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Resumo

A evidéncia de uma maior agressividade de carcinomas espinocelulares
orais (CEOQ) afetando pacientes jovens vem estimulando inUmeros estudos que
avaliam as caracteristicas moleculares das células epiteliais neoplasicas
envolvidas nessas lesdes. Entretanto, nenhum estudo foi realizado no sentido
de avaliar a presenca e a fungcdo dos miofibroblastos no estroma tumoral de
jovens, correlacionando-os com o comportamento bioldgico das mesmas.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de miofibroblastos no
estroma de CEO em pacientes jovens, comparando-os com o mesmo tipo de
lesdo acometendo pacientes mais velhos, acima dos 40 anos de idade. Foram
avaliados 20 casos de CEOs de pacientes com idade inferior a 40 anos. Os
casos foram investigados quanto a presenca de miofibroblastos pela reacao
imunoistoquimica contra a-actina de musculo liso (a-AML) utilizando-se a
técnica da imunoperoxidase e os resultados obtidos foram correlacionados com
a ploidia dos tumores e comparados a expressao observada nos casos de
CEOs afetando pacientes acima de 40 anos de idade. Os resultados
encontrados neste estudo piloto mostram preponderancia pelo sexo masculino
no grupo dos pacientes jovens, enquanto que no grupo dos pacientes mais
velhos a maioria € do sexo feminino. A maior parte dos pacientes mais velhos
faz uso de tabaco e alcool. Cinquenta e cinco por cento das lesbes em
pacientes jovens continha miofibroblastos no estroma em comparagdo com
80% dos pacientes mais velhos. Nenhuma diferenga significativa pode ser vista
na comparacao entre os grupos e nao houve correlagcado entre a expressao de
a-AML no estroma tumoral, grau histolégico dos tumores, estagio clinico da
doenga no momento do diagndstico ou estado da ploidia tumor.

Palavras-chave: cancer oral; carcinoma espinocelular; miofibroblastos; actina

de musculo liso.



Abstract

Background: The evidence of increased aggressiveness of oral squamous cell
carcinoma (OSCC) affecting young patients has stimulated numerous studies
evaluating the molecular characteristics of neoplastic epithelial cells involved in
these lesions. However, no study was conducted to assess the presence and
function of myofibroblasts in tumor stroma of young patients, correlating them
with the biological behavior of the same. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the presence of myofibroblasts in the stroma of OSCC in young
patients, comparing them with the same type of lesion affecting older patients
above 40 years of age. Twenty cases of patients younger than 40 years old with
OSCC were evaluated. The cases were investigated for the presence of
myofibroblasts by immunohistochemistry against a-smooth muscle actin (-a-
SMA) using the immunoperoxidase technique and the results were correlated
with tumor ploidy and compared to the expression observed in cases of OSCC
affecting patients over 40 years of age. The results of this pilot study show a
preponderance of males in the group of young patients, whereas in the group of
older patients the majority is female. Most of the older patients were tobacco
and alcohol users. Fifty-five percent of lesions in young patients contained
myofibroblasts in the stroma compared with 80% of older patients. No
significant difference could be seen in the comparison between the groups and
no correlation between the expression of a-SMA in tumor stroma, tumor

histological grade, clinical stage of disease at diagnosis or tumor ploidy status.

Keywords: Oral cancer; oral squamous cell carcinoma; myofibroblasts; SMA;

young patients.
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1. Introducao

O cancer oral € um problema de saude em todo o mundo e abrange
aproximadamente 6% de todos os tumores malignos em paises desenvolvidos,
ocupando a sexta colocacao dentre as neoplasias malignas mais comuns no
mundo; e, na maioria das vezes, esta relacionado ao uso de produtos contendo
tabaco (Vered et al., 2007; Warnakulasuriya, 2009; Chaturvedi et al., 2013;
Coelho, 2012) e ao etilismo. O carcinoma espinocelular € o subtipo mais
comum de cancer oral, responsavel por 95% dos tumores malignos da boca
(Vered et al., 2009; Pontes et al., 2011). Ainda que esses tumores sejam
frequentemente diagnosticados na populacdo adulta, por volta dos cinquenta
anos de idade, a incidéncia do carcinoma espinocelular oral (CEO) em
pacientes jovens (com idade inferior a 40 anos) tem mostrado um aumento em
diferentes partes do mundo, embora os exatos mecanismos e 0s possiveis
fatores etiolégicos relacionados a sua origem e progressdao em pacientes
jovens continuem incertos (Ribeiro et al., 2009). Além disso, 0 comportamento
biolégico dos CEQO afetando pacientes jovens tem sido motivo de controvérsias,
uma vez que alguns autores relatam um comportamento clinico mais agressivo
se comparado aos casos de acometimento mais tardio (Sarkaria et al., 1994;
Vargas et al., 2000; Siriwardena et al., 2007; Vered et al., 2009), enquanto
outros ndo apontaram diferencas significantes entre ambos os grupos (Vered et
al., 2007; Sobral et al., 2011).

Os miofibroblastos foram inicialmente identificados em tecidos de
granulacédo e feridas (Vered et al.,, 2007; Sobral et al.,, 2011; Thode et al.,
2011). Eles exibem um fendtipo intermediério entre fibroblastos e células
musculares, sendo caracterizados pela expressao de a-actina de musculo liso
(a-AML) (Vered et al., 2009). Nos ultimos anos, os miofibroblastos tém sido
considerados o principal componente estromal de diferentes malignidades e
agora se acredita que eles possuem um papel importante na sinalizagao
epitélio/estroma que conduz a transformagdo maligna, ao crescimento e
progressao das células epiteliais neoplasicas (Vered et al., 2007; Sobral et al.,
2011). Tem sido demonstrado que através da expressao de citocinas, proteinas
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da matriz extracelular e enzimas entre células neoplasicas e células estromais
das lesdes, os miofibroblastos podem promover a invasdo e migragcao tumoral;
sendo dessa forma implicados no potencial agressivo de inUmeras neoplasias
epiteliais (Kellerman et al., 2007; Surowiaki et al., 2007; Tsujino et al., 2007).

Estudos recentes evidenciaram que miofibroblastos poderiam estimular
o crescimento, a proliferacdo e a invasividade dos CEOs, considerando que
células malignas podem induzir diretamente a transdiferenciacdo dos
miofibroblastos e ilustrando a interacdo molecular entre ambos o0s
componentes no processo carcinogénico (Kellerman et al., 2007; Kellerman et
al., 2008; Marsh et al., 2011; Sobral et al., 2011). Consequentemente, devido
ao aumento da agressividade dos CEO em pacientes jovens, especulado na
literatura, e a recente descricdo da associacao entre miofibroblastos e a
agressividade clinica do cancer, o objetivo deste estudo foi avaliar a presencga
de miofibroblastos no estroma de CEOs em pacientes jovens, comparando-os
com o mesmo tipo de lesdo acometendo pacientes mais velhos, acima dos 40
anos de idade.
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2. Revisao da Literatura

As neoplasias malignas constituem a segunda maior causa de morte na
populagdo brasileira. No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera
valida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele
nao melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O
cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais
incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil),
mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estbmago (20
mil) e colo do utero (15 mil). Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280
casos novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres.
Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos a cada
100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores
de pele nao melanoma, o cancer da cavidade oral em homens é o quarto mais
frequente nas regides Sudeste (15,48/ 100 mil) e Nordeste (7,16/ 100 mil). Na
regido Centro-Oeste, é o quinto (8,18/ 100 mil). Nas regiées Sul (15,21/ 100
mil) e Norte (3,21/ 100 mil), o sexto. Para as mulheres, é o nono mais frequente
nas regides Sudeste (4,88/ 100 mil) e Nordeste (3,72/ 100 mil). Na regidao Norte
(1,60/ 100 mil), ocupa a 11° posicao. Na regido Centro-Oeste (3,30/ 100 mil), é
o 12°mais frequente (INCA,2014).

O CEO e uma neoplasia maligna derivada do
epitélio de revestimento e representa a entidade neoplasica maligna mais
comum em boca, constituindo mais de 90% dos casos (Siriwardena et al.,
2006). Ja se sabe que os fatores de risco associados a etiologia do CEO séo o
consumo de tabaco e bebidas alc6olicas (Scully e Felix,2006). Essa neoplasia
afeta principalmente homens brancos acima de 60 anos de idade, etilistas e
tabagistas (Llewellyn et al., 2004; Sasaki et al., 2005, Scully e Felix, 2006).

Os principais sitios acometidos na cavidade oral sdo lingua (40% dos
CEOQs), assoalho bucal (20% dos sitios do tumor), gengiva, rebordo alveolar,

palato mole e mucosa jugal (Cotrim et al., 2001; Regezi e Sciubba et al., 2000).

12



CEOs sao caracterizados por invasao local, sendo que as metastases
ocorrem mais frequentemente nos linfonodos cervicais. O atraso pela procura
do tratamento aumenta a incidéncia de pacientes com metastases cervicais no
diagndstico. Metastases a distancia ndao sdo muito frequentes, entretanto,
quando presentes sdo encontradas principalmente nos pulmdes, ossos, figado
e mediastino (SCHWENDER et al., 2002).

Os pacientes jovens afetados por essa neoplasia apresentam um perfil
clinico diferente dos pacientes mais velhos. Pouco se sabe ainda a respeito
dos agentes etiologicos e dos fatores de risco do cancer nesses pacientes.
Entretanto, podemos considerar que poucos casos estdo associados a fatores
ambientais ou relacionados a sindromes hereditarias de predisposicado ao
céancer (Bleyer, 2002).

O que se observa nesses pacientes é que a etiologia e a patogénese do
CEQO ¢ diferentes nos jovens, principalmente devido a auséncia ou curto
periodo de exposicdo dos jovens a agentes carcinogénicos, a provavel
auséncia de lesbes com elevado potencial de malignidade preexistente e ao
suposto comportamento bioldgico mais agressivo do CEO em pacientes mais
novos (Sasaki et al., 2005).

Os autores Mackenzie et al. (2000) e Porter, Waugh (2000), mediante os
indicios que sugerem que o CEO em pacientes jovens € uma entidade
distinta, principalmente por causa do seu aparente comportamento biolégico
mais agressivo e devido a poucas evidéncias dos fatores de risco tradicionais
(como o tabaco e o alcool), propbem a necessidade de estudos
mais amplos. De preferéncia, envolvendo diferentes areas geograficas para
que se obtenha uma melhor caracterizacdo do perfil clinico dos pacientes
jovens com essa neoplasia em boca. Assim, os estudos multinstitucionais
poderiam reunir casos mais representativos e superar a dificuldade do tamanho
reduzido das amostras.

Aparentemente nao existem formas de tratamento individualizadas para
pacientes jovens com CEO, o que faz com que o tratamento desta populacao
siga 0 mesmo protocolo aplicado aos pacientes mais velhos. No entanto, uma
elevada incidéncia de margens cirlrgicas comprometidas em pacientes jovens

ja foi observada, o que sugere que esta falta de tratamento mais especifico
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poderia gerar impacto negativo no prognéstico e na sobrevida dos pacientes
(Mallet et al., 2009).

Estudos recentes evidenciaram que miofibroblastos poderiam estimular
o crescimento, a proliferacao e a invasividade dos CEC, considerando que as
células malignas poderiam induzir a transdiferenciacdo dos miofibroblastos e
ilustrando a interagdo molecular entre ambos os componentes desse processo
carcinogénico (Kellerman et al., 2007; Kellerman et al., 2008; Marsh et al.,
2011; Sobral et al., 2011).

Miofibroblastos sao células que podem ser originadas a partir de células-
tronco progenitoras da medula 6ssea ou do tecido mesenquimal, de células da
crista neural, de células musculares lisas presentes nos tecidos vascular,
uterino e intestinal, ou simplesmente se originar da transdiferenciagdo dos
fibroblastos (Powell et al., 2005; Desmouliere et al., 2004). Especula-se que o
papel dos miofibroblastos na evolucdo do céancer, uma vez que eventos
relacionados a oncogénese, incluindo a proliferacdo, adesdo, invasao e
migracdo celular podem ser regulados pelos produtos da sintese dos
miofibroblastos (BAGLOLE et al., 2006; ORIMO et al., 2005; e LEWIS et al.,
2004).

Assim, devido ao aumento da agressividade do CEO em pacientes
jovens e a recente descricdo da associacao dos miofibroblastos e a progresséo
do numero de pacientes acometidos por cancer, esse estudo avaliou a
presenca desses miofibroblastos no estroma tumoral de pacientes jovens com
CEO.

14



3. Proposicao

O estudo visou avaliar a presenca de miofibroblastos no estroma de
CEOQO afetando pacientes com idade inferior a 40 anos com o propésito de testar
a hipétese de que o componente estromal poderia estar relacionado com o
suposto comportamento mais agressivo dessa neoplasia em individuos mais
jovens, comparando-os com lesdes que acometem pacientes acima dos 40

anos.
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4. Materiais e Métodos

Foram avaliados 20 casos de CEOs de pacientes com idade inferior a 40
anos. Os casos foram investigados quanto a presenca de miofibroblastos pela
reacao imunoistoquimica a-AML utilizando-se a técnica da imunoperoxidase e
os resultados obtidos foram correlacionados com a ploidia dos tumores e
comparados a expressao observada nos casos de CEOs afetando pacientes

acima de 40 anos de idade.
Amostras de tecido

A amostra dos casos estudados foi constituida por 20 CEOs localizados
em diversos sitios anatbmicos da boca, previamente fixados em formalina e
incluidos em blocos de parafina, provenientes da Universidade Estadual de
Campinas (Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Brasil). Pacientes
previamente tratados por cirurgia, radioterapia ou quimioterapia, € casos cujo
tecido ou informagdes clinicas disponiveis para analise eram insuficientes
foram excluidos do estudo.

Os dados demograficos (idade e género), habitos sociais (0 consumo de
tabaco e alcool) e o estagio da doenca no momento do diagnéstico das lesdes,
de acordo com a classificagdo TNM de tumores malignos (UICC 2002) foram
coletados a partir dos prontuarios clinicos dos pacientes e arquivos
laboratoriais. Os resultados foram comparados a um grupo controle de
pacientes com mais de 40 anos selecionados do arquivo da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba e classificados quanto ao local do tumor e estagio
da doenca. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba sob o numero
076/2008.

Imunoistoquimica
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Para a avaliagdo imunoistoquimica foram utilizados cortes de 3 um em
ldminas sinalizadas, as quais foram tratadas por tampéao citrato pH 6,0 em
micro-ondas para recuperacao antigénica. A inibicdo da peroxidase enddgena
foi realizada com peréxido de hidrogénio a 10% em cinco banhos, cada um
com duragdo de cinco minutos, e a incubagao com os anticorpos monoclonais
primarios dirigidos contra a-AML (Dako Corp. Carpenteria, CA, USA, diluicao
1:200) junto ao BSA foi realizada overnight. Ap6s os anticorpos primarios, 0s
cortes foram incubados com anticorpos secundarios biotinilados e com o
sistema estreptavidina/peroxidase por 30 minutos cada um (LSAB Kit -
DakoCytomation, USA). O produto da reacao foi visualizado com auxilio de 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) e os cortes foram contra
corados com hematoxilina de Carazzi (Andrade et al., 2012).

Vasos sanguineos das lesées foram utilizados como controle positivo
interno, enquanto o controle negativo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario
especifico. A presenca de células a-AML positivas foram classificadas em
negativas (0), escassas (1) e abundantes (2) em duas diferentes areas do
estroma de cada caso e a analise foi realizada cegamente por trés
observadores independentes. O estroma no interior do tumor, considerado a
area de interesse desse estudo, representa a faixa de tecido entre a frente

invasiva do tumor e o tecido adjacente normal (Kellerman et al., 2007).

Analise da ploidia do DNA

Com o propésito de correlacionar o conteddo do DNA celular do CEC
oral de pacientes jovens com a presenca de miofibroblastos nesses casos,
foram utilizados os resultados previamente descritos por Santos-Silva et al
(2011).

Analise estatistica

As correlagcdes entre a presenca de miofibroblastos, os parametros
clinico-patolégicos e os parametros de ploidia dos tumores foram realizadas
pelo teste exato de Fisher, com o valor de significancia estabelecido em 5%
(GraphPad Prism version 5.0).
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5. Resultados

Foram analisadas amostras tumorais de 20 pacientes jovens com CEO
(tabela 1). A idade média dos pacientes no momento da biopsia foi 32,5 anos
(intervalo de 21 - 40), com uma preponderancia do sexo masculino (M: F
proporgao de 1,8:1). Quarenta por cento dos pacientes eram fumantes e 55%
eram usuarios de alcool. O grupo pareado de 20 pacientes mais velhos
apresentou uma média de idade de 63,35 anos (intervalo 41-77 anos) e uma
predilecdo feminina com uma relacdo masculina: feminino de 1:0,7. A maioria
dos pacientes mais velhos relataram uso de tabaco (80%) e o consumo de
alcool (70%). Dados relacionados estadiamento clinico dos tumores, bem como
de acordo com grau histopatolégico dos tumores podem ser encontrados nas
tabelas 1 e 2.

Positividade imunoistoquimica para a-AML foi observada em 67,5%
(n=27) dos tumores estudados. Notou-se que, na zona do estroma desprovida
de tecido neoplasico, nenhuma reacdo positiva poderia ser encontrada.
Considerando-se os casos de CEO que afetam pacientes jovens, positividade
para AML foi encontrada em 55% dos casos, sendo n=11 (Figura A e B).
Destes, verificou-se uma reacdao abundante no avanco da area frontal em seis
casos € uma reacado escassa em outros dois casos (Figura 1C e D).
Miofibroblastos foram identificados abundantemente no compartimento
estromal de trés casos, mas revelou-se escasso em outros seis casos (Figura
1E e F). Nas lesdes que afetam os individuos mais velhos, a positividade foi
observada em 80% da amostra estudada, sendo n=16 (Figura 2A e 2B).
Positividade abundante para AML estava presente no compartimento frontal em
seis casos e coloracdo escassa em dez casos (Figura 2C e D). Positividade
estromal foi forte em sete casos e escassa em também sete casos (Figura 2E e
F). Comparando a expressdo de a-AML em pacientes jovens e adultos em
ambas as areas do estroma e da frente, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05).
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Nenhuma diferenca significativa pode ser vista através da comparacao
da presenca de miofibroblastos entre os casos classificados como estagio lll e
/IV  (p>0,05). Da mesma forma, a positividade para a-AML ndo se
correlacionou significativamente com o grau histolégico (p>0,05) nem com o
status da ploidia do DNA de células neoplasicas de CEOs de pacientes jovens
(p>0,05) (tabela 3).
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6. Discussao

CEO é considerado uma doenca dos idosos, afetando pacientes com
mais de 45 anos de idade, tabagistas e etilistas. No entanto, foi relatado um
aumento do numero de pacientes jovens diagnosticados com esta condicéo,
nas Ultimas décadas ‘Warnakulasuriya et at., 2009; Warnakulasuriya et al.,
2007). Embora a incidéncia de CEO afetando jovens geralmente varia de 2 a
6%, na maioria dos servicos especializados em todo o globo terrestre (Ribeiro
et al.,2009; Annertz K et al., 2002; Udeabor et al., 2012; Llewellyn et al., 2004)
a maior incidéncia foi recentemente descrita em algumas partes dos EUA
(Schantz et al.,, 2002), Europa Ocidental (Annertz et al., 2002), América
Latina(Pontes et al., 2011 ; Ribeiro et al.,2009) e Asia (lamaroon et al., 2004).
Relacionadas a essa variabilidade na epidemiologia do CEQO afetando
pacientes jovens, sdo as incertezas quanto ao seu comportamento biolégico e
clinico. Os casos em pacientes jovens tém sido considerados especialmente
preocupantes por aparentemente representarem uma doenga mais agressiva
do que os diagnosticados em pacientes mais velhos, e por nao poderem
também ser associados com o consumo de tabaco e alcool, o que sugere que
fatores etiolégicos alternativos podem estar envolvidos (Ribeiro et al.,2009;
Sasaki et al.,, 2005; Hirota et al., 2008). No entanto, investigacées recentes
demonstraram nao haver diferencas significativas no prognostico, sobrevida e
resposta ao tratamento de pacientes jovens diagnosticados com CEO, quando
comparados aos mais velhos e a avaliacdo molecular das lesbes nao
demonstrou diferencas significativas, sugerindo também que ndo existem
diferencas relevantes (Siriwardena et al., 2007; Warnakulasuriya et al., 2007;
Thomas et al.,2012; Benevenuto et al., 2012).

Ainda que a ativacao do estroma do hospedeiro tenha sido considerada
um passo inicial importante para a tumorigénese em diferentes céanceres
humanos (Thode et al., 2011), estudos que investigam os componentes do
estroma do CEO afetando individuos jovens e sua relevancia para o
comportamento biolégico desses tumores sdao muito escassas, e os estudos
especificos sobre a presenca de miofibroblastos, até a data, nunca foi
realizado. Portanto, no presente trabalho de conclusdo de curso, os autores
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avaliaram a presenca de miofibroblastos na area frontal invasiva das ilhas
neoplasicas e no compartimento estromal geral do CEO de pacientes jovens,
com o objetivo de melhor compreender as caracteristicas biolégicas desta
apresentacao clinica incomum de CEC.

Os resultados obtidos revelaram que nado houve diferenga
estatisticamente significativa entre a presenca de miofibroblastos em pacientes
jovens, se comparados com individuos mais velhos, tanto no fronte do tumor
avancando quanto no estroma total das neoplasias. Isto foi ainda apoiado pela
falta de associacdo entre miofibroblastos e grau histopatolégico de tumores e
estagio clinico dos pacientes. Fato que esta de acordo com outros estudos do
nosso grupo, que nao conseguiram encontrar diferencas no perfil
histopatologico do CEO de pacientes jovens e velhos (Ribeiro et al., 2009;
Santos-Silva et al.,, 2011).

Varios estudos tém mostrado que o0 microambiente de tecidos
neoplasicos desempenha um papel ativo na progressdao do tumor e,
simultaneamente, na conversao de tecido epitelial normal em epitélio displasico
de carcinoma, o estroma iria também mudar de um estado ativado em que os
fibroblastos, um dos mais importantes constituintes deste compartimento, sao
transdiferenciados em miofibroblastos ativos, o que representa um evento
crucial na carcinogénese humana (Vered et al.,2007; Thode et al., 2011; Barth
et al., 2004). Esta mudanca no estado de miofibroblastos parece ser mediada
por fatores de crescimento e citocinas expressas por células de tumor,
especialmente fator de crescimento transformante beta (TGF-B), ao passo que,
por sua vez, miofibroblastos secretam numerosos fatores de crescimento e
mediadores inflamatérios que estimulam proliferagdo de célula neoplasica
epitelia(Thode et al., 2011; Marsh et al.,2011; Barth PJ, Schweinsberg et al.,
2004). Assim, varios estudos tém demonstrado a importancia dos elementos do
estroma no desenvolvimento tumoral, crescimento, invasdo e agressividade,
lustrando miofibroblastos como célula anfitrid induzida por cancer (Etemad-
Moghadam et al., 2009). O nosso grupo e de outros autores ja demonstraram
que miofibroblastos também estaria presente no estroma da CEC,
correlacionando de forma significativa para a taxa de metastases regionais e,
consequentemente, para o prognostico final de pacientes afetados (Kellermann
et al., 2007). No entanto, os estudos ndo conseguiram demonstrar qualquer
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expressao de a-AML em lesdes potencialmente malignas da cavidade oral e na
mucosa oral normal, destacando que miofibroblastos parecem estar associados
com a troca de informacdes molecular entre os elementos do estroma e
neoplasia epitelial (Barth et al., 2004; De-Assis et al.,, 2012). Isto é ainda
suportado no presente estudo, com a falta de imunorreatividade nas zonas
desprovidas de ilhas neoplasicas.

Apesar de nenhuma diferenca significativa observada no conteddo de
miofibroblastos estromais do CEO afetando pacientes jovens no presente
estudo, estudos anteriores descrevem uma maior incidéncia de anormalidades
ploidia de DNA em células epiteliais neoplasicas destes casos, se comparado a
CEC de pacientes mais velhos, sugerindo que CEO de jovens adultos que
apresentam um aumento da instabilidade génica (lamaroon et al.,2004). No
entanto, a falta de correlagdo significativa observada nesse estudo entre a
presenca de miofibroblastos e o teor de DNA, pode sugerir que esta diferenca
de caracteristicas de ploidia nao é influenciada por este elemento estromal.
Assim, tendo em consideracdo ambos os estudos, pode-se especular que, se
um comportamento clinico distinto realmente existe de fato para os casos que
afetam os pacientes jovens, tal caracteristica € independente do componente
miofibroblastico do estroma tumoral.
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7. Conclusao

Em conclusdo, embora sejam necessarios mais estudos para
compreender melhor as caracteristicas biolégicas da CEO afetando pacientes
jovens, os resultados obtidos sugerem que ndao houve diferenga significativa
entre o componente estromal miofibroblastico de CEOs afetando individuos
jovens e idosos e que miofibroblastos ndo sdo os responsaveis por qualquer

comportamento clinico diferente nos CEOs de pacientes jovens.
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8. Tabelas

Caso| Pacientes jovens (idade < 40 anos) Pacientes idosos (idade > 41 anos)
Estigio | Sexo| Idade | Tabaco | Alcool | Estigio | Sexo | Idade | Tabaco | Alcool
1 71 F 36 - - /I F 53 + +
2 7 F 21 - - 71 F 71 + +
3 /11 M 28 - + /11 F 69 + +
4 /I M 39 + + /11 F 71 + -
5 /11 M 34 + + /i F 71 - -
6 /I M 31 - + /I F 57 + -
7 il M 37 + - /I M 57 + +
8 /11 M 37 + + /11 M 62 + +
9 /11 M 35 + + /11 F 41 - -
10 il M 36 - + /I F 74 + +
11 /11 F 40 - - /11 M 66 - -
12 I/ M 26 - - /i M 58 + +
13 7l M 25 - + /11 M 77 NE NE
14 /i F 33 - + 7l F 67 - -
15 il F 35 - - /I M 53 + +
16 | VIV | M 36 + - /v | F 52 + +
17 | I/IV | F 31 + - /1v | F 67 + +
18 | VIV | F 29 - - nviv | F 57 + +
19 | VIV | M 40 + + v F 56 + +
20 | VIV | M 31 - + /v | F 68 + +

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes jovens e idosos estudados neste

projeto de pesquisa.
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Pacientes jovens (idade < 40
anos) Pacientes idosos (idade > 40 anos)
No. Grade Todo o Grade
Histolégica | Fronte | estroma | Histologica| Fronte Todo o estroma
1 Muito 0 0 Muito 1 1
2 Muito 1 1 Muito 0 2
3 Muito 1 1 Muito 1 1
4 Muito 0 0 Muito 0 0
5 Muito 1 2 Muito 0 0
6 Muito 0 0 Muito 1 2
7 Muito 1 1 Muito 1 2
8 Muito 0 1 Muito 1 2
9 Muito 0 0 Muito 2 1
10 Muito 0 0 Muito 2 2
11 Muito 0 0 Muito 2 1
12 Muito 0 0 Muito 1 1
13 Pouco 2 2 Pouco 1 2
14 Pouco 1 2 Pouco 1 0
15 | Moderado 2 0 Moderado 2 1
16 | Moderado 0 0 Moderado 2 2
17 | Moderado 0 0 Moderado 0 0
18 | Moderado 0 1 Moderado 0 1
19 | Moderado 0 1 Moderado 2 0
20 | Moderado 1 1 Moderado 0 0

0: Negativo; 1: Escasso; 2: Abundante.

Tabela 2. A intensidade da marcagéo para a-AML em cada caso de acordo
com o grau histopatoldégico dos tumores.
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o-AML Parimetros de Ploidia
No. Células
Todo Superiores
Fronte | Estroma L.D. D.O.I L.H. a5N (%) Status de Ploidia

1 0 0 1,6 5,99 26 7,18 Anaploidia
2 1 1 1,73 5,99 25 8,26 Anaploidia
3 0 0 1,41 4,63 22 3,71 Anaploidia
4 0 0 1,01 3,24 28 5,74 Diplodia
5 0 0 2,34 7,69 31 16,57 Anaploidia
6 0 1 1,96 7 33 18,29 Anaploidia
7 0 1 3,1 10,76 39 54,86 Anaploidia
8 1 1 1,99 7 34 23,48 Anaploidia
9 0 0 2,39 8,03 37 19,37 Anaploidia
10 1 2 1,73 6,32 39 30,73 Anaploidia
11 1 1 2,06 7,72 34 32,31 Anaploidia
12 0 0 1,84 6,32 32 21,88 Anaploidia

13 1 1 1,29 4,62 26 3,52 Anaploidia
14 2 2 1,18 4,59 36 18,11 Anaploidia
15 2 2 1,39 4,98 40 16 Anaploidia
16 0 1 1,55 5,63 35 25,24 Anaploidia
17 0 0 2,67 9,05 33 49,48 Anaploidia
18 0 0 1,87 6,67 31 23,45 Anaploidia
19 2 2 2,05 6,66 30 14,97 Anaploidia
20 0 0 2,64 9,1 39 41,61 Anaploidia

0: Negativo; 1: Escasso; 2: Abundante; a-SMA: a-actina de musculo liso; I.D.: indice

de DNA; D.O.I: densidade o6ptica integrada; I.H.: indice de heterogeneidade.

Tabela 3. Intensidade de a-AML encontrada nos 20 casos de CEO afetando

pacientes jovens de acordo com o estado de ploidia do DNA.
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Documentacao Fotografica:

Figura 1. Expressado imunoistoquimica de a-AML e histopatologico de CEO de
pacientes com menos de 40 anos de idade. A) Aspecto histopatolégico do estroma
geral e B) front de invasdo (H & E, 100X). C) abundante e D) escassas expressao na
area do front tumoral de pacientes jovens (Streptavidina biotina, 100X). E) Abundante
e F) escassa expressao de a-AML no estroma total (Streptavidina biotina; 100x)
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Figura 2. Express&o imunoistoquimica de a-AML em pacientes com mais de 40 anos
de idade. A) Aspecto histopatoldgico do estroma geral e B) da area do front de invaséao
(H & E, 100X). C) abundante e D) escassa marcagao para a-AML na &rea do front
tumoral (Streptavidina biotina; 100x). E) abundante e F) escassa expresséo de a-AML

no estroma geral do CEO afetendo pacientes mais velhos (Streptavidina biotina; 100x).
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