancer e com boa possibilidade de aplicacdo também na avaliacao
do CCEB. Um total de 75 casos de espécimes cirargicos de CCEB foram analisados
para o budding tumoral, juntamente com outros parametros clinicopatolégicos. O
budding tumoral foi classificado como sendo de alta ou baixa intensidade baseado
na presencga ou auséncia de =210 buddings ou <10 buddings em laminas coradas em
hematoxilina e eosina. Uma associacdo entre os parametros clinicopatoldgicos,
metastases linfonodais com a intensidade do budding foi avaliada utilizando analises
uni e multivariada. O budding tumoral foi evidente em 89% dos casos com 45,3%
demonstrando alta intensidade. Os casos com alta intensidade de budding tumoral
foram significativamente associados com metastases em linfonodos e profundidade
de invasdo. A analise multivariada mostrou que o budding tumoral e a profundidade
da invaséo foram preditores independentes significativos para metastase linfonodal.
Diante dos achados, os autores concluiram que o budding tumoral € um importante
marcador histolégico encontrado frequentemente em CCEB e quando em alta
intensidade é um fator progndéstico independente para a previsdo de mestastases
linfonodais.

Xie et al.'®

(2015) analisaram a correlagdo do budding tumoral com as
caracteristicas clinico-patoldgicas, e seu significado progndstico para o estagio Tl e
T2 do carcinoma de células escamosas de boca em lingua, em 195 biopsias
incisionais. A profundidade de invasao do tumor e a analise de sobrevida também
foram analisadas. Os autores observaram nesse estudo que a frequéncia do
budding tumoral nos carcinomas foi de 85,6%. Além disso, a intensidade do budding

tumoral mostrou forte correlagdo com metastases em linfonodo, recidivas locais, pior
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padrdo de invasdo e profundidade de invasdo. A profundidade de invaséo foi
significativamente associada com a classificacdo T e metastases em linfonodos. A
reducdo da sobrevida global estave correlacionada com a alta intensidade do
budding tumoral e uma maior profundidade de invasdo. Os autores concluiram que o
budding tumoral é um evento frequente em carcinomas de células escamosas de
boca localizados em lingua em estagios T1 e T2. Ele foi um fator progndstico
independente e pode ser utilizado para a rotina de diagnéstico patologico e para a

deciséo da disseccéo do linfonodo.

2.3 Caderina-E

No epitélio normal, a adeséo célula-célula determina a polaridade celular,
sendo importante nos processos morfogenético e de diferenciacéo celular, e ainda
na manutencdo da integridade e homeostase tecidual.®

Como principais moléculas da adesdo célula-célula, podemos citar as
caderinas que sao importantes glicoproteinas transmembrana dependentes de
Ca™2.%? segundo o autor®® as caderinas podem ser divididas basicamente em
classicas e nédo-classicas. Uma das classicas, objeto de estudo deste trabalho, é a
caderina-E. Ela esta localizada principalmente no epitélio, sendo a principal molécula
de adeséo desse tecido, fundamental para o estabelecimento e manutencdo da
polaridade celular &pico-basal e da sua integridade estrutural.?®

Essa molécula transmembrana, apresenta um dominio extracelular e um
dominio intracelular. Para que aconteca a adesao célula-célula, é necesséario que o
dominio intracelular esteja ligado corretamente ao citoesqueleto através de proteinas
de ancoragem denominadas cateninas (a, 8, gama, p120). O braco citoplasmatico
das caderinas une-se ao complexo multiproteico B-catenina, gama-catenina e p120-
catenina. Posteriormente, este complexo liga-se diretamente a a-catenina, sendo
esta responsavel por unir ao citoesqueleto.*3!

A ocorréncia da reducdo, total ou parcial, na expressdo da caderina-E é
relatada na literatura como um fendmeno frequente em diversas neoplasias
malignas de origem epitelial e esta diretamente associada a pouca diferenciacao

histolégica tumoral e ao alto potencial invasivo e metastatico.®™**
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Segundo os autores** demonstraram que diminuicdo da expressdo do
complexo caderina-E/B-catenina nas células epiteliais neoplasicas estd associada a
um pior prognostico em carcinoma de células escamosas de boca.

Ja os autores® ressaltaram que no evento denominado transicéo-epitélio-
mesénquima (EMT), as células epiteliais adquirem caracteristicas de células
mesenquimais como, por exemplo, exibir alta mobilidade. Este fen6tipo migratério é
significativo durante a invasédo tumoral e metastase. O objetivo do estudo foi avaliar
a expressdo dos marcadores de EMT E-caderina, N-caderina e vimentina em uma
amostra de 20 biopsias incisionais de carcinoma de células escamosas de boca. As
diferencas na expresséo de cada proteina foram avaliadas no fronte de invasao (Fl)
e nas areas centrais/superficiais (ACS) do tumor. CorrelacBes entre os niveis de
expressao de cada proteina no Fl e metastase regional também foram avaliados. Foi
observada a redugdo da expressdo da caderina-E em 15 amostras (75%). A
expressdo da caderina-E foi reduzida no FI quando comparado com a ACS. Todas
as amostras eram negativas para a N-caderina, embora uma amostra apresentasse
uma expressao discreta. A expressao de vimentina positiva foi observada em seis
casos (30%). No entanto, ndo houve diferenca na expressao vimentina entre o Fl e a
ACS. Nao foram observadas correlacdes entre os niveis de cada proteina e
metastase regional. Os autores concluiram que a reducdo na expressdo de
caderina-E no Fl e sua associacdo com capacidade de invasao histologica sugere
que esta proteina € um marcador da EMT notavel em CCEB. E, que embora a
vimentina também tenha sido detectada como um marcador da EMT, sua expressao

nao era nem limitada ao FI nem foi relacionado a capacidade de invasao histolégica.

2.4 Podoplanina

A podoplanina humana é uma glicoproteina transmembrana de 43Kda
constituida por 162 aminoé&cidos, sendo nove destes, de dominio intracelular.®*3® Em
analises bioquimicas esse antigeno é descrito como uma sialoglicoproteina de
40Kda, com carboidratos do tipo mucina simples, necessaria para antigenicidade do

anticorpo que se expressa has celulas endoteliais dos vasos linfaticos, mas nao nas

células dos vasos sanguineos.>®%’

38-40

Esta proteina foi descoberta em estudos in vitro e atualmente ja se sabe

s

que, a podoplanina se expressa em varias células e tecidos normais.** Ela é
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reconhecida pelo anticorpo monoclonal D2-40, que tem capacidade de detectar o
epitopo de fixacdo da podoplanina, inclusive em tecidos humanos emblocados em
parafina. 04244

A podoplanina foi relatada pela primeira vez, in vivo, no ano de 1996 quando

foi reconhecida como antigeno E11%°

, sendo, posteriormente, chamada de
podoplanina devido a sua baixa expressdo nos podocitos dos corpusculos renais em
nefropatias experimentalmente induzida em ratos®°, permanecendo com esta
denominacéo até hoje.

Desde sua descoberta e recente liberagdo comercial, o anticorpo D2-40 vem
sendo utilizado em diversos estudos na linfangiogénese tumoral como marcador
especifico de vasos linfaticos.*> Nos estudos de alguns autores*®*’, realizaram-se
uma comparacédo da precisdo de marcacéo entre 0s anticorpos anti-podoplanina e o
D2-40, e os resultados sugeriram que ambos 0s anticorpos sdo excelentes
marcadores de endotélio linfatico.*®*” Entretanto, a expresséo do D2-40 em células
tumorais levou a investigacao de qual seria seu papel nestas células. Atualmente, ja
se sabe que além do endotélio linfatico, a imunoreatividade do D2-40 é vista também

em células neoplésicas.*®*

A fungcdo da podoplanina nas células tumorais ndo é ainda totalmente
compreendida, mas é sugerido que a podoplanina promova a invasao tumoral por
aumentar a mobilidade das células tumorais.*> A podoplanina pode promover a
remodelacéo do citoesqueleto proporcionando a mobilidade celular.*®

A expresséo da podoplanina em lesbes potencialmente malignas da cavidade
bucal (leucoplasias com diversos graus de displasia) foi avaliada por duas pesquisas
relacionando-se o grau de displasia e o risco de progressdo tumoral com o0s niveis
de marcacdo da podoplanina. Altos niveis de expressdo dessa molécula foram
relacionados com maior grau de displasia e maior risco de progressao tumoral,
sendo que na analise multivariada somente a expressao da podoplanina demonstrou
um risco aumentado para progressdo em carcinoma espinocelular de boca,
sugerindo a podoplanina como um potencial marcador de transformacao tumoral em
leucoplasias bucais.*®>*

Segundo os autores® colocaram em destaque em seu estudo, O
microambiente do linfonodo, usando o D2-40. Ao contrario de outros estudos
semelhantes, neste, a expressédo dos principais fatores de crescimento linfatico foi

investigada ndo somente no tumor primario, mas também nos ganglios linfaticos,
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tendo como objetivo avaliar a linfangiogénese no CCEB e nos linfonodos
associados, metastaticos e ndo metastaticos. Observou-se uma forte associacéo
entre a expressao da podoplanina e o grau de diferenciacdo do tumor no fronte de
invasdo, com expressao aumentada da podoplanina em tumores indiferenciados,
sugerindo que esta expressao poderia ser um indicador da agressividade do tumor.
Para testar a possibilidade da podoplanina estar envolvida no processo de

transicdo epitélio-mesenquimal, Foschini et al.’®

(2013) analisaram a expressao de
podoplanina e caderina-E utilizando a técnica de imunoistoquimica, em 102 biopsias
incisionais de carcinomas espinocelulares de boca. Os resultados demonstraram
que, quando as bidpsias apresentavam caderina-E alta ou podoplanina baixa, o
indice de metastases era baixo. Com base nesses resultadosos autores
denominaram como “Perfil Favoravel”’, os casos que demonstravam alta expresséo
de caderina-E e baixa expressao de podoplanina, e como “Perfil Desfavoravel”’, uma
associacao inversa. MarcacoOes fortes para a podoplanina quase dobravam o risco
de ocorréncia de metastase (de 25% para 43,9%), sendo que 77,8% dos casos que
apresentaram metastases durante o acompanhamento tinham forte marcacdo nas
biopsias incisionais. Esses resultados demonstraram uma correlagdo estatistica
entre alta expressao de podoplanina/baixa expressédo de caderina-E com presenca
de metastases linfonodais. Os autores sugeriram que a avaliacdo desses
biomarcadores em bidpsias incisionais de carcinomas de células escamosas de

boca poderia auxiliar na predicdo de metastases.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o budding tumoral em bidpsias incisionais de carcinoma de células
escamosas de boca e sua associagdo com caracteristicas clinicopatolégicas e com

a expressao imunoistoguimica das proteinas caderina-E e podoplanina.

3.2 Objetivos especificos

a) associar a intensidade do budding com: o grau histolégico de malignidade
tumoral, o modo de invasédo tumoral e com o TNM no momento do
diagnostico;

b) descrever a expressao de caderina-E e podoplanina nas regides central e
superficial do tumor e nas areas profundas;

c) associar a expressao de caderina-E e podoplanina com a intensidade do
budding.
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4 METODOS

4.1 Aspectos éticos e legais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), sob o numero 35575414.7.0000.5149,
obedecendo ao exigido pela legislacao brasileira, conforme as resolugdes CNS no.
466/12 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude sobre Diretrizes e Normas

Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (ANEXO A).

4.2 Selegdo da amostra

A amostra selecionada compreendeu 56 espécimes de carcinoma de células
escamosas de boca provenientes do Servi¢o de Patologia da PUC Minas.

A amostra foi de conveniéncia e incluiu casos de diferentes localizacdes em
boca.

Foram excluidos os casos com material insuficiente para o preparo das
laminas e andlises propostas.

Dados clinicos, tais como, sexo, idade, localizacdo do tumor primario,
incluindo o estadiamento clinico foram obtidos dos prontuarios médicos dos
pacientes e laudos histopatolégicos, com o auxilio do Programa de Avaliacdo e
Vigilancia do Cancer-PAV-MG.

Laminas coradas em hematoxilina-eosina (HE) foram avaliadas para
confirmacéo do diagndstico e graduacéo histopatoldgica.

Os tecidos emblocados em parafina foram submetidos, em micr6tomo por
profissional experiente, a cortes histolégicos com espessura de 3um e foram
montados em laminas de vidro previamente gelatinizadas, para a realizacdo da

técnica imunoistoquimica.
4.3 Reac¢des imunoistoquimicas
Dois protocolos diferentes foram utilizados para as reagles

imunoistoquimicas. O sistema de deteccdo estreptavidina-biotina-peroxidase foi

empregado para identificacdo do budding com a citoqueratina AE1/AE3. Para a
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identificacdo da expressao da Caderina-E e podoplanina foi utilizado um sistema de

polimero livre de biotina.

Protocolo para citoqueratina AE1/AE3:

a)

b)

f)

9)

h)

)

remocao da parafina, com a imersdo dos cortes em trés banhos de xilol
em temperatura ambiente, sendo o primeiro por dezoito horas, o segundo
por quinze minutos e o terceiro por cinco minutos;

reidratacdo em cadeia descendente de etanol, a partir de trés passagens
em etanol absoluto, seguidos por etanol 95 e 80%, durante cinco minutos
cada;

remocao do pigmento formélico, imersédo por dez minutos em solucédo de
hidroxido de amoénio a 10% em etanol a 95% e lavagem em sete banhos
de &gua destilada;

recuperacéo antigénica: imersdo das amostras em tampéo citrato pH 6,
durante 30 minutos, no steamer a 96°C;

inibicdo da peroxidase enddgena, os cortes passaram por dois banhos de
cinco minutos em peroxido de hidrogénio 10 volumes, sendo
posteriormente lavados em cinco banhos de 4gua destilada;

cada um dos procedimentos de incubacéo descritos a seguir foi precedido
por trés lavagens de cinco minutos em solucéo tampé&o TRIS (tris-hidroxi-
metil-aminometano) pH 7,4;

incubacdo com o anticorpo primario a 4°C, por 18 horas, conforme
protocolo descrito no quadro 1;

lavagem em tampé&o TRIS-HCI 20 mM pH 7,4;

incubacdo do anticorpo secundario e do complexo terciario pertencentes
ao kit LSAB+ Peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, USA).
Inicialmente, os espécimes foram incubados com o anticorpo secundario
biotinilado polivalente, durante 30 minutos, a temperatura ambiente, em
camara umidificada. Sequencialmente, foi efetuada a incubacdo com o
complexo estreptavidina-peroxidase, durante 30 minutos, a temperatura
ambiente, em camara umidificada;

incubagcdo com a solucdo cromogena contendo 14 mg de
diaminobenzidina (Sigma Chemical, St Louis, USA) diluidos em 120 mL

de tampéo TRIS pH 7,4, aos quais foram adicionado 1,2 mL de peroxido



k)

34

de hidrogénio 10 volumes. Os cortes permaneceram nesta solucao
durante 3 minutos, sendo entdo lavados em agua corrente por cinco
minutos;

contracoloracdo com hematoxilina de Mayer por dois minutos e trinta
segundos;

imersao rapida das laminas em solucdo aquosa de hidroxido de ambnio a
10% e lavagem em agua corrente por cinco minutos;

desidratacdo dos cortes em solucbes com concentracdes crescentes de
etanol, a partir de uma passagem em etanol 70%, uma passagem em
etanol 90% e trés passagens em etanol absoluto, durante cinco minutos
cada;

diafanizacdo dos cortes através de trés banhos de xilol, em temperatura
ambiente, de cinco minutos cada;

montagem das laminas com laminulas de vidro utilizando-se Permount
(Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA).

Os controles negativos consistiram na omissdo do anticorpo primario.

Protocolo para podoplanina e caderina-E:

a)

b)

remocao da parafina, com a imersdo dos cortes em trés banhos de xilol
em temperatura ambiente, sendo o primeiro por dezoito horas, o segundo
por quinze minutos e o terceiro por cinco minutos;

reidratacdo em cadeia descendente de etanol, a partir de trés passagens
em etanol absoluto, seguidos por etanol 95 e 80%, durante cinco minutos
cada;

cinco banhos de agua destilada;

recuperacdo antigénica: imersao das amostras em tampéo citrato pH 6,
durante 30 minutos, em banho maria a 96°C;

resfriamento das laminas por 20 minutos em temperatura ambiente;

cinco banhos de agua destilada;

incubagdo com Hydrogen Peroxidase Block (Spring Bioscience,
Plaeasanton, EUA) por 10 minutos;

banho rapido de TRIS (tris-hidroxi-metil-aminometano) pH 7,4 seguidos

de mais dois banhos de 5 minutos;



)

K)

p)

Q)

35

incubacédo com Protein Block (Spring Bioscience, Plaeasanton, EUA) por
10 minutos;

banho rapido de TRIS (tris-hidroxi-metil-aminometano) pH 7,4 seguidos
de mais dois banhos de 5 minutos;

incubacdo com o0s anticorpos primarios (podoplanina e caderina-E) em
temperatura ambiente por 1 hora, conforme protocolo descrito no quadro
1

lavagem em tampédo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4, 3 banhos de 5 minutos
cada;

incubacgdo do anticorpo secundario e o complexo terciario pertencentes ao
kit Spring livre de biotina (Reveal polyvalent HRP, Spring Bioscience,
Pleasanton, EUA). Inicialmente, os espécimes foram incubados com o
reagente complemento amarelo, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente, em céamara umidificada. Sequencialmente, foi efetuada a
incubacdo com o Spring reveal conjugate vermelho, durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, em camara umidificada;

lavagem em solucdo tampéao TRIS-HCI 20 mM pH 7,4, 3 banhos de 5
minutos cada;

incubacdo com a solucdo cromoégena contendo solucdo cromogena de
3,3’ diaminobenzidina (DAB) — Reveal Polyvalent HRP Liquid DAB +
Substrate-Chromogen System. Os cortes permaneceram nesta solucao
durante 1 minuto, sendo entdo lavados em &gua corrente por cinco
minutos;

a contracoloracdo foi realizada com hematoxilina de Mayer por dois
minutos e quarenta e cinco segundos;

lavagem das laminas em agua corrente por cinco minutos;

desidratacédo dos cortes em solugbes com concentracdes crescentes de
etanol, a partir de uma passagem em etanol 70%, uma passagem em
etanol 90% e trés passagens em etanol absoluto, durante cinco minutos
00s cortes forma entdo diafanizados através de dois banhos de xilol, em
temperatura ambiente, de cinco minutos cada;

montagem das laminas com laminulas de vidro utilizando-se Permount
(Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).
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Os controles negativos foram realizados pela omissédo do anticorpo primario.
Os controles positivos foram os controles internos: vasos linfaticos no estroma
tumoral para a podoplanina e epitélio tumoral e adjacente para a caderina-E. O
protocolo de utilizacdo dos anticorpos primarios € apresentado resumidamente no

quadro 2.

Quadro 2 - Padronizagcdo imunoistoquimica para 0s anticorpos primarios

usados no estudo

Anticorpo Clone / Recuperacéo Diluic&o Incubacéao
Primario Fabricante Antigénica
D2-40 Clone D2-40 Acido citrico 1:100 1h/TA
Dako pH 6.0em
Cytomation banho maria
por 30’, a 96°C
Caderina-E Clone 36B5 - Acido citrico 1:50 1h/TA
Leyca pH 6.0em

Microsystems banho maria
por 30’, a 96°C

AE1/AE3 cocktail de Acido citrico 1:50 18h/4°C

clones AE1 e pH 6.0 no
AE3 - Leica steamer, por
Biosystems 30°, a 96°C

TA: Temperatura ambiente

Fonte: Elaborado pela autora
4.4 Identificacéo e graduacao do budding tumoral

O budding tumoral foi definido como a presenca de células tumorais isoladas
ou em pequenos ninhos (< 5 células tumorais) no estroma proximo ao fronte de
invasdo, porém ndo restrito a esta regido. O budding tumoral foi avaliado
inicialmente em cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina. As laminas
foram escaneadas em menor aumento para a identificacdo das seguintes
caracteristicas: padréo de crescimento infiltrativo, irregularidade marcante no fronte

invasivo e “borramento” na interface tumor/estroma.” A regido com maior
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concentragdo destas caracteristicas foi avaliada em aumento de 200x para
caracterizacdo do budding. A classificacdo do budding foi realizada em cortes
histol6gicos seriados submetidos a reacdo imunoistoquimica para as citoqueratinas
AE1/AE3. A graduagédo do budding tumoral foi baseada na classificacdo de Wang et
al.? (2011):

a) baixa intensidade de budding tumoral ou auséncia de budding tumoral (< 5
focos de budding tumoral);

b) alta intensidade de budding tumoral (= 5 focos de budding tumoral).

A avaliagdo do budding foi realizada independentemente por dois dos
pesquisadores e conjuntamente para consenso no caso de discordancia. Para a
andlise estatistica foi realizada a dicotomizacdo sendo o escore 2 considerado como

positivo e escore 1 como negativo.
4.5 Avaliacéo das reac6es imunoistoquimicas

A avaliagdo das reagfes imunoistoquimicas foi realizada em microscopio de
luz por dois observadores, sem conhecimento dos dados clinicos e de forma
independente. Casos discordantes foram discutidos. Foram consideradas positivas
as células apresentando coloracdo marrom no citoplasma. Para a podoplanina, a
andlise realizada foi semiquantitativa. Foi identificado o percentual de células
positivamente marcadas pelo D2-40, seguindo os seguintes escores baseado na

anélise proposta por Sousa et al.> (2012):

0- Auséncia de marcacao
1- Menos de 50% das células marcadas
2- Entre 50% e 75% das células marcadas

3- Mais de 75% das células marcadas

Para analise estatistica, os tumores com escores 0 e 1 foram considerados
negativos e os tumores com escores 2 e 3 foram considerados positivos para a

marcagao.
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O padrao de imunomarcacao para caderina-E foi considerado normal quando
houve marcacdo membranosa completa e continua das células epiteliais
neoplasicas. Este padrao foi considerado anormal quando houver descontinuidade
ou auséncia desta marcacdo membranosa, com ou sem marcacao citoplasmatica. A
imunoexpressdo de caderina-E foi entdo classificada de acordo com com os

autores®® em:

a) Perdida (< 50% das células com padrao de imunomarcacao normal);

b) Mantida (> 50 das células com padrao de imunomarcac¢ao normal).

4.6 Graduacdao histolégica de toda a extensdo da neoplasia

A graduacdo histolégica de toda a extensdo da neoplasia teve como objetivo
avaliar o tumor em toda sua extensdo, gerando valores que pudessem ser
trabalhados posteriormente.

Para tal foi utilizado um sistema no qual os parametros morfolégicos grau de
queratinizacdo e pleomorfismo nuclear sdo avaliados em toda a extensdo da
neoplasia, incluindo a regido do fronte de invasdo, nos casos em que ele era
visualizado. A graduacao destes parametros foi realizada de acordo com os critérios

propostos pelo sistema de Bryne et al.>®

(1992), expostos no quadro 3.

Desse modo, no sistema proposto os parametros morfologicos grau de
queratinizacdo e pleomorfismo nuclear foram avaliados em toda a extensao da
neoplasia e graduados de 1 a 4, em ordem crescente, na medida em que denotam
menor diferenciacdo histolégica. Os valores estabelecidos para os dois parametros
sdo entdo somados, perfazendo um produto final denominado grau histolégico de
malignidade, que pode variar de dois a oito. Quanto maior o valor deste grau
histolégico, menos diferenciado € o tumor. Tumores com grau histolégico de
malignidade de 2 a 5 séo clasificados como bem diferenciados e de 6 a 8 como mal

diferenciados.
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Parametro Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
morfolégico
Grau de Altamente Moderadamente | Queratinizacdo | Queratinizacao

gueratinizacao

gueratinizado

(acima de
50% das
células)

queratinizado
(entre 20 e 50%

das células)

minima (entre

5 e 20%

células)

das

ausente (entre
0 e 5%

células)

das

Pleomorfismo

Pleomorfismo

Pleomorfismo

Pleomorfismo

Pleomorfismo

nuclear nuclear nuclear nuclear nuclear
pegueno moderado abundante extremo (entre
(acima de | (entre 50 e 75% | (entre 25 e |0 e 25% de
75% de | de células | 50% de células | células
células maduras) maduras) maduras)
maduras)
Padrao de Invaséo Invasdo através | Invasao Invasédo difusa
invasao através de | de feixes, | através de | através de
bordas bandas ou | corddes ou | células
tumorais corddes sdlidos | pequenos individuais ou
amplas e bem grupos (com | pequenos
delineadas mais de 15 |grupos (como
células) menos de 15
células)
Infiltrado Intenso Moderado Leve Ausente
inflamatorio

Fonte: Bryne et al.” (1992)

4.7 Graduacao do modo de invaséo

A graduagéo do modo de invasao foi realizada avaliando a neoplasia como

uma todo e classificando-a de acordo com os autores.>

Nessa classificacdo as neoplasias sdo graduadas em 4 graus, sendo o ultimo
subdividido em 4C e 4D.
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No grau 1 o modo de invasao acontece por meio de bordas bem definidas. No
grau 2 essa invasao acontece em corddes com bordas mal definidas. O grau 3, por
sua vez, € caracterizado por grupos de células neoplasicas, sem limites bem
definidos. Por fim, o grau 4 que se divide no 4C caracteriza-se por invasao difusa em
forma de cordbes e 4D, também com uma invasdo mais difusa, com células

neoplasicas agrupadas em ninhos menores e/ou isoladas (Figura 1).

Figura 1 - Modo de invasao: A. grau 1 (HE 200x); B. grau 2 (HE 200x); C. grau 3
(HE 200x); D. grau 4C (HE 200x); E. grau 4D (HE 200x)

. § o |3 kT

-

Fonte: Yamamoto et al.>* (1983)
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4.8 Andlise estatistica

O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a existéncia de associacao
entre: 1) Budding e graduacdo histologica; 2) Budding e modo de invasao; 3)
Budding e TNM; 4) Budding e metastase regional; 5) Budding e expressdo de
caderina-E; 6) Budding e expressao de D2-40.

O teste de concordancia de Kappa foi utilizado para avaliar a reprodutibilidade
entre os meétodos de graduacdo histoldgica, avaliados aos pares: 1) Budding e
graduacéo histoldgica; 2) Budding e modo de invaséao.

O teste de McNemar foi utilizado para avaliar a existéncia de diferengas na
expressao de caderina-E e na expressdo de D2-40 entre as seguintes regifes do
tumor: areas centrais/superficiais e areas profundas.

O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. As andlises foram realizadas
pelo software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA),
com excecao dos testes de concordancia de Kappa, que foram realizadas por meio

do software BioEstat 5.0 (Optical Digital Technology, Belém, Para, Brasil).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da amostra

Foram avaliados um total de 56 carcinomas de células escamosas de boca
obtidos por bidpsias incisionais. Das 56 amostras de CCEB, 44 (78,6%) eram do
sexo masculino e 12 (21,4%) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 38 a
90 anos (média de idade de 60,48 anos).

Os 56 casos estudados foram localizados em diferentes locais anatdomicos e 7
tumores foram situado em mais de um local, devido as suas dimensdes. A lingua foi
o local mais afetado com 29 tumores, 9 tumores foram localizados no assoalho
bucal, 7 tumores foram localizados no rebordo alveolar, 4 no palato mole, 3 no
trigono retromolar, 2 na mucosa jugal e 2 no labio inferior.

Trinta e nove casos foram classificados como bem diferenciados e 17 mal
diferenciados. Quanto ao budding, 37 foram budding positivos e 19 foram negativos.
Quanto ao modo de invaséo, o padréo 3 foi predominante (27 casos). Sete casos
apresentaram-se com modo de invasao 1, 10 casos como 2, 11 casos como 4C e 1
caso como modo de invasdo 4D. Nas figuras 2 e 3 € possivel observar alguns
desses aspectos.

Os dados de estadiamento clinico (TNM) puderam ser recuperados apenas
para 19 casos. Para fins de andlise, os tumores foram classificados em estagios e
posteriormente dicotomizados em estégios inicial (I/11) e estagio avancado (IllI/1V). O
modo de invasdo também foi dicotomizado para fins de analise, 1, 2 e 3 foram
considerados separados dos casos 4C e 4D. Os dados clinicopatol6gicos completos

dos casos estudados podem ser vistos no Anexo B.
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Figura 2 - Budding tumoral: A. Budding tumoral positivo; B. Budding tumoral

negativo (técnica imunoistoquimica da biotina perOX|dase para AE1/AE3 200x)
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 3 - Padrées de invasdo encontrados: A. Padrdo de invasdo grau 1 (HE
100x); B. Padrao de invaséo grau 2 (HE 100x); C. Padrao de invaséo grau 3 (HE
100x); D. Padrao de invasao grau 4C (HE 100x)
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Fonte: Elaborado pela autora

5.2 Avaliag&o imunoistoquimica da caderina-E e da podoplanina

A expressdo da Caderina-E foi observada no citoplasma e membrana das
células como coloragdo amarronzada. Trinta e seis casos foram positivos nas
porgbes centrais superficiais do tumor e 14 foram positivos nas porgdes mais
profundas. Em 14 casos nao foi possivel identificar o fronte invasivo dos tumores
(Figuras 4A e B).

A positividade para a podoplanina foi identificada como coloragéo
amarronzada no citoplasma das células. Dos casos avaliados 5 apresentaram

positividade para podoplanina nas porgdes centrais superficiais e 4 nas porcdes
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mais profundas. Em 12 casos ndo foi possivel localizar o fronte invasivo dos
tumores. A figura 5 A e B demonstra alguns desses aspectos.

A avaliacdo de diferencas na expressdo de caderina-E e na expressao de D2-
40 entre as diferentes regiées do tumor, areas centrais superficiais (ACS) e areas
mais profundas foram avaliadas pelo teste de McNemar (Tabela 1). Para a caderina-
E houve diferenca significativa, com a perda de expressao desta proteina nas areas
profundas (AP) do tumor.

Figura 4 - Expresséo da caderina-E: A. Caderina-E positiva nas ACS do tumor e
negativa nas AP (setas) (técnica imunoistoquimica livre de biotina para caderina-E
100x); B. Caderina-E positiva nas ACS do tumor (técnica imunoistoquimica livre de
biotina para caderina-E 400x)

ox e .
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Figura 5 - Expressao da podoplanina: A. Podoplanina positiva nas ACS do tumor
(técnica imunoistoquimica livre de biotina para D2-40 100X); B. Podoplanina positiva

nas ACS do tumor (técnica imunoistoquimica livre de biotina para D2-40 400x)
i.;._.', ¥ ;."&’j’@{ i e '--!“,‘};( B ."g ; ,%, -4§ ,‘ ‘ ,., ,,,‘ ‘

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 1 - Expressao da Caderina-E e D2-40 nas areas centrais/superficiais e

nas areas profundas do tumor

Expressado Caderina-E n Valor de p*
Positiva nas ACS / Positiva nas AP 13 (31%)
Positiva nas ACS / Negativa nas AP 14 (33,3%) <0.05
Negativa nas ACS / Positiva nas AP 1 (2,4%)
Negativa nas ACS / Negativa nas AP 14 (33,3%)
Total 42 (100%)
Expressao da Podoplanina n Valor de p*
Positiva nas ACS / Positiva nas AP 1(2,3%)
Positiva nas ACS / Negativa nas AP 1(2,3%)
Negativa nas ACS / Positiva nas AP 3 (6,8%) n.s.
Negativa nas ACS / Negativa nas AP 39 (88,6%)
Total 44 (100%)

* valor de p foi obtido pelo teste de McNemar.
n.s. — nao significante (p>0,05)
Fonte: Elaborado pela autora
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5.3 Associacdo do budding com caracteristicas clinicopatolégicas e com as
proteinas caderina-E e podoplanina

O budding tumoral mostrou associagédo com o padrao de invasao tumoral.

Nenhuma das outras caracteristicas clinicopatoldgicas avaliadas tiveram associacéo
com o budding tumoral (Tabela 2).
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Tabela 2 - Associagcdo do budding com as caracteristicas clinicopatologicas e

com a expressao das proteinas caderina-E e podoplanina

N° Variavel N° pacientes (%) Budding + (%) Budding - (%) Valordep Kappa Odds Ratio
1. ldade
<50 9(16,1) 8(14,3) 1(1,8)
>50 47 (83,9) 29 (51,8) 18 (32,1)
2. Sexo
Femino 12 (21,4) 7(12,5) 5(8,9)
Masculino 44 (78,6) 30 (53,6) 14 (25,0
3. Localizagéo
Lingua 29 (51,8) 21 (37,5) 8(14,2)
Rebordo alveolar 7 (12,5) 4(7,1) 3(53)
Assoalho bucal 9(16,1) 7(12,5) 2(3,6)
Palato mole 4(71) 2(3,6) 2(3,6)
Mucosa jugal 2(3.6) 1(1,8) 1(1.8)
Trigono retromolar 3(5,3) 2(3,6) 1(1,8)
Labio inferior 2(3,6) 0(0) 2(3,6)
4. Estagio
|
I 5(26,3) 3(15,8) 2 (10,5) n.s. 275
[
Y 14 (73,7) 11 (57,9) 3(15,8) 028:26.62)
5. Graduag&o Histologica
Bem diferenciado 38(67,9) 25 (44,6) 14 (25,0) ns. 0,13 2,61
Mal diferenciado 18 (32,1) 14 (25,0) 3(54) (0,63-10,69)
6. Modo de invaséo
1
2 44 (78,6) 25 (44,6) 19 (34) <0,05 0,23 19,12
3
4C
4D 12 (21,4) 12 (21,4) 0(0) (1.06-343.4)
7. Proteinas
Caderina-E + 14 (33,3) 9(21,4) 5(12,0) ns. 0,60 (0,14-2,40)
Caderina-E - 28 (66,7) 21(50,0) 7(16,6)
D2-40 + 4(9,1) 5(11,4) 0 n.s. 5,60 (0,28-109,1)

Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

Segundo alguns autores®, o budding tumoral foi inicialmente chamado de
“brotamento” por Imai et al.?° (1954), sendo observado em carcinomas colorretais e
sugerida sua correlagdo com um maior potencial de malignidade e agressividade
desses tumores.

O budding tumoral € uma caracteristica histopatologica que pode ser
evidenciada no tumores e € caracterizado pela presenca de células isoladas ou em
agrupamentos de até cinco células, espalhadas pelo estroma em distancias variadas
do fronte invasivo.>*>"® Em tumores de diferentes localizacées, o budding tem sido
associado com o comportamento agressivo do tumor e com o desenvolvimento de
metastases regionais e a distancia e com a sobrevida dos pacientes.>***° Poucos
estudos avaliaram o budding em CCEB, a grande maioria em carcinoma de lingua
em em espécimes cirurgicos.

Este trabalho procurou avaliar o budding em uma amostra de biopsias
incisionais de CCEB buscando associar a positividade para o budding com
caracteristicas clinicas e histopatolégicas que expressam a agressividade tumoral, e
com as proteinas caderina-E e podoplanina.

Uma das limitacbes quanto ao uso de espécimes cirlrgicos para 0
planejamento do tratamento e prognostico é que a maioria dos parametros avaliados
nao podem ser julgados antes da cirurgia. O budding tumoral apresenta a vantagem
de poder ser avaliado em biépsias pré-operatorias. Este trabalho empregou
amostras previamente avaliadas quanto ao budding. Dos 56 casos incluidos no
estudo, 37 foram budding positivos e 19 negativos.

A amostra incluiu lesdes de diferentes localizacfes, o0 que é interessante uma
vez que a maioria dos trabalhos com CCEB tem avaliado quase que exclusivamente
as lesdes de lingua.®'®?’ Nao foi encontrada relacdo com caracteristicas clinicas,
especialmente com o TNM, principal indicador clinico de agressividade. Este
resultado estd provavelmente relacionado a limitacdo de informacdes obtidas para
esta caracteristica na amostra avaliada. Outros autores recentemente demontraram
gue o budding tumoral pode discriminar lesées com tendéncia a um comportamento

3,18,27

mais agressivo (metastases e recidiva) , Observaram isso mesmo em lesbes em

estagio inicial (T1T2NOMO). Entretanto, sdo necessarios ainda estudos prospectivos
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gue avaliem a aplicacdo da presenca do budding na decisédo sobre o tratamento de
cada paciente.

Poderia ser esperado que o grau histologico de malignidade tivesse uma
associacado direta com a presenca do budding tumoral uma vez que ambos sao
critérios morfologicos de agressividade. Mas isto ndo foi observado na amostra.
Algumas possiveis explicagdes sdo o numero maior de lesdes consideradas como
bem diferenciadas incluidas neste estudo, e a impossibilidade na maioria dos casos
de graduacao das lesbes pelo fronte invasivo tumoral. A similaridade morfolégica do
budding com o padréo IV de invas&o tumoral do sistema de Bryne et al.>® (1992),
parece apontar para a maior possibilidade de concordancia deste sistema de
graduacdo com o budding que os demais.®

A graduacdo do modo de invasdo foi primeiramente aplicadada por
Jacobsson et al.>® (1973). Posteriormente, outros autores entre eles Yamamoto et
al.>* (1983), empregaram este critério na avaliacdo da resposta terapéutica a
bleomicina em casos de CCEB. E interessante observar, que um critério proximo ao
modo de invasdo, mas que s6 pode ser aplicado adequadamente a avaliacdo de
pecas cirurgicas, a profundidade de invasdo, mostra associacdo positiva com o
budding tumoral.*® No presente trabalho foi encontrada associacdo entre budding
positivo e 0 modo de invaséo 4. Este resultado sugere a possibilidade de utilizacao
dos dois critérios, budding e modo de invasdao como fatores indicadores de
modalidade terapéutica nos estagios pré-operatérios do CCEB, podendo por
exemplo ajudar a discriminar quais pacientes se beneficiariam do esvaziamento
cervical. Estudos prospectivos sdo necessarios para confirmacao desta hipotese.

Segundo os autores® avaliando biépsias incisionais de CCEB encontraram
gue tanto a caderina-E, quanto a podoplanina apresentaram associacdo com o0
desenvolvimento de metastases linfonodais. Assim, neste estudo, também
esperavamos encontrar uma associacao positiva entre o budding tumoral e a
expressao dessas proteinas.

Diversos estudos vem demonstrando que reducgao, parcial ou completa, na
expressdo da caderina-E esta associada a pouca diferenciacdo histologica tumoral e

ao alto potencial invasivo e metastatico.®™*

Liu et al.*?

(2010) demonstraram que diminuicdo da expressao de caderina-E
nas células epiteliais neoplasicas estd associada a um pior prognostico em

carcinoma de células escamosas de boca. Entretanto, apesar do padrdo de
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expressdo da caderina-E ser o mesmo daquele descrito em trabalhos anteriores nao

foi encontrada associacdo com o budding tumoral. Costa et al.*

(2015) observaram
uma reducdo na expressao de caderina-E em CCEB, principalmente no fronte
invasivo estando associada com uma maior capacidade de invasdo histologica
desses tumores. Entretanto, apesar do padrdo de expressao da caderina-E ser o
mesmo daquele descrito em trabalhos anteriores n&o foi encontrada associa¢cao com
o budding tumoral.

A expressdo de podoplanina em células tumorais também € um indicativo de
maior potencial metastético. Entretanto, neste trabalho, poucos casos expressaram
esta proteina nas regides profundas do tumor (4 casos), e ela foi encontrada nas
areas superficiais de apenas 5 casos. As diferencas em relacdo aos resultados

relatados por Foschini et al.™®

(2013), talvez estejam associados ao tamanho e
caracteristicas da amostra selecionada.

Neste estudo, além da limitacdo representada pelo tamanho da amostra e
pela deficiéncia em relacdo aos dados clinicos e de acompanhamento, € necessario
também abordar algumas dificuldades quanto ao reconhecimento e classificacdo do
budding. Embora a reprodutibilidade da avaliacdo do budding seja mais facilmente
alcancada que a concordancia em relacdo a graduacdo histoldégica dos tumores,
alguns cuidados devem ser tomados na avaliacdo do budding. Embora a
quantificacdo do budding teoricamente seja facil, o reconhecimento do que € ou nédo
€ budding pode ser mais dificil do que parece. Em geral a identificacdo do budding &
feita em cortes histologicos corados em hematoxilina-eosina, mas pode requerer em
alguns casos o auxilio da imunoistoquimica.?* Neste trabalho, os mesmos cuidados
empregados em trabalho anterior’ foram utilizados, em relacdo a selecdo dos
campos avaliados sempre em um mesmo microscopio, € 0o emprego da
imunistoquimica para citoqueratinas auxiliando na identificacdo do budding. Embora
a imunistoquimica ndo seja indispensavel para a identificacdo do budding na rotina
diagnéstica, casos com maior infiltrado inflamatorio podem confundir no
reconhecimento das células epiteliais neoplasicas, sendo a imunoistoquimica para
pan-citoqueratina muito Util nesses casos.*®

Os autores®* recomendam que a utilizacdo da imunoistoquimica na avaliagéo
do budding seja feita com cautela e em casos especificos. Embora a concordancia
intra e inter observadores ndo seja alterada pela utilizacdo da imunoistoquimica,

nota-se uma tendéncia a contagem maior de budding com o0 uso da
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imunoistoquimica, 0 que pode levar ao estabelecimento de diferentes pontos de
corte para budding quando da utilizacdo deste recurso.

Ja os autores® observaram que o alto grau de budding estava associado a
padrdo de invasao histologico infiltrativo e invasao de vasos linfaticos. No estudo, a
analise multivariada demonstrou que a intensidade de budding foi um fator
independente de prognostico, estando os tumores com alta intensidade de budding
associados a menor sobrevida. Os autores sugerem que a avaliagdo do budding
tumoral é um forte e reprodutivel marcador de progndstico para esta neoplasia.
Neste trabalho néo foi possivel relacionar o budding com a sobrevida dos pacientes
devido a limitagdo de dados necessarios para essa analise. Entretanto, observamos
gue a maioria dos casos budding positivos estavam associados ao modo de invasao
4C e 4D, em estagios mais avancados da doenca.

O teste de concordancia de Kappa foi utilizado para avaliar a reprodutibilidade
entre os métodos de graduacdo histolégica, avaliado aos pares: 1) Budding e
graduacdo histolégica; 2) Budding e modo de invasdo. Os valores encontrados
foram respectivamente 0,13 e 0,23, logo, houve uma concordancia fraca.

Em resumo, os resultados deste trabalho ndo permitem no momento apontar
o budding como indicador de comportamento do CCEB e indicativo de tratamento
qguando utilizado em bidpsias incisionais, mas reforca a possibilidade de emprego
deste parametro na avaliacdo deste tumor, e aponta o modo de invasao como um
critério morfolégico que também pode ser aplicado facilmente a analise de bidpsias
incisionais.

Estudos que avaliem em amostras maiores de bidpsias incisionais a
prevaléncia do budding séo necessarios. Outra sugestdo para validacdo do budding
em bidpsias incisionais é a comparacdo desta caracteristica em espécimes cirdargico
e bidpsias de um mesmo paciente conforme fizeram Zlobec et al.>® (2012) com
casos de cancer retal. Espera-se desta forma a abertura de uma nova possibilidade

para a determinac¢éo prognoéstica do CCEB.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

a)

b)

o budding tumoral pode ser identificado em bidpsias incisionais de
carcinoma de células escamosas de boca, apresentando associacao
com o modo de invasao tumoral. Na amostra avaliada, nenhuma outra
caracteristica clinicopatolégica apresentou associacdo com o budding
tumoral;

os resultados deste trabalho no momento, ndo permitem apontar o
budding como indicador de comportamento do CCEB e indicativo de

tratamento quando utilizado em bidpsias incisionais.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 35575414.7.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria Cassia Ferreira de Aguiar
Departamento de Clinica, Patologia e
Cirurgia Odontologicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 24 de novembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliagdo imunoistoquimica das proteinas Caderina-E e
Podoplanina no carcinoma de células escamosas de boca e sua
associagdao com o budding tumoral®.

O relatoério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

%”D C\erf@ ‘rﬁ@m ﬂmﬁ

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

4v. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: cocpiZprpg.utmg.br
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ANEXO B - Dados clinicopatolégicos completos dos casos estudados

N° |IDADE|SEXO LOCALIZAGAO TNM |Graduacgéo Histologica
1 70 F Palato mole e lingua T2NOMO Bem diferenciado
2 65 M Palato mole direito e orofaringe Bem diferenciado
3 75 M Bordo lateral de lingua Bem diferenciado
4 44 M Mucosa de palato mole, uvila e orofaringe T4ANOMO Bem diferenciado
5 65 M Soalho de lingua, lado direito T3N2MO Bem diferenciado
6 69 M Labio inferior lado esquerdo Bem diferenciado
7 90 M Borda lateral esquerda de lingua Bem diferenciado
8 78 M Bordo lateral de lingua T2N2MO Mal diferenciado
9 51 M Bordo lateral de lingua direita T4ANOMO Mal diferenciado
10| 58 F Bordo lateral de lingua Bem diferenciado
11| 58 M Assoalho bucal lado esquerdo, regido do 33 Bem diferenciado
12| 51 F Bordo e ventre de lingua Bem diferenciado
13| 57 M Assoalho bucal lado direito T3N1MO Mal diferenciado
14| 54 M Assoalho bucal T1INOMO Mal diferenciado
15| 67 M Assoalho bucal Bem diferenciado
16| 86 M Rebordo alveolar Mal diferenciado
17| 58 M Trigono retromolar Mal diferenciado
18| 69 F Rebordo alveolar inferior do lado esquerdo T2NOMO Mal diferenciado
19| 71 M Borda lateral esquerda de lingua Bem diferenciado
20 | 56 F Bordo lateral de lingua TAN2MO Bem diferenciado
21| 54 M Bordo lateral de lingua Mal diferenciado
22| 52 M Trigono retromolar esquerdo se estendendo para orofaringe T3NOMO Bem diferenciado
23| 64 M Assoalho bucal Bem diferenciado
24 | 60 M Trigono retromolar esquerdo se estendendo para orofaringe Mal diferenciado
25| 59 M Bordo lateral de lingua T2NOMO Bem diferenciado
26 | 80 M Bordo lateral de lingua Bem diferenciado
27| 44 M Rebordo de lingua Mal diferenciado
28| 48 M Rebordo alveolar inferior Bem diferenciado
29 | 52 M Bordo lateral direito e base de lingua Bem diferenciado
30 [ 50 M | Soalho bucal direito se estendendo para rebordo alveolar direito e regido vestibular | T2N2MO Mal diferenciado
31| 56 M Rebordo alveolar posterior Bem diferenciado
32| 56 M Borda da lingua posterior direita Bem diferenciado
33| 51 F Ventre lingual Bem diferenciado
34| 56 M Borda lateral de lingua direita, regido posterior Bem diferenciado
35| 77 M Bordo lateral de lingua esquerda T2N1MO Bem diferenciado
36| 58 M Borda lateral de lingua lado direito Mal diferenciado
37| 59 M Ventre lingual, 1/3 médio, lado esquerdo T3NOMO Bem diferenciado
38| 46 M Borda lateral de lingua esquerda Mal diferenciado
39| 38 F Borda de lingua direita T3N1MO Bem diferenciado
40| 75 F Rebordo alveolar inferior Bem diferenciado
41| 62 F Regido posterior da mucosa jugal, palato mole, estendendo-se a orofaringe Mal diferenciado
42| 68 F Regiéo posterior do rebordo alveolar inferior direito Bem diferenciado
43| 49 F Borda lateral de lingua direita Bem diferenciado
44 | 57 F Bordo lateral de lingua Bem diferenciado
45| 49 M Bordo lateral de lingua direita TAN2MO Bem diferenciado
46 | 56 M Assoalho bucal Bem diferenciado
47 | 67 M Bordo esquerdo de lingua T4AN2MO Bem diferenciado
48| 65 M Assoalho bucal Mal diferenciado
49 | 52 M Labio inferior lado esquerdo Bem diferenciado
50 [ 80 M Bordo lateral de lingua Bem diferenciado
51| 43 M Mucosa jugal do lado direito Bem diferenciado
52| 71 M Borda lateral de lingua posterior, lado esquerdo T1INOMO Mal diferenciado
53| 42 M Borda de lingua T4AN3MO Bem diferenciado
54| 63 M Rebordo alveolar Mal diferenciado
55| 71 M Assoalho bucal Bem diferenciado
56| 65 M Palato mole Bem diferenciado




62

ANEXO C - Producéo cientifica realizada durante o Mestrado

* Xll Encontro de Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFMG
— 08 a 10/05/2014

v Apresentagdo do pobster intitulado: Avaliagcdo imunoistoquimica de
marcadores da transicdo epitélio mesénquima no fronte de invasdo do
carcinoma de células escamosas de boca. Autores: Camila Ferreira Leite*,
Liana Cristina Melo Carneiro Costa, Sérgio Vitorino Cardoso, Adriano Mota
Loyola, Paulo Rogério de Faria, Paulo Eduardo Alencar Souza, Martinho
Campolina Rebello Horta.

Local: Belo Horizonte — Minas Gerais.

+ XXII Congresso Brasileiro de Estomatologia e Patologia Oral — 23 a
26/07/2014

v Apresentagdo do péster intitulado: Mucosal Leishmaniosis. Autores: Camila
Ferreira Leite*, Renata Goncalves Resende, Julio César Tanos de Lacerda,
Aline Fernanda Cruz, Maria Céssia Ferreira de Aguiar.

Local: Campina Grande — Paraiba.

* XXl Jornada Mineira De Estomatologia — 20 a 22/08/2014

v Co-autoria e participacdo no pobster intitulado: Sifiles Secundaria:
Manifestacdo Oral. Autores: Kelvin Marques Miguel, Camila Ferreira Leite,
Ricardo Alves Mesquita, Wagner Henriques Castro, Tarcilia Aparecida da
Silva.

Local: UninCor - Campus Belo Horizonte — Minas Gerais.
* |V Reuniao Brasileira de Patologia Oral Digital — 6 e 7/11/2014
v' Apresentacéo oral do trabalho intitulado: Xantoma primario. Autores: Camila

Ferreira Leite*, Tarcilia Aparecida da Silva, Ricardo Alves de Mesquita.

Local: Rio de Janeiro — Rio de Janeiro.
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» Artigos publicados em periddicos internacionais

v" MARANGON JUNIOR, HELVECIO; ROCHA, VALERIA NAZARE; LEITE,
CAMILA FERREIRA; DE AGUIAR, MARIA CASSIA FERREIRA; SOUZA,
PAULO EDUARDO ALENCAR; HORTA, MARTINHO CAMPOLINA
REBELLO. Laminin-5 gamma 2 chain expression is associated with intensity
of tumor budding and density of stromal myofibroblasts in oral squamous cell
carcinoma. Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 43, p. 199-204, 2014.

v’ COSTA, LIANA CRISTINA MELO CARNEIRO; LEITE, CAMILA FERREIRA,;
CARDOSO, SERGIO VITORINO; LOYOLA, ADRIANO MOTA; FARIA,
PAULO ROGERIO DE; SOUZA, PAULO EDUARDO ALENCAR; HORTA,
MARTINHO CAMPOLINA REBELLO. Expression of epithelial-mesenchymal
transition markers at the invasive front of oral squamous cell carcinoma.
Journal of Applied Oral Science (Online), v. 23, p. 169-178, 2015.



