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Resumo

A metdstase cervical é o fator de progndstico mais rele-
vante do carcinoma epiderméide de boca. Fatores clinicos
e histologicos estao associados com o desenvolvimento da
metastase cervical, porém a pesquisa de fatores moleculares
estd sendo amplamente realizada nos ultimos anos. Ob-
jetivo: Observar a associacio da expressao da ciclina D1
como fator de risco para a presenca de metdstase cervical.
Material e Método: A expressdo da ciclina D1 foi estudada
e verificada sua associaciio com a metdstase em 45 pacientes
com ciancer de boca. A leitura da expressio da ciclina D1 foi
realizada pelo método estereologico. Caracteristicas clinicas e
histologicas foram pesquisadas e associadas com a presenca
de metistase. Resultados: A expressao da ciclina D1 foi en-
contrada em 15 pacientes (33,4%) e ndo esteve associada a
fatores clinicos, histolégicos e com a presenca de metastase
cervical, sendo sua expressio independente. O estadiamen-
to clinico e as embolizacoes vasculares foram os fatores
preditivos de maior relevincia para o desenvolvimento de
metdstase. Conclusdes: A expressiao da ciclina D1, embora
seja independente, niao estd associada com a presenca de
metdstase cervical, enquanto que o estadiamento clinico e
as embolizacdes vasculares estao.

Cyclin D1 expression and
cervical metastases in
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Summary

Cervical metastasis represent the most relevant prognostic
factor in carcinomas of the mouth. Clinical and histological
factors are associated with the development of cervical
metastasis; however, research on molecular factors has
been broadly carried out in recent years. Aim: The aim of
this study is to analyze the association of the Cyclin D1 as a
risk factor for the presence of cervical metastasis. Materials
and methods: Cyclin D1 expression was measured and
the association between such substance and metastasis was
found in 45 patients with mouth cancer treated by the author
of this paper. Cyclin D1 presence was checked through the
stereological method. Clinical and histological characteristics
have been analyzed and associated with metastasis. Results:
Cyclin D1 expression was found in 15 patients but it was not
associated with clinical and histological factors related to the
presence of metastasis. Such conclusion indicates that Cyclin
D1 is an independent protein. The most important predictive
aspects related to metastasis development have been clinical
staging and vascular embolization. Conslusions: Cyclin
D1, although independent, is not associated with cervical
metastasis, while staging and vascular embolization are.
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INTRODUCAO

O carcinoma epidermoide corresponde a mais de
90% dos tumores malignos da boca, sendo sua sobrevida
modificada conforme o estadiamento da doenca. Quando
a doenca ¢ local, a sobrevida é de 79%, na doenca loco-
regional de 42% e de 19% na presenca de metdstases
distantes'. As caracteristicas clinicas, histologicas e mais
recentemente biologicas ou moleculares sio denomina-
das de fatores de prognéstico, sendo preditivas de cura
e de sobrevida. O fator de progndstico mais importante
no cancer de boca € a presenca de metdstase cervical o
que torna o diagnoéstico da metastase fundamental para o
planejamento do tratamento oncolégico??.

A identificacio de uma metastase cervical é reali-
zada através do exame fisico e de exames complemen-
tares, que falham em diagnosticar cerca de 20 a 35% dos
pacientes clinicamente negativos®®. Este falso negativo é
considerado elevado e justifica o tratamento preventivo
do pescoco. Quando € tratado exclusivamente o tumor
primdrio, na vigéncia de uma metastase cervical oculta,
ha sensivel reducao na sobrevida dos pacientes. A selecao
dos pacientes para o tratamento do pescoco € realizada
fundamentalmente pelas caracteristicas clinicas do tumor
quanto ao seu tamanho e localizacao®. As caracteristicas
histopatolégicas, como grau de diferenciacao celular e
espessura do tumor, também auxiliam nesta selecio, po-
rém ainda mantém falhas elevadas. Aspectos biologicos
do tumor estao sendo pesquisados na tentativa de iden-
tificar quais os pacientes com maior risco de desenvolver
metdstase cervical>“.

A ciclina D1 € uma proteina codificada pelo gene
CCND1 localizado no cromossomo 11q*. Esta proteina
atua no ciclo celular acelerando a fase G1 e foi descrita
como um oncogene em 1991 por Motokura®, o qual ob-
servou que o aumento da ciclina desregula o ciclo celular
e contribui para génese do tumor. A presenca da ciclina
D1 ¢é demonstrada imuno-histoquimicamente no cancer
de cabeca e pescoco e, quanto maior sua expressio, me-
nor a sobrevida dos pacientes, sendo assim considerada
um fator de prognostico por muitos pesquisadores, em
carcinomas de es6fago, mama, cérvix uterino, colon, reto
e melanomas>®.

No presente estudo, foi avaliada a expressao da
Ciclina D1 em uma série de 45 pacientes com carcinoma
epidermoide de boca, e sua associacio com a presenca
de metastase cervical. O objetivo do estudo foi associar a
expressao da ciclina D1 como fator de risco para a pre-
senca de metastase cervical.

PACIENTES E METODOS

1. Pacientes
Foram estudados 45 pacientes portadores de carci-

noma epidermoéide de boca, tratados cirurgicamente pelo
autor, no periodo de janeiro de 1991 a dezembro de 2001.
Os pacientes foram submetidos a ressec¢ao cirtrgica do
tumor em seu local de origem e dos linfonodos cervicais.
A cirurgia dos linfonodos cervicais incluiu pacientes que
clinicamente niao apresentavam metastases (N-), e de
pacientes que clinicamente foram diagnosticados como
metastaticos (N+).

A pesquisa da expressao da ciclina D1 foi realizada
em laminas histolégicas obtidas do tumor primario. Foram
revisados os prontudrios com coleta de dados clinicos pré-
cirtrgicos, coleta de dados do exame anatomopatologico
da peca cirtrgica e sua evolucao pos-operatoria.

Foram excluidos do estudo os pacientes que apre-
sentavam uma ou mais das seguintes situacoes:

+ Cirurgia sem intencao curativa.

+ Outras neoplasias concomitantes ou historia de
tumores prévios.

+ Terapia neo-adjuvante (quimioterapia e radio-
terapia).

+ Pacientes cujos dados de prontudrio estavam
incompletos.

+ Impossibilidade de definir o estadiamento cli-
nico

2. Imunoistoquimica

Foram obtidos os blocos de parafina que continham
os tumores primarios dos pacientes investigados. Do blo-
co principal de cada tumor foram feitos cortes com uma
espessura de 4mm.

Os cortes foram colocados em laminas pré-tratadas
com 10% de poli-L-lisina (Sigma, USA) e levados a estufa
a 60°C por 24 horas.

Os cortes foram desparafinizados por incubaciio em
xileno por 10 minutos por trés vezes, seguido da rehidrata-
¢ao dos cortes em seqiiéncia de etanol em concentracoes
decrescentes, comecando com etanol absoluto, 90%, 80% e
70% por trés minutos em cada diluicdo. A seguir, os cortes
foram lavados trés vezes em agua destilada.

A recuperacao dos sitios antigénicos com digestio
por tripsina foi realizada apds o aquecimento a 37°C em
uma solu¢iao de tripsina 0,1% contendo 0,1% de cloreto
de calcio em pH 7,8. As laminas foram incubadas nesta
solucio por 30 minutos a 37°C, seguido de uma lavagem
com 4gua destilada.

A exposicao do antigeno em alta temperatura foi
realizada pela incubacio das laminas em berco de vidro,
com tampao contendo 1mM de EDTA dispostos em an-
gulo de 45°, em poténcia média por cinco minutos e 50
segundos, seguida de oito minutos em poténcia baixa
(Microondas Panasonic, 1.500W).

Ap6s a recuperacao dos sitios antigénicos, proce-
deu-se o bloqueio da peroxidase endégena com 3% de
H202. Ap6s 10 minutos de incubacio, as laminas foram
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lavadas trés vezes com dgua destilada e uma vez com
PBS pH 7,2. Os cortes foram incubados por uma hora
com o anticorpo primario anti-Ciclina D1 (Dako, USA)
na concentracao 1:20, seguido de duas lavagens em PBS.
Apos a incubac¢iao com o anticorpo primdrio, os cortes
foram incubados com o sistema biotina-estreptavidina
(Dako LSABA2 System, USA) que consiste na incubacio
com anticorpo anti-mouse/anti-rabbit biotinilado por 10
minutos, seguido de uma lavagem em PBS e posterior incu-
bac¢ao com estreptavidina conjugados a peroxidase. Apos
10 minutos de incubacio, as laminas foram lavadas em
PBS e uma soluciao com diaminobenzidina (Dakoa Liquid
DAB Substrate Chromogen System, USA). Apds lavagem
em agua destilada, as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 15 segundos, lavadas em trés
banhos de 4gua e mergulhadas em uma solu¢ao de ambnia
37 mM. Apés a contra-coloraco, a laminas foram lavadas
em trés banhos de dgua morna, seguido de desidratacao
em concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e puro,
respectivamente) por trés minutos em cada diluicao. Apds
dois tratamentos por cinco minutos em xileno os cortes
foram cobertos com laminulas montadas em Entellana
(Merck, Alemanha).

As laminas foram analisadas sob microscopio otico
com o objetivo de avaliar a expressao da ciclina D1.

A medida da expressao da ciclina D1 foi realizada
através de método denominado estereolégico, cujo ob-
jetivo € de determinar pardmetros quantitativos a partir
de cortes bidimensionais de estruturas antdmicas micros-
copicas tridimensionais, valendo-se da geometria e da
estatistica’®.

A expressao da ciclina D1 foi medida pela contagem
do nimero de nucleos corados divididos pela drea em
mm? e o valor indicado por Qa °.

A andlise das laminas foi feita em microscépio Op-
tico Olympus AX-70 (Japao), acoplado a uma camara de
video. As imagens obtidas eram transferidas a um com-
putador e as contagens feitas com o auxilio do Programa
Image Pro Plus versao 4.1 (Media Cybernetics, USA). Sobre
uma imagem obtida com a objetiva de 20x era aplicada
uma grade que dividia a mesma em nove campos iguais
conforme a Figura 1.

De cada lamina foram obtidos cinco valores e cal-
culada uma média dos cinco Qa obtidos.

3. Anilise Estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas por
média e desvio padrio, enquanto que para as varaveis
qualitativas utilizaram-se percentuais. A comparacao das
varidveis quantitativas nos grupos foi realizada pelo teste
t de Student e no caso das variaveis qualitativas pelo teste
do Qui-quadrado. Medidas de associacio como o odds
ratio e o risco relativo com seus respectivos intervalos
de confianca foram complementarmente realizados. Para

Figura 1. Diagrama dos campos pesquisados na lamina - * A area
escura indica onde foi realizada a contagem dos nucleos marcados
com a ciclina D1.

ajustar a associacdo entre ciclina e metastase frente a di-
versos potenciais fatores de risco, utilizou-se a regressao
logistica multivariada.

As curvas de sobrevivéncia foram calculadas com
o método de Kaplan- Meyer. As mortes que nao foram
decorrentes do tumor primdrio ou suas metistases niao
foram consideradas como falha de tratamento e sim como
observacoes censuradas. As diferencas entre as curvas de
sobrevivéncia foram comparadas pelo teste log rank. Para
ajustar simultaneamente os efeitos dos diversos fatores
considerados e sua relacio com a ocorréncia de o6bito,
foi utilizada a regressao de Cox. Os valores de P menores
que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos,
sendo que nos modelos multivariaveis considerou-se P
menores que 0,1.

Para a analise estatistica, os dados foram proces-
sados e analisados com o auxilio dos programas SPSS
(Statistical Package for Social Science) for Windows 11.0
e Excel 97.

4. Etica

O estudo esta em conformidade com os itens I11.3.i
e II.3.t das Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolu¢ao CNS
196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas In-
ternacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres
Humanos (CIOMS 1993).

Foram respeitados os principios enunciados na De-
claracao de Helsinque (WORLD MEDICAL ASSOCIATION,
1996), mantendo-se em sigilo a identidade dos pacientes,
cujos dados foram identificados apenas pelo nimero de
registro no projeto.
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Tabela 1. Comparagéo entre os grupos com metastase e sem metastase quanto a varidveis demograficas, habitos e caracteristicas clinicas,

histolégicas e moleculares dos tumores.

Variavel Metéstggg?n:QS) Metéstizem(n —22) OR 1C95% P
Idade, anos 59,0+11,4 57,0x11,0 1,02 0,96 a 1,07 0,543
Género, n2 (%)
masculino 22 (95,7) 18 (81,8) 4,9 0,5a47,7 0,187
feminino(a) 1(4,3) 4 (18,2) -
Tabagismo, n2 (%)
sim 18 (78,3) 18 (81,8) 0,8 0,2a3,5 0,999
nao(a) 5(21,7) 4 (18,2) -
Uso de alcool, n2 (%)
sim 13 (56,5) 12 (54,5) 0,9 0,3a3,0 0,999
nao(a) 10 (43,5) 10 (45,5) -
Lingua, n? (%)
comprometida 12 (52,2) 14 (63,6) 0,6 0,2a2,1 0,634
nao comprometida(a) 11 (47,8) 8 (36,4) -
Classificacao T (tumor), n? (%)
T1eT2(a) 12 (52,2) 16 (72,7) -
T3eT4 11 (47,8) 6 (27,3) 2,4 0,7a85 0,265
Estadiamento clinico, n? (%)
lell(a) 4 (17,4) 13 (59,1) -
lelv 19 (82,6) 9 (40,9) 6,8 1,7a27,1 0,010
Grau de diferenciagao, n (%)
G1 0 (0,0) 1 (4,5) 0,2(b) (0,0a16,7) 0,462
G2 16 (69,6) 16 (72,7) 0,7 (0,2a3,3) 0,878
G3(a) 7 (30,4) 5 (22,7) -
Embolizagao, n? (%)
presente 14 (60,9) 4(18,2) 7,0 1,8a27,5 0,009
ausente(a) 9 (39,1) 18 (81,8) -
Infiltragao nervosa, n? (%)
presente 14 (60,9) 11 (50,0) 1,6 0,5a5,1 0,665
ausente(a) 9 (39,1) 11 (50,0) -
Ciclina, n2 (%)
[+] 9 (39,1) 6 (27,3) 1,7 0,5a6,0 0,598
BIE) 14 (60,9) 16 (72,7) -

Os dados séo apresentados como média+desvio padréo e frequéncia (percentual). OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianca de 95%. (a)
Categoria de referéncia no célculo do odds ratio; (b) Odds ratio ajustado pelo método de Agresti.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul (Protocolo nimero 298/01 - CEP).

RESULTADOS

As caracteristicas clinicas, histologicas e a expres-
sao da ciclina D1 dos 45 pacientes estudados podem ser

observadas na Tabela 1.

A ciclina D1 foi positiva em 15 (33,3%) casos e
negativa nos demais 30 (66,7%). A média do ndmero de
nucleos marcados (Qa) variou entre 0,15 e 1,24 nos casos
positivos. A presenca da proteina no nucleo da célula pode
ser observada na Figura 2.

A expressdo da proteina no citoplasma da célula
também foi observada em trés pacientes.
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2. e NEEERENY L

Figura 2. Expressao da Ciclina D1 - Expressao da Ciclina D1 corada
em marrom no nucleo de células neoplasicas

As associacoes e correlacoes entre os pacientes com
metastase (pN+) e sem metastase (pN-) foram realizadas
com as caracteristicas clinicas, histologicas, habitos, vari-
aveis demogrificas e ciclina D1 e podem ser observadas
na Tabela 1. A andlise multivariada para avaliar o risco de
associacao da ciclina D1 com outros potenciais fatores de
risco foi realizada e esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Modelo de regresséo logistica multivariavel ajustando o
efeito da ciclina [+] frente a diversos potenciais fatores de risco
para sua associagao com a ocorréncia de metastases.

Variavel OR 1C90% P

Ciclina [+] 2,7 0,6a11,6 0,267
Estadiamento clinico Il 16,4 282955 0,009
elv

Qomprometlmento da 0.2 01209 0,068
lingua

Embolizacao vascular 43 1,1a17,5 0,084
Diferenciacao celular G3 8,1 1,2a53,4 0,069
Infiltragao nervosa 0,5 0,1a21 0,460

OR: odds ratio; IC90%: intervalo de confianga de 90%.

A sobrevida foi analisada em funcao da expressao
da ciclina D1 e da presenca de metdstase em meses através
de uma curva de sobrevida cujo desfecho considerado foi
o 6bito por cancer de boca, que ocorreu em sete situacoes.
Os resultados podem ser observados nas Figuras 3 e 4.

O efeito da ciclina D1 foi ajustado frente a poten-
ciais fatores de risco para a avaliacao da sobrevida e esta
mostrado na Tabela 3. O efeito da ciclina D1 na sobrevida
ajustado pelo modelo de regressao de Cox multivariavel
contendo os fatores estadiamento clinico, comprometimen-
to da lingua, diferenciacio celular, embolizacao vascular
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Figura 3. Metéastases e sobrevida - Gréafico de Kaplan-Meier apresen-
tando a ocorréncia de Obitos estratificada pela presenca ou nao de
metastases.
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Figura 4. Ciclina D1 e sobrevida - Grafico de Kaplan-Meier apresentan-
do a ocorréncia de ébitos estratificada por grupos de ciclina positiva
([+]) e negativa ([-]).

Tabela 3. Modelo de regressao de Cox multivaridvel ajustando o
efeito da ciclina [+] frente a diversos potenciais fatores de risco
para sua associagdo com a ocorréncia de Obito.

Variavel RR 1C90% P
Ciclina [+] 0.8 0.2a35 0.846
Estadiamento clinico Ill e IV 4.9 0.6a37.9 0.198
Comprometimento da lingua 1.0 0.2ab5.7 0.964
Embolizacao vascular 1.6 03a72 0.625
Diferenciacao celular G3 3.6 0.6a20.9 0.226
Infiltragao nervosa 0.4 0.1a24 0.409

OR: odds ratio; IC90%: intervalo de confianca de 90%.
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e infiltracao nervosa foi estudado e estd apresentado na
Figura 5.
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Figura 5. Ciclina D1 e sobrevida - Andlise multivariada - Gréafico de
sobrevida comparando os grupos de ciclina positiva ([+]) e negativa ([-
]) com efeitos ajustados em modelo de regressao de Cox multivariavel
contendo os fatores estadiamento clinico, comprometimento da lingua,
diferenciacao celular, embolizagao vascular e infiltracao nervosa.

DISCUSSAO

A ciclina D1 foi expressa em 15 (33,3%) pacientes da
amostra estando de acordo com os resultados publicados
que variam entre 30 e 40%''?, embora por uma metodo-
logia distinta de leitura da imunoistoquimica. A literatura
sobre cincer e ciclina D1 avalia a presenca da ciclina
através da contagem de nicleos marcados por grupo de
células neoplasicas, que geralmente variam entre 500 e
1000 células, em percentuais. Por este método o pesqui-
sador necessita contar um total de células neoplasicas,
independente de estarem marcadas ou nao, e a seguir,
recontar as células que expressam a proteina, calculando
o percentual. Além de ser um método trabalhoso, ocasiona
maijor risco de distor¢oes na contagem. A escolha do ponto
de corte, para separar a expressao positiva da negativa da
ciclina D1, € arbitraria. Han et al.”®, consideram a positi-
vidade quando ocorrer mais de 5% de nucleos marcados.
Ravi et al." Itami et al."! e

Capaccio et al.”?, consideram a expressao da cicli-
na D1 significante quando presente em mais de 10% das
células tumorais. El-Naggar et al."> consideram valores su-
periores a 50% como uma superexpressio desta proteina.
Mineta et al.'° consideram valores entre 0-50% de baixa
expressao e acima de 50% de alta expressio. Schoelch et
al.’ utilizam o escore negativo quando n2o ha expressao, +
para até 33% de expressio, ++ entre 33 e 66% e +++ acima
de 66% de expressdao da proteina nas células tumorais.

O método estereoldgico utilizado neste trabalho

avalia a expressao da proteina nos nucleos por drea de
tumor, sendo mais confidvel®’. A expressao da proteina
no citoplasma da célula também foi observada como ji
descrito em outros estudos'’.

A ciclina D1 pode estar expressa com distintos
graus de intensidade. O termo “alta expressao” € definido
pela marcacao de mais de 50% das células neopldsicas10.
No presente estudo, os resultados do Qa obtidos nos 15
pacientes positivos variaram de 0,15 a 1,27 e nao foram
significativas as diferencas dos valores encontrados. Esta-
belecer um ponto de corte para categorizar a expressao
da ciclina em baixa e alta expressao nao foi possivel face
ao tamanho da amostra de pacientes, porém a andlise
quantitativa dos valores do Qa foi realizada.

A expressio da ciclina D1 nos 15 pacientes positivos
nao foi constante em toda a drea de superficie do tumor.
Em todos os casos, a andlise da expressao da proteina
foi realizada na regiao de maior marcacao na limina,
existindo dreas de tumor que nao expressaram a protei-
na. A nao-uniformidade da marcacao pode ser justificada
pelo fato de que cerca de 20% das células neoplasicas
estejam em mitose'®. Face a distribuicio assimétrica des-
ta expressao, poder-se-ia contestar os estudos em que
os pesquisadores utilizam material de bidpsia, como ji
relatado por Michalides et al.””, onde falsos negativos de
expressao da ciclina D1 foram observados em material
de biopsia quando comparado com a peca operatoria,
porém mais estudos sao necessarios para medir qual € a
real sensibilidade da expressao da ciclina D1 em material
de biopsia comparado com uma peca operatoria. Isto é
relevante, pois a existéncia de falsos negativos no material
de biopsia comprometeria a aplicacio clinica deste mar-
cador na decisao de um tratamento, como por exemplo,
a indicacdo ou ndo de um esvaziamento cervical em um
paciente clinicamente NO.

Quanto ao género, fumo e alcool, nio houve
associagdo com a presenca de metdstase cervical e com
a invasao da cdpsula do linfonodo, o que confirma nao
serem fatores de risco para metdstase cervical®.

A idade também nao esteve relacionada com a
presenca de metdstase cervical e com a invasao da cap-
sula do linfonodo, embora os pacientes muito jovens e 0s
idosos desenvolvam tumores com comportamento mais
agressivo®.

Quanto 2 localizacdo, também nao houve associa-
¢ao com a presenca de metastases. Os 14 pacientes T1 e
T2 com carcinoma epidermodide de lingua apresentaram
metdstase em seis casos, enquanto que os demais 14 pa-
cientes T1 e T2, classificados como outros locais da boca,
apresentaram metastase em seis casos. A localizacio nao
apresenta importancia quando os tumores sao grandes,
como os tumores T3 e T4 que individualmente ja acarretam
elevado risco de metastases.

A localiza¢ao do tumor na boca esteve associada
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com a invasao da capsula do linfonodo. Os tumores que
comprometiam mais de uma localizacdo na boca tiveram
um maior comprometimento da cipsula do linfonodo com
um valor P 0,049.

Doze dos 28 pacientes T1 e T2 apresentaram metas-
tases histologicas (42,8%), um valor proximo do esperado,
que € de 20 a 40%. Quanto aos 17 pacientes T3 e T4,
11 apresentaram metastases (64,7%) concordando com
a literatura?'. Nao houve significado estatistico entre o
tamanho do tumor e a presenca de metastase (P = 0,265).
Também nao foi significativa a associacao do tamanho do
tumor e a invasao da cdpsula do linfonodo metastitico
(P = 0,089).

Quanto 2 classificacio N, o exame histolégico de-
monstrou que dos 25 casos negativos, oito (32%) eram
falsos negativos e 17 (68%) verdadeiramente negativos.
Quanto aos 20 pacientes N+, o exame histologico revelou
que cinco (25%) pacientes eram falsos positivos e em 15
(75%) pacientes foi confirmada a presenca de metastase
cervical. O valor P encontrado foi de 0,001 para a presenca
de metastase cervical e de 0,047 para a invasao de cip-
sula. O nimero de falsos positivos de 25% corresponde
ao descrito na literatura, que € de 20%, enquanto que o
de falsos negativos foi de 32%, quando o valor referido
na literatura é entre 20 a 35%*?. A estratificacao dos
pacientes com metastase nao foi estudada neste trabalho,
face ao pequeno nimero de pacientes alocados em cada
subdivisao N.

O estadiamento clinico foi significativo na asso-
ciacao com a presenca de metdstase cervical. Quando é
definido o estadiamento de um paciente com carcinoma
de boca, estd sendo considerado o tamanho do tumor e
a presenca clinica de metdstase pela palpacio cervical.
Uma vez que os pacientes classificados em N positivo
estdo no estadiamento III e IV, o valor encontrado nao é
surpreendente estando diretamente associado a incidéncia
de falsos positivos e falsos negativos na palpacgao cervical,
que no presente estudo foi de 25% e 32% respectivamente.
A palpacao cervical e a classificacao T isoladamente nao
apresentaram significancia, o que justifica a utilizacao do
estadiamento.

O grau de diferenciacio celular nao esteve associa-
do com a presenca de metdstase cervical ou com a inva-
sao da cdpsula do linfonodo. A presenca de apenas um
paciente com carcinoma epidermoéide bem diferenciado
impossibilitou a observacao da relacao entre o grau de
diferenciaciao e o risco de metastase.

A infiltracao de bainhas nervosas nao esteve asso-
ciada a presenca de metdstase cervical ou a invasiao da
capsula do linfonodo. A presenca de infiltracao de bainha
nervosa ocorreu em 14 (60,9%) dos 23 pacientes com me-
tastases, porém sem significado estatistico. Também nao
houve associacio da infiltracao de bainha nervosa com a
invasao da capsula do linfonodo.

A embolizacio vascular foi preditiva quanto a
presenca de metdstases. Woolgar24 encontrou 78% de
invasao vascular nos pacientes N positivos e de 70% de
infiltracao de bainhas nervosas de uma amostra também
de 45 pacientes com carcinoma epidermoide de boca.
No presente estudo foi encontrado o valor de 60,9% para
ambas as situagcoes, porém com significados diferentes
quando observados os resultados dos adequados testes
de significincia estatistica, o que demonstra a relevancia
dos testes na analise dos dados, evitando assim, interpre-
tacoes equivocadas.

A expressao da ciclina D1 nao estd associada a
presenca de metdstase. A ciclina D1 quantificada pelo
valor do Qa também nao modificou estes resultados. A
auséncia de trabalhos na literatura que utilizam o método
estereologico impossibilita a comparacao de resultados
quantitativos. A ciclina também nao esteve associada 2
invasao de capsula do linfonodo metastatico.

Na literatura, a associacio entre a expressio da ci-
clina D1 e a presenca de metdstase cervical € ambigua. Os
resultados do presente estudo concordam com os obtidos
por Han et al.’*, Michalides et al.'*® e Bellacosa et al.*.
Ja os trabalhos de Frachiolla?, Ttami'', Masuda®, Tapia
et al.?, Capaccio et al.*® e Mineta et al.'® demonstraram
que a ciclina D1 estd associada a presenca de metdstase
cervical. Os resultados sao contraditorios e os motivos
podem ser: diferencas de expressio da ciclina D1 nos
diferentes 6rgaos, o estado da peca cirtrgica, como em-
blocamento e tempo no formal até ser fixado, o ponto de
corte para definir o que € superexpressiao da proteina e
uma metodologia padrao de leitura evitando subjetividade
na interpretacao.

A andlise multivariada da ciclina D1 com os fatores
de prognodstico de maior relevancia nao modificaram os
resultados, demonstrando que a expressio da ciclina D1 ¢
independente dos demais fatores estudados, concordando
com os achados de Capaccio et al.** e Mineta et al.'.

A curva de sobrevida dos 45 pacientes da amostra
demonstra que os pacientes positivos para ciclina D1
apresentam uma tendéncia de menor sobrevida que os
pacientes negativos, embora nao tenha um forte signifi-
cado estatistico.

A andlise da sobrevida quanto a presenca de me-
tastase, revela que os pacientes com metastase cervical
apresentam menor sobrevida, e confirma o significado
da metdstase cervical como fator prognéstico no cancer
de boca®3'33,

A anidlise multivariada identifica que a presenca
de ciclina D1 e a metdstase cervical sio independentes
quanto a sobrevida, concordando com os achados de Han
et al.’. Estes autores nao encontraram associacio entre a
ciclina D1 e a presenca de metistase em cancer gastrico
e encontraram associacio com a sobrevida dos pacientes.
Michalides et al."* estudaram carcinomas de cabeca e
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pescoco e Bellacosa et al.®* pacientes com cancer de la-
ringe e também nao encontraram correspondéncia entre
a presenca de metdstases com a expressao da ciclina D1,
porém encontraram com a sobrevida dos pacientes.
Neste estudo a presenca de metdstase cervical foi
significativa para diminuir a sobrevida, enquanto que a
ciclina D1 nao teve a mesma significincia estatistica, mos-
trando apenas uma tendéncia de que os pacientes com
maior expressao da ciclina tiveram pior sobrevida.

CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que:

a. A expressao da ciclina D1 parece ser independen-
te das caracteristicas clinicas e histologicas do carcinoma
epidermoide de boca.

b. A ciclina D1 provavelmente ndo estd associada
com a presenga de metdstase cervical.

c. A presenca de embolizacao vascular e o estadia-
mento clinico foram os fatores mais significativos como
preditivos de metistase cervical nos casos estudados.

d. A presenca de metdstase cervical foi significativa
na sobrevida dos pacientes estudados, enquanto que o
mesmo nio foi observado com a ciclina D1.
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