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RESUMO

O céancer oral € uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo
o mundo. No Brasil, sdo esperados quinze mil novos casos para o ano de 2014. O
carcinoma epidermdide de labio apresenta caracteristicas semelhantes a lesdes
de pele e tem como principal agente etiolégico a exposicdo solar crbnica. As
galectinas -1, -3 e -7 sao proteinas envolvidas na tumorigénese e tém sido
investigadas devido a mudancas em suas expressdes em casos de cancer oral. O
objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo através da imunoistoquimica das
galectinas -1, -3 e -7 em 30 casos de carcinoma epidermoide de labio, fazendo a
associacdo com os dados clinicos, gradacéo histolégica de malignidade através
dos sistemas propostos por Bryne (1998) e OMS (2005). Os parametros
analisados e a expressdo das galectinas -1, -3 e -7 foram submetidas a andlise
estatistica (teste do qui-quadrado, teste exato de Fisher e teste Binomial para a
comparacao de proporcdes). Houve expressdo da galectina -1 em 93,3% dos
casos, apresentando associacao estatisticamente significativa (p=0,0356) entre a
gradacéao histolégica de malignidade proposta pela OMS e o tipo celular marcado.
N&o houve associacdo estatisticamente significante entre a galectina -3 com
nenhum dos parametros avaliados. A imunoexpressdo da galectina -7 esteve
presente em todos os casos avaliados e exibiu significancia estatistica entre o tipo
celular marcado e metastase regional (p=0,0000) e entre o tipo celular marcado e
a gradacao histologica proposta por Bryne. Alteracdes na expressdo das
galectinas -1, -3 e -7 sugerem a participacdo dessas proteinas na carcinogénese.
Concluimos, atraves dos resultados da presente pesquisa, que a imunoexpressao
dessas proteinas em carcinoma epidermdide de labio possa atuar como marcador
do comportamento biolégico deste tipo de leséo.

Palavras-chave: Galectina, Carcinoma Epidermoide, Labio, Imunoistoquimica
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ABSTRACT

The oral cancer is a major cause of morbidity and mortality worldwide. In
Brazil, 15,000 new cases are expected for the year 2014. Lip squamous cell
carcinoma features are similar to skin lesions and have as main etiological agent,
the chronic sun exposure. The galectins -1, -3 and -7 are proteins involved in
tumorigenesis and have been investigated due to changes in their expressions in
oral cancer. The objective of this study was to evaluate the expression by
Immunohistochemistry of galectins-1, -3 and -7 in 30 cases of lip squamous cell
carcinoma, making the correlation with clinical data, histological grading of
malignancy through the proposed systems for Bryne (1998) and WHO (2005). The
parameters analyzed and expression of galectins -1, -3 and -7 were subjected to
statistical analysis (Chi-square, Fisher exact test and test for comparison of
Binomial proportions). There was no expression of galectin -1 in 93.3% of cases,
showing statistically significant correlation (p = 0.0356) between histological
grading of malignancy proposal by WHO and the marked cell type. There was no
statistically significant correlation between the galectin -3 with none of the
evaluated parameters. Expression of galectin-7 was present in all cases evaluated
and showed statistical significance between the marked cell type and regional
metastasis (p=0,0000) and between the marked cell type and histological grading
proposal for Bryne. Changes in the expression of galectinas -1, -3 and -7 suggest
the participation of these proteins in carcinogenesis. We conclude, through the
results of this research, that the expression of these proteins in squamous cell
carcinoma of lip can act as a marker of biological behaviour of this type of lesion.

Keywords: Galectin, Squamous Cell Carcinoma, Lip, Immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

O céancer oral é uma patologia que apresenta elevados numeros de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, constituindo uma enfermidade
bastante comum em determinadas populaces.'> No Brasil, foi estimado para o
ano de 2014, o surgimento de mais de onze mil casos para o género masculino e
quatro mil para o feminino, sendo as regides Nordeste e Sudeste mais
freqientemente atingidas, ocupando a quarta posi¢cédo, entre os homens e a nona
entre as mulheres, dentre todos os tipos de cancer.** Os subtipos clinicos e as
diversas localizagcbes do cancer oral apresentam diferentes etiologias,

epidemiologias e taxas de sobrevivéncia.'®

O carcinoma epidermoéide (CE), também denominado de carcinoma
espinocelular ou de células escamosas corresponde entre 90% a 95% dos casos
de cancer oral e é o segundo mais freqiiente na pele.’® 2" %2 E uma neoplasia
maligna que deriva do epitélio escamoso tanto da mucosa oral como do

vermelhio do labio.®

O CE de labio é uma enfermidade comum, responsavel por cerca de
30% de todos os tumores que atingem a cavidade oral.> %2 Apresenta
caracteristicas semelhantes a lesbes de pele sendo resultado da exposicéo
excessiva e cronica a radiacdo solar ultravioleta (UV) que promove danos ao
acido desoxirribonucléico (DNA) celular e podem levar a mutagdes oncogénicas.®
Alguns autores tém associado a ingestédo de alcool, o tabagismo e a presenca do
Papiloma Virus Humano (HPV) como coadjuvantes na etiologia do CE de labio.®
28,70 Geralmente, pacientes com CE de labio apresentam caracteristicas clinicas e
microscopicas diferentes dos outros CE intrabucais, que refletem no

comportamento biolégico e prognoéstico.®

Marcadores biolégicos moleculares podem ser valiosos no diagnéstico
e na evolucdo do prognodstico de lesées com potencial de malignizacdo e
malignas.®® ® Alguns mecanismos, como alteracdes bioquimicas e moleculares
nas células precedem o estabelecimento de neoplasias e, neste caso, a
desregulacéo de varias proteinas, tais como as galectinas -1, -3 e -7, podem estar

envolvidas. As galectinas tém sido usadas na imunoistoquimica para descrever



alteracfes na superficie das células neoplésicas ja que as mesmas sao capazes

de influenciar vérias funcées celulares.?®

Varios autores tém estudado a expressdo dessas proteinas em

22, 47 | 49, 55
b

carcinomas de cabeca e pescoco, ¥ gastrico,
7,51

mucosa cervica préstata,

pulmao,®* mama, ** endométrio, ** ovario, * figado, %’ e pancreas. ¥

Na cavidade oral alguns estudos da expressao destas proteinas em CE

4,20, 23, 40, 99

foram realizados, no entanto, ndo temos conhecimento de estudos da

expressdo dessas proteinas em CE de labio. Diante do exposto, o objetivo dessa
pesquisa é avaliar a expressao das galectinas -1, -3 e -7 através da
imunoistoquimica em CE de labio e avaliar o papel desses biomarcadores no

prognostico desse tipo de lesao.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ConsideracOes gerais

O cancer é resultado de alteracbes genéticas nas células que
ocasionam o0 surgimento de transformacf6es malignas. Ao longo das Ultimas
décadas, a incidéncia e a mortalidade por essa doenca vém crescendo
mundialmente. No Brasil, o cancer oral ocupa a quinta posicdo em incidéncia
estimada para o ano de 2014.** Em grande parte dos casos, a demora na
deteccdo do céancer oral compromete consideravelmente o prognéstico dos

pacientes acometidos por esta patologia. "2

O CE de cabeca e pescoco constitui um conjunto de doengas que,
embora unidos pela localizacdo e aspectos histolégicos, envolvem diversos tipos
de tumores que diferem na patogénese, sublocalizacdo, tratamento e qualidade
de vida.** %" O CE é o tipo de neoplasia maligna mais comum na cavidade oral,
variando a localizacdo de acordo com as caracteristicas demograficas e culturais

de determinadas regides.3* ©°

Apesar de ser mais frequentemente encontrado em pacientes com
idade acima dos 50 anos, o CE também pode acometer pacientes jovens, sendo
associado a fatores de risco extrinsecos como o tabaco, o alcool e o HPV e
fatores de risco intrinsecos, como predisposicdo genética para algumas
sindromes, como Anemia Fanconi, Hipovitaminoses, Sindrome de Bloom e

Xeroderma Pigmentoso. 3 %4

O fumo e a ingestdo de bebidas alcodlicas constituem os principais
fatores de risco para o surgimento dessa doenca.® ® Diferencas clinicas e
histopatolégicas podem estar presentes em pacientes portadores de CE de
cabeca e pescoco de acordo com seus habitos. Grande parte dos portadores
dessa patologia sdo usuarios de tabaco ou alcool e apresentam com maior
freqiéncia, metastase de linfonodos bem como tumores pouco diferenciados.
Entre os ndo usuarios de tabaco ou alcool, tumores bem diferenciados e com

melhor prognéstico sdo mais prevalentes.®®

Em estudo realizado na regido do sudeste Brasileiro, no periodo de

2005 a 2012, observou-se que, dos 346 casos diagnosticados como CE, 232

3



(67%) corresponderam ao género masculino. A borda lateral da lingua (37%),
gengiva e mucosa alveolar (20%) e assoalho bucal/superficie ventral da lingua
(19%), foram os sitios mais freqlientemente afetados. Nesse estudo, também foi
possivel observar que o consumo do alcool e do tabaco estiveram presentes em
80% e 70% da amostra, respectivamente. > No entanto, em se tratando do
carcinoma epidermoide de labio, a radiacdo UV é considerada a principal causa
desse tipo de lesdo.”’

2.2 Carcinoma epidermdide de labio
2.2.1 Etiopatogenia e Epidemiologia

O CE tem sido relatado como o tipo de cancer mais frequente do labio,
sendo que 90% a 95% dos casos acometem o labio inferior.®® A elevada
ocorréncia nessa localizagédo tem sido atribuida a sua posicéo, ja que € uma
regido normalmente mais exposta a radiacdo solar.®? No Brasil, por ser um pais
gue apresenta regibes com altos niveis de radiacdo UV, torna-se um problema
particularmente maior. Além disso, em muitos locais, a economia € baseada na
agricultura, pesca, construcado civil, ocupacdes que levam os trabalhadores a

longos periodos de exposicdo solar.’ 1% 2% 3841

E provavel que o tabaco e o alcool possam contribuir para o surgimento
dessa patologia, ja que em estudo retrospectivo, realizado pela Universidade
Estadual de Montes Claros entre os anos de 1996 a 2008, em 30 casos de CE de
labio, observou-se que 80% (n=24) dos pacientes portadores de CE de |abio eram
tabagistas e 60% (n=18) etilistas. Além disso, 70% (n=21) apresentavam historico

de exposicéo solar cronica.”

Entre 240 trabalhadores rurais do semiarido do Nordeste Brasileiro com
historico de exposicdo solar crbnica, foi observado que 27,5% dos homens
apresentavam lesdes displasicas no labio contra apenas 10,1% das mulheres.
Essas lesfes foram mais prevalentes entre fumantes e ex-fumantes. Além disso,
entre 0s pacientes portadores de displasia submetidos a biopsia, 10% foram
diagnosticados como CE microinvasivo. Os resultados desse estudo demonstram

gue, trabalhadores rurais do semiarido Brasileiro, apresentam alto risco para o

4



desenvolvimento do cancer de labio e que programas educacionais de prevencgao
e deteccdo precoce devem ser implementados.®

O CE de labio representa 10,8% dos casos de CE da cavidade oral e
regido perioral, sendo 83,3% localizados em labio inferior. Habitos como o
tabagismo e a ingestdo de alcool foram significativos e estiveram presentes,
respectivamente, em 80% e 60% dos casos. Foi observado também que
pacientes com CE de I4bio exibiram estadiamento clinico TNM precoce (76,7%) e
auséncia de metastase cervical (73,3%).%° Dessa forma, o CE de labio apresenta
bom progndéstico quando comparado a outros sitios orais.

2.2.2 Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas

O CE de labio afeta principalmente o género masculino, de etnia
branca e acima dos 50 anos. A localizacdo do CE na cavidade oral varia de
acordo com os habitos populacionais, sendo o de labio prevalente em populacdes

com histérico de atividade ocupacional relacionada & exposicéo solar. 3* 83100

Alguns estudos demonstram que o labio estad entre as localizacdes
mais frequentes do CE oral. Além disso, esta associado a uma elevada taxa de
sobrevivéncia, 0 mesmo ndo ocorrendo nos casos de CE de lingua, assoalho

bucal e gengiva.?* 3 &

Em um estudo comparativo entre o CE de labio e CE oral, observou-se
gue, apenas 12,5% dos casos de CE de labio apresentavam envolvimento de
linfonodos, contra 59,37% dos casos de CE oral. Aléem disso, todos os casos de
CE de labio eram classificados como bem diferenciados e apenas 10,81% da
amostra de CE oral receberam essa classificacdo. Esses resultados demonstram
gue as caracteristicas clinicas e histopatolégicas dessas lesbes podem refletir

diferentes progndsticos, sendo mais favoravel em casos de CE de |abio.?

A metéastase de linfonodos constitui um importante fator progndéstico em
casos de carcinoma epidermdide oral. Sua presenca esta diretamente relacionada

a um pior progndstico, sendo a dificuldade na sua detecgéo precoce, responsavel



pela elaboracdo de tratamentos inapropriados com conseqiente piora no
prognoéstico.*

Em estudo realizado através da andlise de 173 prontuarios,
observaram que o carcinoma epidermdide moderadamente diferenciado
(79,76%), com localizagdo no labio inferior (78,61%), com até 2 cm de diametro e
estadiamento clinico precoce (42,74%) foram as caracteristicas mais
freqientemente encontradas. Esses dados demonstram a possibilidade de um
prognéstico favoravel desse tipo de neoplasia.®®

Em relacdo aos aspectos clinicopatoldgicos do CE de labio, as lesdes
podem ter o aspecto de Ulceras com bordas elevadas e endurecidas associadas
ou ndo a manchas avermelhadas ou esbranquicadas.®*®* Em uma populacéo
brasileira, observou-se que o tipo ulcerativo foi o0 mais prevalente. No entanto, o
tipo Ulcero-vegetante apresentou o maior numero de casos de metastase e
recidiva, provavelmente por apresentar lesdes de maior tamanho, acima de
1,5cm.!

O CE é representado histologicamente por intensa proliferacdo de
células epiteliais neoplasicas oriundas de um epitélio pavimentoso estratificado
ceratinizado, que invadem a lamina prépria subjacente e formam ilhas ou corddes.
As células neoplasicas apresentam citoplasma abundante, eosinofilico,
hipercormatismo nuclear, nucléolos evidentes, mitoses atipicas e aumento da
relacdo nucleo-citoplasma. A formacdo de pérolas de ceratina depende do grau
de diferenciacdo tumoral, sendo abundante em tumores bem diferenciados. Vasos
sanglineos neoformados, infiltrado inflamatério mononuclear, areas de

hemorragia e necrose completam o quadro histopatolégico.®* %

O sistema de estadiamento clinico de tumores TNM é baseado na
avaliacdo do tamanho da lesdo priméaria (T), no namero de metastases de
linfonodos regionais (N) e na presenca de metastases a distancia (M). Tem sido a
classificacdo adotada para caracterizar tumores, propor terapias e estimar a
sobrevida dos pacientes. No entanto, tumores com estadiamento clinico
semelhantes podem apresentar diferentes padroes de crescimento e

caracteristicas clinicas. Dessa forma, foram criadas classificacdes



histopatologicas para o CE oral, com o intuito de proporcionar um melhor

entendimento acerca do comportamento biolégico discrepante dos tumores. °* 84

No sistema de gradacédo histolégica de malignidade para o carcinoma

. sdo avaliadas regifes mais invasivas

epidermdide proposto por Bryne et a
onde devem ser levados em consideragéo o grau de ceratinizagdo, pleomorfismo
nuclear, o padrdo de invasdo e o infiltrado linfo-plasmocitario. Para cada
caracteristica histopatologica analisada, sé@o atribuidos escores de 1 a 4, que sao

somados a fim de indicar o prognéstico do tumor. Altos escores indicam um pior

prognéstico (Quadro 1).

SISTEMA DE GRADACAO DAS MARGENS INVASIVAS

Pontuacéao
Caracteristica Morfolégica 1 2 3 4
Grau de Ceratinzacdo Altamente Moderadamente Ceratinizagdo Sem ceratinizagdo

ceratinizado(> 50%

ceratinizado (20-

minima (5-20% das

(0-5% das células)

das células) 50% das células) células)
Pleomorfismo Nuclear Pouco pleomorfismo| Moderadamente Abundante Extremo
nuclear (>75% das abundante pleomorfismo pleomorfismo

células maduras)

pleomorfismo
nuclear (50-75%
das células

maduras)

nuclear (25-50%
das células
maduras)

nuclear (0-25% das

células maduras)

Padrao de Invasao

Compressivo,
bordas infiltrantes

Infiltrante, corddes
solidos, bandas ou

Pequenos grupos
ou corddes de

Marcante e
disseminada

bem delineadas fios células infiltrantes dissociagdo em
(n>15) grupos pequenos
e/ou em células
individuais
Infiltrado Linfo-Plasmocitario Marcante Moderado Leve Ausente

Quadro 1: Classificacao proposta por Bryne (1998).

A OMS, em 2005, propds uma classificagcdo histopatolégica de

malignidade que se baseia no grau de diferenciacdo celular permitindo o
agrupamento desta lesdo em trés categorias: pouco, moderadamente e bem

diferenciados. Os pouco diferenciados exibem células bem indiferenciadas, com



intenso pleomorfismo celular e nuclear e pouca ou nenhuma produgcdo de
ceratina. Os moderadamente diferenciados exibem pouca ceratinizacdo e células
neoplasicas com certo grau de pleomorfismo celular e nuclear, ainda que seja
possivel o reconhecimento de sua origem epitelial. Ja os bem diferenciados
apresentam arquitetura tecidual semelhante a um padrdo normal de epitélio
pavimentoso estratificado ceratinizado, com presenca de células epiteliais
displasicas que invadem o tecido conjuntivo subjacente formando ilhas e/ou
corddes de células com a producéo de pérolas de ceratina.®®

Muitas caracteristicas histopatoldégicas do CE podem ser identificadas
como fatores progndsticos. No entanto, tumores com estadiamento clinico e
histopatolégico semelhantes podem apresentar diferentes padrbes de
comportamento e crescimento. Eventos moleculares estdo presentes durante o
desenvolvimento tumoral, dentre estes, podemos citar: perda ou ganho de
moléculas de adesao, secrecao de enzimas proteoliticas, aumento da proliferacéo
celular e angiogénese. ® Dessa forma, observa-se a necessidade de marcadores
prognosticos confiaveis que possam contribuir para a escolha do tratamento mais

adequado.

2.3 Marcadores Moleculares

Marcadores biolégicos sdo componentes celulares, estruturais e
bioquimicos, que podem definir alteracdes celulares e moleculares tanto em
células normais quanto em células associadas & transformacdo maligna.'® Séo
macromoléculas cujo aparecimento ou alteragcdes em suas concentracdes estao
relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas. Além disso, a
literatura demonstra que, pacientes inicialmente com niveis elevados de
determinado marcador tumoral, normalizando com a intervencdo terapéutica,
apresentam prognéstico mais favoravel do que aqueles com marcador

persistentemente elevado ou em ascens&o.?

A deteccdo de alteragcbes moleculares favorece o diagnostico e o

tratamento de neoplasias, o que tem estimulado a busca por biomarcadores com



potenciais aplicacdes clinicas.”® As galectinas tém sido utilizadas como
marcadores biol6gicos moleculares em carcinomas epidermdide oral. A andlise
dessas proteinas tem facilitado a identificacdo de diversas alteracdes

biomoleculares nesse tipo de lesdo.* 223 37.40.99

2.4 Galectinas

As galectinas sao uma familia de proteinas, presentes tanto em células
normais como tumorais, com capacidade de unir-se ao seu ligante mediante um
dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) com afinidade por -
galactosideos e estdo envolvidas em diversos fenbmenos celulares, tais como:
imunomodulacdo, adesédo celular, regulacdo do crescimento, inflamacéao,
apoptose, desenvolvimento e progressdo de neoplasias.®® A seqiiéncia de
dominio de reconhecimento de carboidratos possui aproximadamente 130

aminoacidos.®

Aproximadamente 15 tipos foram identificados em mamiferos e
classificados de acordo com a quantidade e disposicdo dos DRCs, em trés tipos:
prototipicas, com 1 DRC (galectina -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15); galectina
tipo tandem repetido, com 2 DRCs homologos em uma Unica cadeia polipeptidica
(galectina -4, -6, -8, -9, -12); e a galectina tipo quimera, com uma regiao N-
terminal ndo lectina (que consiste de residuos de prolina, glicina e tirosina)

conectada a 1 DRC (galectina -3) como mostra a figura 1.>%°®

As galectinas sdo secretada através de uma via secretora nao classica,
faltando a sequéncia de sinal necessaria para a secrecdo de proteinas atraves da
via tradicional Reticulo Endoplasmatico — Complexo de Golgi. Esse tipo de
exportacdo ndo classica, tem sido explorada de diversas maneiras, mas o
mecanismo béasico ainda € desconhecido. Varios outros fatores de crescimento,
por exemplo, fatores de crescimento dos fibroblastos FGF - 1 e FGF - 2 e de
interleucina IL - 1B, também s&o secretados por uma via nao classica, mas se a

via secretora converge com a das galectinas ndo é possivel afirmar.®



Essas proteinas estdo presentes em varios compartimentos celulares
de acordo com a condicdo da célula em questdo.’” No entanto, podem ser
secretadas para o meio extracelular onde interagem com ligantes presentes na
superficie de outras células ou na matriz extracelular.®® Parecem interagir
seletivamente com alguns ligantes da superficie celular e da matriz extracelular.
Entretanto, os papéis fisiolégicos exatos destas interagdes com cada galectina
nao sdo bem compreendidos. Entre ligantes potenciais para as galectinas -1 e -3,
por exemplo, estdo as proteinas de membrana (como a laminina e fibronectina) ,
receptores de membrana (como as integrinas), proteinas de membrana

associadas ao lisossoma, vitronectina e fibronectina. %

As galectinas tém recebido cada vez mais atencdo por seu

envolvimento em mecanismos fisiologicos e patologicos e nos processos

neoplasicos, principalmente em carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco.®" 8

Classification Structure
(& e
Proto-type S &
Galectin-1,-2,-5,-7,-10, One CRD that

-11,-13,-14and -15 can dimerize

Chimera-type % % o«?f
-~

Galectin-3

One CRD connected
with a non-lectin domain

Tandem Y.
repeat-type QA Qf oy

{

Galectin-4,-6,-8,-9
and-12 Two distinct CRDs

Figura 1: Estrutura das Galectinas. Galectinas monovalentes (-1,- 2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15)
possuem um Unico DRC e podem formar homodimeros tornando-se bivalentes. Galectina tipo
guimera com um unico DRC e uma regido N-terminal ndo lectina (Galectina -3). Galectinas com
sequéncia de repeti¢do tandem, portanto bivalentes com dois DRCs (galectinas -4, -6, -8, -9, -12).
Fonte: Liu & Rabinovich 2010 *®
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2.4.1 Galectina -1

A galectina -1 € uma proteina ndo-covalente homodimérica com um
DRC. Est4 presente intra e extracelularmente e também é encontrada na
superficie celular.*® E conhecida por estar profundamente envolvida na iniciacéo,
amplificacdo e resolucdo de respostas inflamatérias.® Além disso, esta
relacionada a varios eventos imunoldgicos, sendo responsavel por promover
apoptose das células T e bloqueio da acdo de células T efetoras. Além disso,

inibe a secrecéo de citocinas proinflamatérias. >* °% ™

Tem sido considerado um biomarcador de pior progndstico em uma
variedade de tipos de cancer, tais como: gastrico, cervical, oral, lingua e figado. *
22,23,49.97 A express&o ou super expressdo da galectina -1 em um tumor ou tecido
circundante (estroma) pode ser considerado como um sinal de progressao
maligna com consequente prognéstico desfavoravel.’® 8! Expressao alterada da
galectina -1 também pode ser vista em lesdes potencialmente malignas, o que

sugere seu envolvimento no processo de transformagcéo neoplasica. ** "

Em estudo in vitro, através da analise proteémica, foi observada uma
elevada expressao da galectina -1 nas células HB96 cancerosas. No teste in vivo
observaram um aumento significativo da expressao da galectina -1 em carcinoma
epidermdide oral e também uma correlacdo negativa entre a expressao da
galectina -1 e o grau de diferenciacdo patolégica, onde maior expressao dessa
proteina indica um grau mais pobre de diferenciacdo em tecidos afetados pela

malignidade.®

No carcinoma epiderméide oral, foi observada uma forte
imunomarcacdo nas células do estroma tumoral e no front de invasdo nos
estagios iniciais da doenca. Além disso, a expressédo da galectina-1 em células

tumorais foi maior nos casos que apresentavam mestastase de linfonodos.?®

Ao se analisar pelo método da imunoistoquimica, a expressdo da
galectina -1 em casos de mucosa cervical normal, lesdo intraepitelial de baixo e
alto grau e em carcinoma cervical, foi observado um aumento da intensidade de
expressdo da galectina -1 nas células do estroma adjacentes ao tecido alterado

durante a progressao da neoplasia.*®
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Uma elevada expressao da galectina-1 foi associada a altas taxas de
metastases de linfonodos bem como a invasdo de células tumorais no estroma
em pacientes portadores de cancer cervical. Além disso, através de estudo in
vitro, foi demonstrado que a baixa regulacdo da expressdo da galectina-1 foi
capaz de inibir a proliferacdo e invaséo de células tumorais, demonstrando que a

galectina-1 pode estar envolvida nesses mecanismos celulares.*

Acredita-se que a neoplasia pancreética intraepitelial seja precursora
do adenocarcinoma pancreatico. Na neoplasia pancreatica intraepitelial, cerca de
200 proteinas mostram-se desreguladas e dentre elas a galectina -1, que
mostrou-se super expressa no estroma da neoplasia intraepitelial pancreatica de
alto grau (70%), assim como no cancer pancreético (95%). Ndo houve expressao
dessa proteina na amostra de tecido normal, o que sugere a associacao entre o
aumento da expressdo da galectina -1 ao avan¢o da lesdo precursora para o

cancer de pancreas.”

Ao se avaliar o valor prognostico da galectina-1 em pacientes
portadores de carcinoma hepatocelular, observou-se que a elevada expresséao da
galectina-1 foi relacionada a alta taxa de recorréncia, baixa sobrevida, invasao
vascular, encapsulacdo incompleta e pobre diferenciacdo. Os resultados
demonstraram que a galectina-1 pode ser considerada um preditor independente
para recorréncia e taxa de sobrevida em pacientes portadores desse tipo de

neoplasia.®’

Ao se realizar a analise imunoistoquimica em 105 casos de cancer de
mama, observaram uma significativa expressdo da galectina-1 em células do
estroma do carcinoma invasivo em relacdo ao carcinoma in situ, sendo

significativamente mais elevado em pacientes com metastases de linfonodos.**

Na tentativa de esclarecer o mecanismo molecular da galectina-1
durante a metéstase tumoral, foi observado em um estudo °" que a galectina-1
estd envolvida na invasdo tumoral e metastase pelo aumento da expressao de
MMP-2 e MMP-9 bem como de suas atividades enziméaticas. As MMP sé&o
enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular associadas a
metastase tumoral e progressdo das neoplasias. A galectina-1 foi melhor

detectada nas linhagens de células que apresentavam maior potencial de invasao
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com consequente aumento da expressdao das MMP-2 e MMP-9 e de suas
atividades enzimaticas. Dessa forma, a galectina-1 é responsavel pelo aumento
da invasao tumoral, promovendo metéstases.

Salienta-se, dessa forma, a importancia clinica da expressao da
galectina-1 no estroma da lesdo como um potencial biomarcador, com a
possibilidade de trazer beneficios para o tratamento de pacientes de alto risco e
poupando pacientes de baixo risco de tratamentos desnecessarios.

2.4.2 Galectina -3

A galectina -3 possui uma regido N-terminal ndo lectina conectada a 1
DRC. E encontrada principalmente no citoplasma das células. Entretanto, uma
guantidade significativa dessa proteina pode estar presente no nucleo, o que
sugere uma alternancia entre esses dois locais.?® Além do nicleo e citoplasma
celular, uma quantidade significativa de galectina -3 pode ser encontrada na
membrana ou matriz extracelular.”® A localizacdo dessa proteina parece estar
diretamente relacionada as suas funcdes, ja que alguns autores sugerem que a
localizacao citoplasmatica influencia em sua funcédo anti-apoptotética, enquanto a

localizacdo nuclear desempenha um papel inverso.*

E uma proteina envolvida em diversos fendmenos bioldgicos, tais como
crescimento celular, adesdo, diferenciacdo, angiogénese e apoptose.®® O
envolvimento da galectina -3 na tumorigénese parece estar diretamente

relacionado & origem histolégica do tecido.®

Alguns estudos tém demonstrado uma relacdo proxima entre a
expressdo da galectina-3 e a agressividade de varios tipos de carcinomas
epidermdide de cabeca e pescoco. ** " % A avaliacdo da expressdo da galectina
-3 em 54 casos de CE de lingua e em 23 de mucosa oral normal demonstrou que
a expressao nuclear da galectina-3 diminuiu durante a progressao do epitélio
normal para o carcinoma com 0 inverso ocorrendo em relacdo a expressao
citoplasmatica. A expressdo aumentada da galectina-3 no citoplasma foi
associada a um nivel reduzido de sobrevida dos pacientes com carcinoma

epiderméide de lingua.*
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Com o objetivo de elucidar o significado clinicopatoldgico da galectina -
3 em carcinoma epidermoide de lingua, foi realizada a analise imunoistoquimica
da galectina -3 onde foi observada elevada imunoexpressdo dessa proteina
guando comparada aos tecidos adjacentes normais. Houve uma correlacdo
positiva entre essa expressado e a metastase de linfonodos. No estudo in vitro, a
superexpressao da galectina -3 promoveu proliferacdo, migracdo e invaséo
celular, aumentando a expressdo da proteina Wnt, ativando a B-catenina e
induzindo a EMT (transicéo epitélio-mesenquimal). Dessa forma, a galectina -3
desempenha um importante papel no inicio e na progressdao do carcinoma

epidermoide de lingua via ativacdo da Wnt/B-catenina.*®

A andlise da expressao da galectina -3 em 53 casos de CE em estagio
avancado de laringe e orofaringe e demonstrou que, em 23 casos (43%) a
expressao da galectina -3 foi considerada positiva e em 30 casos (57%), negativa.
Os autores sugeriram que uma diminuicdo nos niveis da expresséo da galectina -
3 estéo associados a um prognéstico desfavoravel em carcinoma de orofaringe e

laringe.”

Apoés analise da expressao imunoistoquimica da galectina-3 em lesdes
melanociticas e sua correlagcdo com fatores clinicopatolégicos, foi observado um
aumento da sua expressao dessa proteina quando se comparou nevo e
melanoma primario de pequena espessura tanto no nucleo como no citoplasma.
No entanto, houve uma diminuicdo progressiva dessa expressao quando se
comparou melanoma primario de pequena espessura com melanomas primarios
de espessura maior e com o tipo metastatico, principalmente no compartimento
nuclear. Além disso, os dados da pesquisa revelaram que uma elevada expressao
da galectina-3 foi associada a uma melhora na sobrevida em pacientes com
melanoma primario. Os autores sugerem que essa proteina possa ter um
importante papel na patogénese do melanoma, sendo importante marcador

progndstico para essa patologia.**
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2.4.3 Galectina -7

E uma proteina ndo-covalente homodimérica com um DRC. Presente
principalmente no epitélio escamoso estratificado de varias regifes, como pele,
esbfago, lingua, tem sua expresséo associada a diferenciacdo e desenvolvimento
dos ceratindcitos.”® ® % Pode der encontrada no meio intracelular, tanto no
nacleo como no citoplasma, ou no meio extracelular, exercendo diferentes

funcdes de acordo com sua localizac&o.*

A galectina -7 contribui para diferentes eventos de diferenciagéo e
desenvolvimento de epitélios estratificados e também é associada a migracao das
células epiteliais, desempenhando um importante papel na reepitelizacdo de

feridas da epiderme e da cérnea.’® "

A expressdo da galectina -7 € uma caracteristica inerente ao epitélio
estratificado de diversas naturezas. Foi observada a expressdo positiva da
galectina -7 na epiderme, coOrnea, laringe, e em carcinomas de células
epidermoide da pele, laringe e laringe com metastase de linfonodo. Entretanto, a
expressao da galectina -7 foi negativa na amostra de carcinoma de células basais

utilizada neste estudo.?®

A galectina -7 é abundante em carcinomas epidermoide oral quando
comparada com o epitélio normal.?® Entretanto, podem haver mudancas na
localizacdo da expressao celular dessas proteinas em relacdo ao nucleo e

citoplasma de acordo com a progressdo da doenca.®

Os defeitos de apoptose constituem uma das principais caracteristicas
do cancer humano e a galectina -7 pode atuar como um fator regulatério positivo
ou negativo em relacdo ao desenvolvimento tumoral, de acordo com seu tipo
histoldgico.”® ™ A galectina -7 tem sua expressdo aumentada apds ceratinécitos
da epiderme sofrerem exposicdo a radiacdo ultravioleta B, com conseqiente
estabilizacdo da p53, inibicdo da apoptose e formacédo de carcinoma epidermoide
na regido da pele exposta **. No entanto, através da ativacéo da JNK e liberacdo
do citocromo ¢ mitocondrial apds exposicdo a radiacao ultravioleta B, a galectina -

7 pode desempenhar papel pré-apotético. **
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Ao se comparar a expressao da galectina -7 em 81 casos de carcinoma
epidermdide de hipofaringe estagio IV com as expressdes das galectinas -1 e -3,
foram observados altos niveis de expressdo da galectina -7 neste tipo de tumor,
principalmente em relacdo as galectinas -1 e -3 sendo, portanto, associada a um
pior prognoéstico e alta taxa de recorréncia neste tipo de tumor. Dessa forma, a
determinacdo imunoistoquimica da expressao da galectina -7 pode ser uma

ferramenta (til na identificacdo de pacientes de alto risco.”

Quando amostras de epitélio normal, displasia de baixo e alto grau e
carcinoma de células epiderméide de hipofaringe e laringe foram utilizadas e
comparadas as expressoes das galectinas -1 e -7, foi observado um aumento da
expressdo da galectina -1 na progressdo tumoral bem como mudanca de
localizacdo do citoplasma para o nucleo. No caso da galectina -7, a expresséo
aumentou do nucleo para o citoplasma. Esses dados sugerem que o aumento da
expressdo e a diferente localizacado dessas proteinas podem estar relacionadas
com a carcinogénse inicial, assim como com a progressao neoplasica do

carcinoma epiderméide de hipofaringe e laringe.®*

Apoés analise imunoistoquimica da expressao das galectinas -1, -3, -4
e -7 em 65 casos de carcinoma epidermdide de lingua, a imunoexpressao da
galectina -1 esteve presente em 87,7% dos casos, da galectina -3 em 87,7% e da
galectina -7 em 78,3% dos casos. A galectina -1 foi observada intracelularmente
principalmente no citoplasma de células do estroma e sua expressdo foi
relacionada a presenca de metastases e estadiamento clinico do tumor. A
galectina -3 foi relacionada a presenca de metastases e lesbes com alto grau de
malignidade, sendo expressa principalmente no citoplasma dos ninhos de células
neoplasicas. E, por fim, a galectina -7 foi expressa exclusivamente em células
neoplasicas, sendo na maioria dos casos, encontrada na membrana e no
citoplasma de células tumorais de alto grau de malignidade. Estes autores
sugerem o envolvimento dessas proteinas na carcinogénese oral, bem como o
uso dessas proteinas como marcadores do comportamento biolégico e da

progressdo tumoral em carcinoma epidermoéide de lingua.*

Em estudo onde a expressao imunoistoquimica das galectinas -1, -3 e -

7 em 50 espécimes de displasia epitelial oral e em 5 casos de mucosa oral
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normal, 33 casos de displasia foram positivos para a galectina -1 e todos o0s
casos de mucosa normal foram negativos. Quanto a galectina -3, houve
imunoexpressao em 27 casos de displasia e em quatro casos de mucosa normal.
Em relacdo a galectina -7, 44 casos de displasia e quatro casos de mucosa
normal apresentaram expressao positiva. Em todos os casos de displasia, 0
nacleo e o citoplasma foram as localiza¢des mais freqiientes da imunoexpressao.
Estes autores sugerem que alteragdes na expresséo das galectinas -3 e -7 e em
especial a -1, estdo envolvidas no processo de transformacéo do epitélio normal

para o displasico.?
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3

OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar a expressdo das galectinas -1, -3 e -7 atraveés da

imunoistoquimica, em amostras de carcinoma epidermoide de labio.

3.2 Especificos

Relacionar os dados clinicos relativos ao género, faixa etaria, fatores de
risco, estadiamento clinico, tamanho da lesdo, bem como dados
histomorfologicos dos casos de carcinoma epidermdide de Iabio
selecionados.

Avaliar a expressao das galectinas -1, -3 e -7 segundo a intensidade,
localizagdo, distribuicdo e tipo celular nos casos de carcinoma
epidermoide de labio selecionados.

Correlacionar a expressdo imunoistoquimica com os dados clinicos:
estadiamento clinico, tamanho da lesdo (T), metastase regional (N),
gradacao histologica de malignidade através dos sistemas propostos por
Bryne (1998) e OMS (2005), a fim de analisar a imunolocalizacdo dessas

proteinas em CE de labio
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao do Estudo

Tratou-se de um estudo transversal, observacional e laboratorial. Esta
pesquisa foi caracterizada como uma andlise quantitativa da expressdo das
galectinas -1, -3 e -7 por imunoistoquimica no CE de labio.

4.2 Universo

O universo constou de 150 casos diagnosticados como Carcinoma
Epiderméide (CE), localizados em labio, pesquisados dos arquivos do Servico
de Anatomia Patolégica do Hospital de referéncia do cancer, localizado em Joéao
Pessoa - PB, no periodo de 2008 a 2012 (ANEXO A).

4.3 Amostra

Constou de amostra nao probabilistica por julgamento. Selecionou-se
30 casos clinicos de CE com localizacdo em labio, emblocados em parafina,
recuperados dos arquivos do Servico de Anatomia Patolégica no Hospital

supracitado.
4.4. Critérios de inclusao

Foram incluidos os casos de carcinoma epiderméide de labio com
comprovacao diagnostica microscopica, cujos prontuarios continham os dados
necessarios para a realizacdo do estudo clinico e cujas laminas histologicas

coradas em H/E, bem como os blocos em parafinas estivessem disponiveis.
4.5 Critérios de excluséo

Foram excluidos os casos de carcinoma epidermdide intra-bucais e
casos com dados clinicos incompletos, ou que os blocos de parafina e as

laminas histoldgicas coradas em H/E ndo estivessem disponiveis.
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4.6. Estudo Clinico

A partir do livro de registro, foram obtidas informag¢des como: idade,
género, localizagdo anatémica, numero da lamina e do prontuario. A partir deste,
foram coletados os fatores de risco, ocupacéo, procedéncia e estadiamento
clinico (TNM). Nos casos em que nao constavam fatores de risco, ocupacdes
normalmente realizadas sob exposicéo solar foram levadas em consideracdo em
relacdo a radiacdo ultravioleta. Foi garantida a privacidade dos dados de
identificacdo dos pacientes sendo os mesmos mantidos em carater confidencial.
Os dados obtidos foram transcritos para uma ficha confeccionada para esta
pesquisa, elaborada pela examinadora (APENDICE A).

4.7 Estudo Histomorfolégico

As laminas coradas pela técnica de hematoxilina e eosina de cada
caso selecionado foram reavaliadas histopatologicamente por dois patologistas
independentes para confirmacdo do diagnéstico de carcinoma epidermoide e
classificados de acordo com os critérios descritos pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS - 2005) e por Bryne (1998).

4.8 Analise da Expresséao Proteica

O método da imunoistoquimica foi realizado no laboratério Rudolf

Virchow, Natal — RN, a fim de detectar a expressao das galectinas -1, -3 e -7.

Os espécimes de CE de labio fixados em formol a 10% e emblocados
em parafina, referentes aos 30 casos, foram submetidos a cortes histologicos de 3
pum de espessura, para cada galectina, os quais foram estendidos em laminas de
vidro silanizadas previamente limpas e desengorduradas. Posteriormente, em
cada um dos 30 cortes, foram utilizados os anticorpos primarios anti-galectina -1,
anti-galectina -3 e anti galectina -7 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), pelo
método da streptavidina biotina peroxidase, de acordo com 0s seguintes passos
laboratoriais: Desparafinizacdo, hidratacdo e recuperacdo dos sitios antigénicos,
bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de Hidrogénio 10 vol, 10° a
temperatura ambiente, recuperacdo antigénica (Quadro 2), incubacdo com os

anticorpos primarios por 30’ a temperatura ambiente e lavagem com TRIS/Tween,
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pH 7,4, revelacdo das reagbes com cromogeno DAB — (Diaminobenzidine) e
contracorados com Hematoxilina de Mayer, 5 a temperatura ambiente. Lavagem,

desidratagéo, diafanizagcao e montagem.

Como controles positivos foram utilizadas trés amostras de tonsilas
palatinas, sendo uma para cada reacdo. Para controle negativo, os anticorpos

primarios foram substituidos pela solugéo diluente dos mesmos

Ao final da fase laboratorial do método imunoistoquimico, as laminas
foram submetidas a andlise em microscépio de luz em aumentos de 40X e
100X. As células que exibiram coloracédo acastanhada tanto na membrana como
no meio intracelular foram consideradas positivas. Dois patologistas
independentes realizaram a andlise das galectinas -1, -3 e -7 através da
microscopia de luz onde avaliaram a presenca ou auséncia de marcacao e a
intensidade, sendo atribuidos os escores 0 para auséncia de marcacao, escore
1 para fraca marcacao, escore 2 para moderada marcacéo e escore 3 para forte
marcacdo. Foi avaliado também o tipo celular marcado (estroma ou
parénquima).® O padrdo de distribuicdo da marcac&o, conforme a disposicéo da
expressao imunoistoquimica, foi classificada em focal (£30% do epitélio) e

difusa (> 30% do epitélio), adaptado de Sheehan et al.®

Quadro 2. Especificidade, Clone, recuperacao antigénica, diluicdo e tempo de

incubacéao dos anticorpos anti-galectinas -1, -3 e -7.

Especificidade Clone Tratamento Diluicéo Tempo de
Incubacéo
Galectina-1* E-2 Citrato 3 x 1 1:3000 307
Galectina-3* policlonal Citrato 3x 1 1:1000 307
Galectina-7* H-8 Sem tratamento 1:3000 307
FONTE: *Santa Cruz Biotechnology
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4.9 Aspectos Eticos

Esta pesquisa seguiu a resolugcédo 466/12 do CNS (Conselho Nacional
de Saude) que regulamenta a pesquisa em humanos. Para que este estudo fosse
realizado, o presente projeto foi encaminhado a Plataforma Brasil, para
apreciacdo do Conselho de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde
da Universidade Federal da Paraiba e aprovado sob Protocolo n® 0481/12, CAAE:
09897112.1.0000.5188 (Anexo B).

4.10 Anédlise Estatistica

Para as variaveis clinicas, uma analise descritiva foi realizada em
relacéo ao género, faixa etaria, habitos e localizacéo das lesdes.

O software estatistico utilizado foi o Predictive Analytics Software —
PASW, verséao 18.0.

Nesse trabalho o teste de qui-quadrado (Q?) foi utilizado para medir as
associacoes entre estadiamento clinico, tamanho da lesdo (T), metastase regional
(N) e gradacao histologica de malignidade através dos sistemas propostos por
Bryne (1998) e OMS (2005) do carcinoma epidermdide de labio e as
imunoexpressdes da galectinas -1, -3 e -7. Para aqueles casos em que o teste
binomial € inapropriado (frequéncias abaixo de 5 ou nulas), o teste exato de
Fisher foi aplicado.

Além disso, para avaliar aquelas situacfes em que existiam apenas
duas categorias, um teste para a comparacao de duas proporcdes foi empregado.

O nivel de significancia adotado para os casos estudados foi de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise descritiva dos dados clinicos

ApoOs a analise descritiva dos dados clinicos de 30 casos de carcinoma
epiderméide de Ilabio avaliados, observou-se que o0 género masculino
correspondeu a maioria dos casos (60%), sendo as faixas etarias entre 61 a 70
anos e entre 71 a 80 anos as mais prevalentes apresentando o mesmo percentual
da amostra (26,7%). Entre os habitos analisados, a exposi¢cao solar predominou
correspondendo a 33,3%, seguida pela exposi¢cdo solar associada ao tabagismo
(20%). Em relacdo a localizacdo, as lesbes em labio inferior foram maioria,
correspondendo a 83,3% da amostra total (Tabela 1).

Tabela 1: Relagcédo dos casos de carcinoma epidermdide de acordo com o género,
faixa etaria, habitos do pacientes e localizacdo da leséo.

N (%)

Género Masculino 18 (60%)
Feminino 12 (40%)

Faixa Etaria 20 a 30 anos 03 (10%)
41 a 50 anos 01 (3,3%)

51 a 60 anos 06 (20%)
61 a 70 anos 08 (26,7%)
71 a 80 anos 08 (26,7%)

81 a 90 anos 03 (10%)

91 a 100 anos 01 (3,3%)
Habitos Exposicao solar 10 (33,3%)
Tabagismo 01 (3,4%)

Exposicao solar +Tabagismo 06 (20%)

Exposicao solar+Tabagismo+Etilismo 03 (10%)
Nao Relatado 10 (33,3%)
Localizacédo da Leséo Labio Superior 05 (16,7%)
Labio Inferior 25 (83,3%)
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Houve um predominio de lesdes pequenas, com 2 cm Ou menos em
sua maior dimenséo (T1), correspondendo a 60% dos casos avaliados. Observou-
se auséncia de metdstase em linfonodos regionais (No) na grande maioria dos
casos (93,3%), ndo sendo detectada metastase a distancia em nenhum dos casos
avaliados. O Estadio | foi predominante (56,7%) (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo das variaveis TNM e estadiamento em nimeros absolutos

(n) e relativos (%)
N (%)
T1 18 (60%)
T>2 12 (40%)
No 28 (93,3%)
N>1 02 (6,7%)
Mo 30 (100%)
Estadio | 17 (56,7%)
Estadios II/IlI/IV 13 (43,3%)

5.2 Anélise descritiva dos aspectos morfolégicos

Evidenciou-se a presenca de numerosas pérolas de ceratina, escasso
pleomorfismo celular e intenso infiltrado inflamatério nos casos bem diferenciados
ou de baixo grau de malignidade (Figura 2). Os casos classificados como
moderadamente diferenciados exibiam pouca ceratinizacdo, pleomorfismo celular
e nuclear além de hipercromatismo nuclear (Figura 3). Casos que apresentavam
intenso pleomorfismo celular e nuclear, pouca ou nenhuma ceratinizacdo além de
escasso infiltrado inflamatorio foram considerados pobremente diferenciados ou
de alto grau de malignidade (Figura 4). Dos 30 casos de CE de labio avaliados, 24

(80%) foram, de acordo com o sistema de gradacéo histopatologica proposto por
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Bryne (1998), classificados como de alto grau de malignidade. Pela classificacado
da OMS (2005), a maioria dos casos foi classificada como moderadamente e
pouco diferenciados (56,7%) (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise comparativa entre os sistemas de gradacdo histopatol6gica
propostos por Bryne (1998) e OMS (2005) em numeros absolutos (n) e relativos
(%).

N (%)
Bryne Baixo Grau 06 (20%)
Alto Grau 24 (80%)
OMS Bem diferenciado 13 (43,3%)
Moderadamente e pouco diferenciados 17 (56,7%)

Todos os casos com localizagdo em labio superior foram, de acordo
com o sistema proposto por Bryne, classificados como de alto grau de
malignidade, o mesmo ocorrendo em 19 (76%) dos 25 casos localizados em labio
inferior. De acordo com o sistema proposto pela OMS, todas as lesbes em labio
superior foram classificadas como moderadamente a pouco diferenciadas.
Entretanto, as lesdes localizadas em labio inferior foram, em 13 (52%) casos,

classificadas como bem diferenciadas.
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Figura 2: Fotomicrografia de CE de labio
bem diferenciado ou de baixo grau

exibindo numerosas pérolas de ceratina e
escasso pleomorfismo celular (HE 100X).

Figura 3: Fotomicrografia de CE de labio
moderadamente  diferenciado  exibindo
corddes neoplasicos com pleomorfismo
celular, nuclear e hipercromatismo nuclear
com poucas pérolas de ceratina,
classificado como de alto grau pelo sistema
proposto por Bryne (1998) (HE 100X).

Figura 4: Fotomicrografia de CE em labio
exibindo células neoplasicas pobremente
difererenciadas com intenso pleomorfismo
e hipercromatismo celular, classificado
como de alto grau pelo sistema proposto
por Bryne (1998) (HE, 40X)
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5.3 Analise descritiva da imunoexpressédo das galectinas -1, -3 e -7

As imunoexpressdes das galectinas foram avaliadas em relacdo a
presenca ou auséncia de marcacao, distribuicédo, intensidade, tipo (parénquima ou
estroma) e localizacdo celular (ndcleo, citoplasma, membrana). O controle
positivo, representado por fragmento de tonsila palatina, e o negativo, com
auséncia do anticorpo primério, foram uteis na demonstracdo da eficacia da

reacéo (Figuras 5 e 6).

Dos 30 casos avaliados, 28 (93,3%) apresentaram marcacao positiva
para a galectina -1, tanto no parénquima como nas células do estroma em 57,2%
dos casos. No parénquima da lesdo, ninhos de epitélio neoplasico exibiam
marcacao positiva, sendo essa positividade presente também no estroma da
leséo, principalmente em fibroblastos, células inflamatorias e endoteliais (Figura
7). A intensidade de marcacéo foi de moderada a forte em 22 (78,6%) casos, com
padrdao de distribuicdo difuso (60,7%). A localizacdo citoplasmatica foi
predominante, estando presente em 27 casos (96,4%) (Tabela 4).

A galectina -3 mostrou-se negativa em 17 (56,7%) casos (Figura 8).
Nos casos em que a marcacao foi considerada positiva, o padrao de distribuicado
predominante foi o difuso (76,9%) e a intensidade moderada a forte (53,8%). A
imunoexpressao tanto no paréngquima como no estroma ocorreu em 61,5% dos
casos. No estroma, ocorreu principalmente em células inflamatérias e em
fibroblastos. A localizacdo celular da imunomarcacéo foi mais freqientemente

observada no compartimento citoplasmatico (92,3%) (Tabela 4).

Expressao positiva para a galectina -7 esteve presente em todos os 30
(100%) casos analisados. O padrdo de distribuicdo focal foi predominante
(53,3%), bem como, a intensidade de marcacdo de moderada a forte em 28
(93,3%) casos. Houve imunoexpressdo em células do parénquima em 96,7% dos
casos, tanto nos ninhos neoplasicos como também no epitélio adjacente a lesao
(Figura 9). Em relacéo a localizacao celular, o nucleo, citoplasma e a membrana
exibiram marcacao positiva, sendo a localizacdo nuclear e citoplasmatica a mais
prevalente (36,7%) (Figuras 10 e 11) (Tabela 4).

27



Figura 5: Imunomarcacao intensa
em fragmento de tonsila palatina
(DAB 40X)

Figura 6: Auséncia de
imunomarcagdo em fragmento de
carcinoma epiderméide apés a
omissao do anticorpo primario (DAB
40X)
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Tabela 4: Distribuicdo da imunoexpressao das Galectinas -1, -3 e -7 de acordo com a presenca ou auséncia de marcacéao,

distribuicdo, intensidade, tipo e localizacao celular

GALECTINA -1 GALECTINA -3 GALECTINA -7
N (%) N (%) N (%)
Marcacao Positiva 28 (93,3%) 13 (43,3%) 30 (100%)
Negativa 02 (6,7%) 17 (56,7%) -
Distribuigcéo Focal 11 (39,3%) 03 (23,1%) 16 (53,3%)
Difusa 17 (60,7%) 10 (76,9%) 14 (46,7%)
Intensidade Fraca 06 (21,4%) 06 (46,2%) 02 (6,7%)
Moderada/Forte 22 (78,6%) 07 (53,8%) 28 (93,3%)
Tipo celular Parénquima 02 (7,1%) 03 (23,1%) 29 (96,7%)
Estroma 10 (35,7%) 02 (15,4%) 01 (3,3%)
Ambos 16 (57,2%) 08 (61,5%) -
Localizacéo Citoplasma 27 (96,4%) 12 (92,3%) 10 (33,3%)

Nucleo + Citoplasma
Citoplasma+Membrana
Nucleo+Citoplasma+Membrana

01 (3,6%)

01 (7,7%)

11 (36,7%)
02 (6,7%)
07 (23,3%)
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Figura 7: Imunoexpressdo da
galectina 1 em CE de labio de alto
grau de malignidade exibindo
moderada marcacdo em estroma
(DAB 40X).

Figura 8: Auséncia de
imunomarcacdo da galectina-3 em
CE de labio de alto grau de
malignidade (DAB 40X).

Figura 9: Imunoexpressdo da
galectina -7 em CE de labio de
baixo grau de malignidade
exibindo forte marcacdo em
parénguima (DAB 40X)
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Figura 10: Imunoexpressdo da
galectina -7 em CE de labio de
alto grau de malignidade exibindo

forte marcacao nuclear,
citoplasmatica e membranar
(DAB 100X)

Figura 11: Imunoexpressdo da
galectina -7 em CE de labio de
alto grau de malignidade exibindo
forte marcacao, citoplasmatica e
membranar (DAB 100X)
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5.4 Relagao entre as variaveis clinicas e aimunoexpressao das galectinas
-1,-3e-7

No presente estudo, foi avaliada a imunoexpresséo das galectinas -1, -
3 e -7 quanto a sua marcacao positiva ou negativa, distribui¢do, intensidade, tipo
e localizacdo celular. A partir desses dados, foi feita a associagdo entre estas
varidveis e o tamanho da lesdo (T), metastase regional (N), gradacdes
histologicas propostas por Bryne (1998) e OMS (2005), além do estadiamento

clinico, conforme demonstrado a seguir.
5.4.1 Tamanho daleséao (T)

Conforme demonstra a TABELA 5, ndo foi verificada nenhuma
associacao estatisticamente significativa entre as imunoexpressbes das

galectinas -1, -3 e -7 e o tamanho da leséo.

Mesmo néo havendo a significancia estatistica, ainda é possivel avaliar
a significancia clinica dos resultados. Considerando a imunoexpressao da
galectina -1, nota-se que dos 28 casos que apresentaram marcacao positiva,
guase 40% (11/28) estéao relacionados com lesdes de mais de 2 cm em sua maior
dimensado; dos 17 casos de galectinas -1 com distribuicdo difusa, 8 (47,06%)
estao relacionados com lesbes T>2; em relacdo a intensidade, 40,91% (9/22) dos
casos de galectinas -1 de intensidade moderada ou forte estdo associados as
lesbes com mais de 2 cm; metade dos 10 casos de galectinas -1 que
apresentaram imunoexpressdo em ceélulas do estroma estdo relacionados as
lesbes com mais de 2 cm e, por fim, dos 27 casos de galectinas -1 localizadas no
citoplasma 11 (40,74%) casos estdo associados a les6es com mais de 2 cm em

sua maior dimensao.

A imunoexpressao da galectina -3 foi considerada negativa em 17 do
total de 30 casos, sendo 12 em lesdes T1. A marcacédo positiva foi predominante
nos casos T>2 (7 dos 13 casos). Assim como na galectina -1, o padrdo de
distribuicdo predominante foi o difuso, bem como a intensidade de marcacao
moderada a forte. Tanto células do parénquima como do estroma exibiram

marcacdo positiva em ambas as variaveis. Quanto a localizagdo celular, a
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imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica foi evidente em 1 caso com T>2,

prevalecendo, portanto, a localizacéo citoplasmatica, essa ocorrendo em 6 casos

nas duas situagdes (Tabela 5).

J& para os resultados referentes a galectina -7, observa-se que as

lesbes com mais de 2 cm estdo associadas a 40% (12 dos 30 casos) das

marcacdes positivas e em células do parénquima; com padrdo de distribuicdo
difuso 57,14% (8 dos 14 casos), intensidade moderada/forte em 39,29% (11 dos

28 casos) e com imunoexpressao citoplasmatica 36,36% (4 dos 11 casos).

TABELA 5: Associacdo entre o tamanho da lesdo (T) e as variaveis das

galectinas -1, -3 e -7.

Caracteristicas

Marcagao

Positiva

Negativa
Distribuicao

Focal

Difusa
Intensidade

Fraca

Moderada/Forte
Tipo celular

Parénquima
Estroma

Ambos
Localizacao
Citoplasma
Nucleo/Cito
Cito/Memb

Nucleo/Cito/Mem

T1

17

13

10

16

GALECTINA -1
752 Total Significancia
(Valor-p)

11 28
p? = 1,0000

1 2

3 11
p = 0,4349

8 17

2 6
p'? = 1,0000

9 22

0 2
5 10 p?=0,5011

6 16

11 27

0 1
p'? = 1,0000

@ Teste de associa¢do de qui-quadrado

) Teste exato de Fisher

©) Teste Binomial para a comparacgdo de proporgoes

T1

12

GALECTINA -3
Significancia
T>2  Total (Valor-p)
7 13
p =0,1758
5 17
1 3 ,
p? = 0,5594
6 10
4 6 ,
p? =0,5921
3 7
2 3
1 2 p'?=1,0000
4 8
6 12
1 1
p'? = 1,0000

T1

18

12

17

18

GALECTINA -7
Ts2  Total Significancia
(Valor-p)
12 30
p®'=0,3616
4 16
p'Y = 0,0730
8 14
1 2
p'? = 1,0000
11 28
12 30
- p® =0,3616
4 11
5 11
p'?=0,7817
1 5
2 3
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5.4.2Metéstase Regional (N)

De acordo com a TABELA 6, as imunoexpressdes das galectinas -1 e -
3 ndo estdo associadas significativamente com a presenca de metastases
regionais. Nos dois casos com metastase regional, houve expressao positiva para
a galectina -1 com localizacdo celular citoplasmética. Entre os 17 casos
distribuicdo difusa, 15 apresentavam auséncia de metastase regional, sendo
predominante também a intensidade de marcacdo moderada a forte nesses casos
(Tabela 6).

Dos 30 casos analisados, 16 com auséncia de metastase regional (No)
exibiram expresséo negativa para a galectina -3. Entre os casos com auséncia de
metastase regional (No) que exibiram imunoexpressdo positiva, o padrdo de
distribuicdo difuso foi predominante em 90% dos casos, com intensidade
moderada a forte em e com localizagéo citoplasmatica (Tabela 6).

Observou-se que houve associacdo estatisticamente significativa entre
a marcacao positiva da galectina -7 (p = 0,0000) e a expresséo desta proteina em
células do parénquima (p = 0,0000), com os casos em que houve auséncia de
metastase regional (No). Apesar de néo ter havido significancia estatistica, a
intensidade de marcacdo moderada a forte foi predominante tanto nos casos com

auséncia de metastase regional (No), como nos casos N>1 (Tabela 6).
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TABELA 6: Associacdo entre a presenca de metéstase regional (N) e as variaveis

das galectinas -1, -3 e -7.

Caracteristicas

Marcagao

Positiva

Negativa
Distribuicdo
Focal
Difusa
Intensidade

Fraca

Moderada/Forte
Tipo celular

Parénquima
Estroma

Ambos

Localizagao

Citoplasma
Nucleo/Cito
Cito/Memb

Nucleo/Cito/Mem

No

26

11

15

20

10

14

25

GALECTINA -1
Significancia
>
N>1 Total (Valor-p)
2 28 ,
p? = 1,0000
0 2
0 11
p? = 0,5053
2 17
0 6 ,
p'? = 1,0000
2 22
0 2
0 10 p?=0,5767
2 16
2 27
0 1
p'? = 1,0000

@ Teste de associa¢do de qui-quadrado

) Teste exato de Fisher

©) Teste Binomial para a comparacgdo de proporgdes

* Resultado significativo ao nivel de 5%

GALECTINA -3
No N>1  Total Significancia
(Valor-p)

12 1 13 ,

p? = 1,0000
16 1 17
3 0 3

p? = 1,0000
9 1 10
6 0 6 ,

p? = 1,0000
6 1 7
3 0 3
2 0 2 p¥=1,0000
7 1 8
11 1 12
1 0 1

p'? = 1,0000

No

28

16

12

26

28

GALECTINA -7
Significancia
>
N>1 Total (Valor-p)
2 30 \
p"® = 0,0000*
0 16
p'? = 0,2092
2 14
0 2 .
p'? = 1,0000
2 28
2 30
- - p'® = 0,0000*
0 9
2 11
p'? = 0,4506
0 7
0 3
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5.4.3 Gradacéao Histolégica — OMS (2005)

Em relacéo a gradacéao histologica de malignidade proposta pela OMS,
os resultados apresentados na TABELA 7 mostram que apenas a galectina -1
demonstrou significaAncia estatistica entre a gradacdo histolégica da OMS e uma
das variaveis analisadas, 0 mesmo n&o ocorrendo com as galectinas -3 e -7.

Existe uma associagao significativa (p=0,0356) entre tal gradacgéo e a
expressdo da galectina -1 com tipo celular marcado. Observa-se que a
imunoexpresao em células do estroma estdo mais associadas com a gradacéo
bem diferenciada (BD) de malignidade, enquanto que 75% (12/16) dos casos que
apresentaram imunoexpressao positiva para a galectina -1, tanto no parénquima
guanto no estroma, estdo essencialmente associadas com as gradacdes de
malignidade de moderadamente e pouco diferenciadas.

Apesar de nado haver significancia estatistica, quanto a galectina -3
observou-se, entre 0s casos que apresentaram expressao negativa, 58,8%
(10/27) eram moderadamente a pouco diferenciados. Entre o0s casos
moderadamente a pouco diferenciados que exibiram expressdo positiva, a
intensidade de marcacdo moderada a forte foi evidente em 71,4% (5/7) dos casos
registrados, com predominancia da localizacdo citoplasmatica em 58,3% (7/12)
(Tabela 7).

Em relacdo a galectina -7 observou-se intensidade de marcacéo
moderada a forte nas células parenquimatosas em todos os casos. O padrdo de
distribuicdo focal foi predominante entre os casos bem diferenciados e a
localizacdo citoplasmatica e nuclear mais prevalente entre os moderamente e

pouco diferenciados (Tabela 7).
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TABELA 7: Associacao entre a gradacdo histolégica de malignidade proposta

pela OMS e as variaveis das galectinas -1, -3 e -7.

Caracteristicas

Marcagao

Positiva

Negativa
Distribuicdo
Focal
Difusa
Intensidade

Fraca

Moderada/Forte
Tipo celular

Parénquima
Estroma

Ambos

Localizagao
Citoplasma
Nucleo/Cito
Cito/Memb

Nucleo/Cito/Mem

BD

11

10

11

GALECTINA -1
Significancia
MD/PD Total (Valor-p)
17 28 ,
p? = 1,0000
1 2
6 11
(1) _
p'” = 0,5908
11 17
5 6 ,
p? = 0,3547
12 22
2 2
3 10 p®=0,0356*
12 16
16 27
1 1
p'? = 1,0000

W) Teste de associac¢ao de qui-quadrado

) Teste exato de Fisher

) Teste Binomial para a comparac¢ao de proporgées

* Resultado significativo ao nivel de 5%

GALECTINA -3
Significancia
BD MD/PD Total (Valor-p)
5 8 13
p' = 0,8804
7 10 17
0 3 3 ,
p? =0,2308
5 5 10
3 3 6 ,
p'? =0,5921
2 5 7
1 2 3
1 1 2 p?=1,0000
3 5 8
5 7 12
0 1 1
p'? = 1,0000

BD

12

12

12

GALECTINA -7
Significancia
MD/PD Total (Valor-p)
18 30 ,
p®'=0,3616
9 16
p'Y =0,6540
9 14
2 2
p'? = 0,5034
16 28
18 30
- - p®=03616
4 9
9 11
p'? = 0,2645
4 7
1 3
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5.4.4 Gradacdo Histol6égica — Bryne (1998)

Os resultados expostos na TABELA 8 revelam que, no que concerne
ao sistema de gradacdo histolégica proposta por Bryne, ndo houve associacado

estatisticamente significativa com as galectinas -1 e -3.

Ainda assim, em relacdo a galectina-1, entre os 28 casos que exibiram
marcacado positiva, 23 (82,1%) foram classificados como de alto grau de
malignidade. A intensidade de marcacdo moderada a forte e localizagao
citoplasmatica também foram mais prevalentes em casos classificados como de
alto grau, com 86,4% e 81,5% respectivamente. Quanto a galectina -3, dos 17
casos com expressdo negativa, 14 apresentavam alto grau de malignidade
(Tabela 8).

Houve associacao significativa (p=0,0014) entre a marcacdo positiva
para a galectina -7 e sua expressdo em ceélulas do parénquima, com a gradacéo
histologica proposta por Bryne, principalmente em casos classificados como de

alto grau de malignidade (Tabela 8).
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TABELA 8: Associacdo entre a gradacao histologica de malignidade proposta por

Bryne e as variaveis das galectinas -1, -3 e -7.

Caracteristicas

Marcagao

Positiva

Negativa
Distribuicdo
Focal
Difusa
Intensidade

Fraca

Moderada/Forte
Tipo celular

Parénquima
Estroma

Ambos

Localizagao
Citoplasma
Nucleo/Cito

Cito/Memb

Nucleo/Cito/Mem

Baixo
Grau

GALECTINA -1
Alto Significancia
Total
Grau ota (Valor-p)
23 28 ,
p? = 0,3655
1 2
9 11
p? = 1,0000
14 17
4 6 ,
p? = 0,2855
19 22
2 2
7 10 p?=0,5584
14 16
2 27
1 1
p'? = 1,0000

W) Teste de associac¢ao de qui-quadrado

) Teste exato de Fisher

) Teste Binomial para a comparac¢ao de proporgées

* Resultado significativo ao nivel de 5%

Baixo
Grau

GALECTINA -3
Alto Significancia
Total
Grau ota (Valor-p)
10 13 ,
p? = 1,0000
14 17
1 3
p? = 0,1084
9 10
4 6 ,
p? = 0,5594
6 8
1 3
2 2 p?=0,1469
7 8
9 12
1 1
p'? = 1,0000

Baixo
Grau

GALECTINA -7
Alto Significancia
Total
Grau ota (Valor-p)
24 30
p® =0,0014*
14 16
p'? =0,3778
10 14
2 2 .
p'? = 1,0000
2 28
24 30
i i p(3) =
0,0014*
8 10
9 11
p'? = 0,7833
4 6
3 3
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5.4.5 Estadiamento clinico

Para os dados experimentais coletados no estudo, n&o houve
evidéncias estatisticas de associacdo entre as imunoexpressdes das galectinas -
1, -3 e -7 e o0 grau de estadiamento clinico das lesdes, segundo os resultados
apresentados na TABELA 9. Ainda assim, € possivel inferir que, em relacdo a
galectina -1, as lesdes com estadiamentos II/11l/IV estdo associadas a distribui¢éo
difusa, intensidade moderada a forte, em células do parénquima e estroma, com
localizacdo citoplasmatica. Quanto a galectina -3, a maior parta das lesées com
estadiamento |, apresentaram marcacdo negativa. Todos 0s casos exibiram
expressao positiva para a galectina -7, sendo a maioria lesées com estadiamento
[, distribuicdo focal, intensidade moderada a severa em células do parénquima
(Tabela 9).
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TABELA 9: Associagdo entre o estadiamento clinico e

galectinas -1, -3 e -7.

Caracteristicas

Marcagao

Positiva

Negativa
Distribuicdo

Focal

Difusa
Intensidade

Fraca

Moderada/Forte
Tipo celular

Parénquima
Estroma

Ambos
Localizagao

Citoplasma

Nucleo/Cito

Cito/Memb

Nucleo/Cito/Mem

16

12

15

GALECTINA -1
Significancia
I//IV  Total (Valor-p)
12 28 ,
p? = 1,0000
1 2
3 11
p? =0,2530
9 17
2 6 ,
p? =0,6730
10 22
0 2
5 10 p?=0,4988
7 16
12 27
0 1
p'? = 1,0000

W) Teste de associac¢ao de qui-quadrado

) Teste exato de Fisher

) Teste Binomial para a comparac¢ao de proporgées

11

GALECTINA -3
Significancia
I/II/IV  Total (Valor-p)
7 13 .
p™ = 0,3096
6 17
1 3
p'? = 0,5594
6 10
4 6 ,
p'? =0,5921
3 7
2 3
1 2 p¥=1,0000
4 8
6 12
1 1
p'? = 1,0000

17

12

16

17

as variaveis das

GALECTINA -7
Significancia
/v Total = orp)
13 30 3
p®' =0,5847
4 16
p'? = 0,0634
9 14
1 2
p'? = 1,0000
12 28
13 30
) } p'® = 0,5847
4 9
6 11
p'? = 0,3284
1 7
2 3
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6 DISCUSSAO

A etiopatogenia do carcinoma epidermdide de labio esta relacionada a
varios fatores: a exposicdo solar ultravioleta, o tabaco e o alcool em associagéo
com o tabagismo. © 2% 03 04.72.77.83.88 g 30 casos avaliados no presente estudo,
foi observado que 10 pacientes (33,3%) apresentaram histérico de exposicéo
solar e 6 (20%), exposicdo solar associada a tabagismo. Apesar do grande
numero de casos com informacdes insuficientes 10 (33,3%), € possivel observar a
importancia desses fatores na carcinogénese labial. Em concordancia com o
presente estudo, uma pesquisa realizada na Espanha observou relacdo direta
entre a exposicdo solar e o uso do tabaco com o surgimento de CE de labio. Os
autores afirmam que o habito de deixar o cigarro apoiado no labio € um fator de
risco para o surgimento desta lesdo, independentemente do efeito cumulativo do

tabaco.®°

As informacdes de 30 casos de carcinoma epiderméide de labio
referentes ao género, faixa etaria, fatores de exposicdo e localizacdo da lesao,
foram analisadas. Concordando com a literatura, no presente estudo, foi
observado que pacientes do género masculino, com idade média acima dos 50
anos foram os mais freqiientemente acometidos. & #! ¢ 83190 Dpesses casos, 60%
pertenciam ao género masculino. Tal fato pode ser explicado pelo uso de
cosméticos no labio (batom), que pode apresentar um efeito protetor, como
também por participarem com menos frequéncia de atividades ocupacionais

relacionadas a exposicéo solar.®

Em relacdo a faixa etaria acometida, constatou-se uma maior
prevaléncia em pacientes com idade entre 61 a 80 anos, provavelmente em razéo
do efeito cumulativo & exposicdo prolongada a fatores de risco, tais como a
exposicéo solar, o tabaco e o alcool. 1% 2% 43 62.83. 10 Entratanto, o nimero de
pacientes jovens acometidos por essa patologia vem aumentando
consideravelmente, sendo esta incidéncia explicada pela exposicdo ao virus HPV
além de influéncias hereditarias para o desenvolvimento de fatores intrinsecos

que facilitam o surgimento desta condic&o.®*
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A carcinogénese envolve vérias etapas de alteracdes genéticas e
mudancas fenotipicas. Pesquisas tém sido realizadas a fim de conhecer o que
pode influenciar no prognéstico dos pacientes portadores do CE. Fatores como a
localizacdo do tumor, estadiamento clinico e gradacéo histolégica de malignidade
sdo levados em consideracdo. No entanto, tumores com caracteristicas clinicas e
histopatolégicas semelhantes podem apresentar diferentes padrées de
comportamento e crescimento. Dessa forma, ferramentas que facilitem o
conhecimento do comportamento do CE s&o importantes para a escolha do
tratamento mais adequado em cada caso.

Em relacdo ao tamanho da lesdo (T), foi constatada uma
predominancia de lesBes com até 2 cm em sua maior dimensdo (60%). Além
disso, evidenciou-se auséncia de metastases regionais (N) em 93,3% dos casos e
de metastase a distancia todos eles. O estadio I, no qual se observam lesdes de
até 2 cm, auséncia de linfonodos regionais e de metastase a distancia, foi o mais
observado (56,7%), demonstrando que pacientes com CE de labio, no momento
do diagnostico, apresentam estadiamento clinico precoce e auséncia de
metastase cervical, provavelmente pela facilidade de visualizacdo dessas lesdes,

especialmente quando comparadas a lesdes intraorais.® "® %1%

Na presente pesquisa, as caracteristicas morfolégicas dos casos de CE
de labio foram estudadas através de dois sistemas de gradacéo histologica de
malignidade: o sistema proposto por Bryne (1998), em que o “front” de invaséo
tumoral € avaliado em relacdo a varios aspectos morfolégicos, sendo atribuidos
scores aos mesmos, e 0 recomendado pela OMS (2005), baseado no grau de

diferenciacao celular, por ser amplamente utilizado.

Tumores classificados de acordo com Bryne (1998) como de alto grau
foram predominantes (80%), assim como tumores classificados pela OMS como
moderadamente a pouco diferenciados (60%). Esses dados divergem de alguns
trabalhos na literatura, em que tumores bem diferenciados foram mais
prevalentes.> ® °° No entanto, em estudo realizado por Sena, Costa, Ferreira,®
também no Nordeste brasileiro, em carcinoma epidermoéide de labio, o tipo
moderadamente diferenciado foi o mais prevalente, concordando, portanto, com

os resultados desta pesquisa.
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Analisando as lesGes de CE de labio, separando-as de acordo com a
localizagdo, foi observado que a maioria das lesbes ocorreu em labio inferior
(83,3%). Entre as lesdes localizadas em labio superior, todas foram classificadas
como moderadamente a pouco diferenciadas ou de alto grau. As lesbes
localizadas em l4bio inferior, foram em 52% dos casos, classificadas como bem
diferenciadas, sendo esses resultados concordantes com o0s encontrados na
literatura 2*. Entretanto, de acordo com a classificacdo proposta por Bryne, 76%
das lesdes em labio inferior foram classificadas como de alto grau, divergindo,
portanto, do estudo de Souza, Freitas, Miranda,®® em que todos os casos
localizados em l4bio inferior foram classificados como de baixo grau de
maignidade.

Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de identificar
biomarcadores que ajudem na compreensdo do comportamento tumoral,
contribuindo, dessa forma, para o tratamento clinico. As galectinas tém sido
utilizadas nos estudos de varios tipos de patologias, bem como, em tumores da

CaVldade Oral 4,17, 20, 22, 23, 37, 40, 42, 99

Em relacdo a galectina -1, os resultados encontrados no presente
estudo demonstram que esta proteina esteve expressa em 28 (93,3%) casos,
marcando células do parénquima e do estroma em 16 (57,2%) casos, com
intensidade moderada a forte em 22 (78,6%) casos. Embora grande parte dos
autores relatem auséncia da expressdo da galectina -1 no parénquima, 2> % ™ 97
os achados do presente estudo corroboram os resultados encontrados por Jung

I. 44

et a em gue houve expressao positiva da galectina -1 tanto no parénquima e

guanto no estroma em casos de cancer de mama.

Utilizando analises estatisticas, associamos a expressao da galectina -
1 ao tamanho da lesdo (T), metastase regional (N), gradacdo histolégica de

malignidade utilizando dois sistemas, Bryne e OMS, e estadiamento clinico.

Em estudo realizado em amostras de tecido sadio e cancer de mama,
foi observado que houve um significativo aumento da expressao da galectina -1
em todos os cortes afetados pela neoplasia quando comparados com amostras
de tecido sadio, havendo uma associacdo estatisticamente positiva entre a

expressdo da galectina -1 em células do estroma e a invasdo tumoral,
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estadiamento TNM, tamanho da leséo (T) e metastase de linfonodos. Os autores
sugerem que a galectina -1 desempenha um importante papel na progressao

tumoral através de interaces no estroma da lesdo.*

Constatou-se que houve associacdo estatistica (p=0,0356) apenas
entre a expressao da galectina -1 e o tipo celular marcado ao se utilizar o sistema
de gradacdo histolégica proposta pela OMS. Foi observado que a
imunoexpressdo em células do estroma estdo relacionadas aos casos
classificados como bem diferenciados. Entretanto, os casos que foram
classificados como moderadamente a pouco diferenciados, exibiram expressao
tanto no parénquima quanto no estroma. Apesar de nao ter associagao
estatistica, observamos que a maioria dos casos classificados como de alto grau,
de acordo com Bryne, também exibiram expressdo tanto no parénquima quanto
no estroma. Esses dados concordam com a pesquisa realizada por Chiang et al.
2 em que o autor observa a imunoexpressdo dessa proteina em células do
epitélio e estroma durante a progressdo do cancer oral. A expressdo dessa
proteina em células do estroma pode ser resultado da secrecdo das células

neoplésicas, provavelmente mediadas por fatores tumorais.*

No presente estudo, em relacdo a localizacdo celular de marcacéo,
observou-se que dos 28 (93,3%) casos positivos para a galectina -1, a expressao
exclusivamente citoplasmatica esteve presente em 27 (96,4%) casos, sem,
entretanto, apresentar diferenca estatisticamente significante em nenhum dos
parametros utilizados. Zhong et al.”® observaram, através da imunoistoquimica em
amostras de carcinoma epidermoide oral, observaram que a imunomarcacao da
galectina -1 ocorreu fortemente no citoplasma dessas células. Além disso,
tumores classificados como moderadamente e pouco diferenciados, exibiram uma
forte expressdo para essa proteina, com o oposto ocorrendo nos tumores
classificados como bem diferenciados. Semelhante aos nossos resultados, néo
houve associacdo estatisticamente siginificativa entre a expressao da galectina -1
e a presenca de metastases regionais. Ainda assim, podemos inferir que essa

proteina exerce importante participacdo na carcinogénese oral.

A galectina -3 € expressa em uma variedade de tecidos e tipos

celulares, sendo amplamente encontrada no citoplasma. No entanto, pode

45



também estar presente no nucleo, dependendo do tipo celular ou do estagio
proliferativo da célula.”® A galectina -3 desempenha um importante papel na

adesao, proliferacdo, diferenciacdo, angiogénese e apoptose.'**

Nesta pesquisa ndo foi observada nenhuma associagao
estatisticamente significativa da expressao da galectina -3 com 0s parametros
utilizados (tamanho da lesdo, metastase de linfonodos, gradacao histolégica de
malignidade estadiamento clinico). Além disso, no presente estudo, a
imunoexpressao negativa da galectina-3 foi observada em 17 (56,7%) dos 30
casos analisados, divergindo de diversos estudos na literatura realizados em
outras localizages.* 3% ¥ 4% Entretanto, nossos resultados concordam com
estudo realizado em amostras de adenocarcinoma prostético, hiperplasia benigna
da préstata e prostata normal, em que foi observado uma diminuicdo da

expressdo imunoistoquimica da galectina -3 com a progress&o da neoplasia.’

Em estudo realizado em amostras de tecido cervical normal, lesbes
intra-epiteliais de baixo grau, lesdes intra-epiteliais de alto grau e carcinoma
epidermodide cervical, foi observado, através da imunoistoquimica, que a
expressdo da galectina-3 foi forte em todas as amostras de tecido normal, com
uma diminuicdo progressiva de acordo com a progressao da neoplasia. Diante do
exposto, podemos sugerir que a galectina -3 parece exercer diferentes funcdes de

acordo com o tipo celular onde se encontra expressa.>”

Nos casos em que a imunoexpressdo foi positiva, a localizacéo
citoplasmatica foi predominante, presente em 92,3% dos casos, distribuicdo

difusa (76,9%), com intensidade de marcacdao moderada a forte (53,8%).

A avaliacdo imunoistoquimica da galectina -3 em casos de carcinoma
epidermdide de lingua demonstrou que esta proteina esteve presente em 87,7%
dos casos avaliados, havendo associacdo estatisticamente positiva com a
presenca de metastase e o grau histolégico de malignidade. No presente estudo,
0S casos com imunoexpressdao negativa foram classificados como
moderadamente a pouco diferenciados (58,3%), de acordo com a OMS ou de alto

grau de malignidade (82,3%), de acordo com o sistema proposto por Bryne.
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Entre os 13 casos que exibiram expressao positiva para a galectina -3
12 apresentaram marcacdo citoplasmatica. Em amostras de CE de lingua, a
expressdo nuclear da galectina -3 diminui durante a transformacdo do epitélio
normal para o0 neoplasico, com o0 inverso ocorrendo na expressao
citoplasmatica.*’ Tais resultados sugerem que a mudanca de compartimento
celular da galectina-3 do nucleo para o citoplasma durante a progressao tumoral
possa servir como fator prognéstico também em casos de CE de labio.

A galectina -7 contribui para diferentes eventos associados a
diferenciacdo e desenvolvimento de epitélio estratificado.” Entre as galectinas
estudadas, a -7 foi a Unica presente em todos os casos de CE de labio. Além
disso, a imunoexpressdo dessa proteina ocorreu em células parenquimatosas em
29 (96,7%) casos, com intensidade moderada a forte (93,3%). Esses resultados
podem ser justificados pelo fato da galectina -7 estar profundamente envolvida
com a fisiologia do tecido epitelial.

Apoés a utilizacdo dos testes estatisticos, foi possivel demonstrar no
presente estudo uma associacao estatisticamente positiva da expressdo da
galectina -7 em células do parénquima com metastase regional (p=0,0000) e com
a gradacéao histoldgica proposta por Bryne (p=0,0014), principalmente nos casos
classificados como de alto grau, concordando com outros estudo.* Dos 30 casos
positivos para esta proteina, 24 apresentaram imunoexpressdo em células do
parénquima, sendo em alguns casos, expressa tanto nos ninhos neoplasicos
como no epitélio adjacente. Apesar da localizacdo nuclear e citoplasmatica estar
presente na maioria dos casos, foi possivel observar imunoexpressdo membranar

dessa proteina, 0 que ndo ocorreu com as demais galectinas estudadas.

De acordo com Carvalho et al.?°

o deslocamento da galectina -7 da
membrana para o meio intracelular sugere seu envolvimento com a progressao do
epitélio normal para as displasias de baixo e alto graus. Saussez et al.®
observaram uma deslocamento da expressao da galectina -7 do citoplasma para
0 nucleo, durante a progressao tumoral, em casos de carcinoma epidermoide de
laringe e hipofaringe. Esses dados demonstram que a mudanca de localizacéo

dessa proteina pode estar relacionada a progressao tumoral.
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Como foi demonstrado por alguns autores,*™ *® h4 um aumento da
expressdo da galectina -7 nos ceratinécitos ap6s a exposicdo a radiacdo
ultravioleta B. Tal fato pode explicar a freqliente expressdo dessa proteina em
casos de CE de labio, servindo, dessa maneira, como um marcador desse tipo de

lesdo.

Em contrapartida, a expressdo da galectina -7 pode diminuir com a
progressao tumoral, como por exemplo, no cancer gastrico, em que se observou
uma diminuicdo da expressdo da galectina -7 em pacientes com estadiamento
clinico avancado.”” Dessa forma, a galectina -7 pode representar um alvo
promissor para pesquisas relacionadas ao diagnostico e prognéstico do cancer.

Novos estudos sao necessarios a fim de detalhar a participacdo dessas
proteinas durante a transformacao neoplasica a fim de utiliza-las como marcador
preditivo da invasdo tumoral e metastase. Portanto, sugerimos a possibilidade de
utilizacdo dessas proteinas como marcadores do comportamento biolégico em

casos de carcinoma epidermoide de labio.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados desta pesquisa, podemos concluir que:

1. Em relacdo ao género, faixa etaria acometida e habitos, os nossos
achados corroboram os dados encontrados na literatura, prevalecendo
os tumores classificados de acordo com o sistema proposto por Bryne
como de alto grau de malignidade e, de acordo com a OMS, como
moderadamente a pouco diferenciados.

2. As galectinas -1 e -7 tiveram imunoexpressao positiva, intensidade de
marcagdo moderada a forte, na maioria dos casos, 0 mesmo nao
ocorrendo com a galectina -3, que demonstrou imunoexpressao
negativa na maioria dos casos analisados.

3. A expressao das galectinas -1 e -7 é bem evidente em casos de CE de
labio, havendo associacdo estatisticamente positiva entre a
imunoexpressdo da galectina -1 e a gradacdo histologica de
malignidade proposta pela OMS, assim como entre a imunoexpressao
da galectina -7, metastase regional e gradacdo histologica de
malignidade proposta por Bryne. Apesar de nado ter havido associacéo
estatisticamente significativa entre a galectina -3 e as variaveis
estudadas, observamos que houve imunoexpressao positiva dessa
proteina em alguns casos analisados. Dessa forma, sugerimos que as
galectinas -1, -3 e -7 possam servir como marcadores do

comportamento biolégico em casos de carcinoma epidermoide de labio.
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APENDICE A — FICHA PARA COLETA DE DADOS

Avaliacdo imunoistoquimica das galectinas -1, -3 e -7 em

carcinoma de células epidermdéide de labio

Prontuario: Ano: N° Biopsia:
Género: ( )F ()M Idade: Etnia:
Ocupacéo:

Habitos:

Exposicdo solar: ( ) Aguda ( ) Crénica

Tabagismo: ( ) Sim
( ) Néao

Etilismo: ( ) Sim ( ) Nao

Estadiamento Clinico:

Analise Proteica:

Marcacao: ( ) Positiva ( ) Negativa

Distribuicdo: ( ) Focal ( ) Difusa

Intensidade de marcacéo: ( ) 0 —ausente ()1-fraca
() 2-moderada () 3-forte

Localizacéo celular: ( ) nucleo ( ) citoplasma ( ) membrana

Tipo celular: () Parénquima () Estroma
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