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RESUMO

O céancer continua sendo grande alvo de estudos e investigac@es cientificas, por ser
importante causa de morbidade e mortalidade em todo mundo. O carcinoma epidermoide oral
(CEO) é a forma mais prevalente de cancer em boca, e apesar dos grandes avangos e
descobertas, o prognostico desse tipo de cancer ainda é pobre, principalmente se descoberto
em estagios avancados. A carcinogénese oral é um processo complexo e varios genes podem
estar alterados neste processo. Varias proteinas estdo alteradas nesses tumores, destacando-se
mais recentemente, as proteinas do metabolismo celular, especialmente os Transportadores de
Glicose (GLUT). O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a expressdo imuno-histoquimica
de GLUT-1 em CEO comparando com Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (HFI), uma leséo
proliferativa ndo-neoplasica. A amostra foi constituida por 30 casos de lesdes orais, sendo 15
casos de CEO e 15 HFI. Utilizou-se a técnica imuno-histoquimica da Estreptoavitina-Biotina
com o anticorpo GLUT-1 (marca Genetex, diluicdo 1:300, 60 minutos, recuperagdo antigénica
com citrato pH6), analisando 05 campos de cada caso no aumento de 100X, contando-se 0
percentual de células positivas. Como resultado obteve-se que a média do percentual de
células epiteliais positivas para GLUT-1 no grupo de HFI foi 85.6+£0.9% (mediana = 85.6%,
minima = 81.0%, maxima = 90.1%). A meédia do percentual de células epiteliais positivas
para GLUT-1 no grupo de CEO foi 89.6+2.7% (mediana = 92.2%, minima = 72.2%, maxima
= 98.0%). Pbde-se observar diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos de
estudo (p=0.033, teste Mann-Whitney). O percentual de células imunomarcadas quanto a
localizagdo nos casos de CEO mostra um percentual maior de 93,4% no rebordo alveolar
quando comparado com a lingua (64.7%). Com base nos resultados desta pesquisa, observou-
se que ha uma maior expressdo da GLUT-1 nas lesdes nos carcinomas do que nas
hiperplasias, e isso, pode provavelmente refletir a participacdo da GLUT em algum
mecanismo oncogénico. Contudo, mais estudos sdo necessarios para elucidar melhor a

participacdo desta proteina na carcinogénese oral.

PALAVRAS-CHAVES: Cancer oral. Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria; Transportadores de
Glicose; Carcinoma epidermoide; GLUT-1.



ABSTRACT

Cancer is still a big target of scientific studies and research, to be an important cause
of morbidity and mortality worldwide. Oral squamous cell carcinoma (CEO) is the most
prevalent form of cancer in the mouth, and despite the great advances and discoveries, the
prognosis of this cancer is still poor, mainly discovered in advanced stages. Oral
carcinogenesis is a complex and multiple genes can be altered in this process. Several proteins
are altered in these tumors, highlighting more recently, proteins of cellular metabolism,
especially glucose transporters (GLUT). The objective of this research was to evaluate the
immunohistochemical expression of GLUT-1 in comparison with CEO inflammatory fibrous
hyperplasia (HFI), a non-neoplastic proliferative lesion. The sample consisted of 30 cases of
oral lesions, 15 cases of HFI CEO and 15. We used immunohistochemical technique
Estreptoavitina-Biotin with GLUT-1 antibody (Genetex, dilution 1:300, 60 minutes, antigen
retrieval with citrate pH 6), analyzing 05 fields in each case 100X, telling the percentage of
positive cells. As a result it was found that the mean percentage of epithelial cells positive for
GLUT-1 in inflammatory fibrous hyperplasia group was 85.6 + 0.9% (median = 85.6% =
81.0% minimum, maximum = 90.1%). The mean percentage of epithelial cells positive for
GLUT-1 in the group of squamous cell carcinoma was 89.6 + 2.7% (median = 92.2% = 72.2%
minimum, maximum = 98.0%). Could observe a statistically significant difference between
the two study groups (p = 0.033, Mann-Whitney test). The percentage of immune cells
marked as to the location where the CEO shows a higher percentage of 93.4% in the alveolar
ridge compared to the tongue (64.7%). Based on the results of this research, it was observed
that there is an increased expression of GLUT-1 in lesions in carcinomas than in hyperplastic,
and this may probably reflect the involvement of GLUT in some oncogenic mechanism.
However, more studies are needed to further elucidate the involvement of this protein in oral

carcinogenesis.

KEYWORDS: Oral Cancer; Inflammatory Fibrous Hyperplasia; Glucose transporters;

Squamous cell carcinoma; GLUT-1.
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1 INTRODUCAO

O céncer constitui-se como uma das principais causas de ébito em todo mundo sendo
superado apenas pelas doencas cardiovasculares nos paises desenvolvidos, com diagndstico
anual de 12,7 milhdes de pessoas e 7,6 milhdes morrem vitimas desta enfermidade. Se nada
for feito em 2030 teremos 26 milhdes de novos casos e 17 milhdes de Obitos por ano,
aumentando principalmente em individuos dos paises em desenvolvimento (INCA, 2013).

A neoplasia maligna da cavidade oral é o sétimo cancer mais prevalente no Brasil,
com estimativa de 14.170 novos casos sendo 9.990 em homens e 4.180 em mulheres, destes
representando 4.891 obitos, sendo 3.882 entre homens e 1.009 em mulheres (INCA, 2013).

A maior frequéncia das neoplasias malignas da cavidade oral é constituida pelo
carcinoma epidermoide oral (CEO), também denominado como carcinoma de células
escamosas ou carcinoma espinocelular, perfazendo cerca de 90% das neoplasias malignas da
cavidade oral (NEVILLE et al., 2009). Dentre regides anatdbmicas mais afetadas estdo: a
lingua, assoalho oral e o labio inferior (GERVASIO et al., 2001; RIBEIRO et al., 2009).

O carcinoma epidermoide oral surge a partir da camada espinhosa do epitélio de

revestimento e apresentam variacdes histologicas, entretanto séo caracterizadas pela formacao
de ilhas e corddes celulares atipicos que lembra a morfologia das células da camada espinhosa
do epitélio. Esta neoplasia tem incidéncia maior em pacientes acima dos 50 anos, apresenta
etiologia multifatorial, sendo o fumo um dos principais fatores etioldgicos associado ou nédo
ao alcool, porém outros fatores como: acdo da luz solar, microorganismos patogénicos,
deficiéncias nutricionais, e hereditariedade também tém sido descritos como fatores decisivos
na oncogénese tumoral (AGUIAR. et al., 2011).
O carcinoma epidermdide ndo segue um modelo molecular necessario a sua progressao
tornando-o uma doenca heterogénea na sua etiologia (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2010),
parametros clinicos e histoldgicos sdo portanto exiguos na determinacdo do comportamento
biolégico do tumor, pois pacientes com 0 mesmo estadiamento e grau de diferenciacdo da
neoplasia, apresentam distor¢cdes no curso clinico da doenca e no tempo de sobrevida
(WANG et al., 2006).

Quando diagnosticado precocemente, o indice de sobrevida em cinco anos é de 80%,
entretanto comumente o diagnéstico da doenca é determinado em estagio avancado que
determina uma sobrevida de 50% em cinco anos (KOWALSKI, 2005).
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Deve-se ressaltar atualmente que a avaliagdo progndstica do carcinoma epidermoide
oral ndo deve basear-se em informacdes isoladas, ou seja, feita unicamente através do SGHM
(Sistema de Gradagdo Histolégica de Malignidade) ou sistema de estadiamento TNM
(T;tamanho do tumor; N: presenca de nddulo; M: metastase) (COSTA et al., 2005), visto que
o carcinoma epidermoide oral pode apresentar variantes e ressaltando que neste cenario 0 uso
da imuno-histoquimica faz-se necessario no auxilio do diagnostico bem como no
estadiamento destas lesdes (CALY et al., 2013).

Ja a hiperplasia fibrosa inflamatéria (HIF) trata-se de uma lesdo reacional hiperplasica
do tecido conjuntivo fibroso em resposta a uma injdria crénica e de baixa intensidade
(SANTOS et al., 2004; FALCAO et al., 2009). E uma lesdo que acomete a 42 e 52 década de
vida, principalmente rebordo alveolar superior com maior predilecéo pelo sexo feminino.

Vérias proteinas estdo alteradas nas neoplasias malignas, destacando-se mais
recentemente, as proteinas do metabolismo celular. As células tumorais tém importante
propriedade de substituicdo da fosforilacdo oxidativa pela glicolise como fonte predominante
de producéo de energia (DEMASI et al., 2010).

Transportadores de glicose (GLUT) medeiam a movimentacdo da glicose via
membrana celular nas células tumorais, facilitando a manutencdo do metabolismo energético
glicolitico nos casos de substrato limitado e em regiGes pobremente vascularizada. (AYALA
et al.,, 2010). O GLUT-1, o qual é um dos 14 membros de uma superfamilia de
transportadores de glicose estd expresso em varias linhagem de células cancerosas, sendo
responsavel pela captacédo de glicose durante o estagio de hipdxia tumoral . Vale ressaltar que
a expressdo de GLUT-1 é um potente marcador de progndstico para carcinoma epidermoide
oral (AYLA, 2010).

A expressao dos GLUTs em cancer tém sido estudado com objetivo de avaliar e
elucidar o papel dos marcadores de hipdxia na biologia dos tumores no auxilio ao tratamento,
prognostico e sobrevida dos pacientes (TANAKA et al., 2008).

Diante do exposto, o propésito da presente pesquisa € analisar por meio de imuno-
histoquimica a expressdo da GLUT-1 em casos de hiperplasia fibrosa inflamatoria (HFI) e

carcinoma epidermoide oral (CEQO) comparando sua expressao nestas lesdes.

PALAVRAS-CHAVES: Cancer oral. Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria. Transportadores
de Glicose. Carcinoma epidermoide. GLUT-1.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carcinoma epidermoide oral

As doencas crbnicas de carater degenerativo ndo transmissiveis vém mostrando uma
ascensdo progressiva no tocante a mortalidade, e destacando-se entre elas as neoplasias
malignas entre a segunda causa de morte no Brasil. No mundo em 2005, foram registrados
um total de 50 milhdes de morte, o cancer foi responsavel por 7,6 milhGes, representando
13% de todas as mortes, e do total de obitos 70% esta associado a paises de média ou baixa
renda (WHO, 2005).

O termo Cancer de Cabeca e Pescoco € definido com bases anatdmicas e topograficas
para descrever tumores malignos do trato aero digestivo superior, incluindo a cavidade oral,
faringe e laringe. Patologias malignas das glandulas salivares, tonsilas e orofaringe, portanto
sdo areas anatdbmicas associadas ao cancer de boca (INCA, 2013). Por ser uma regido de
origem embriolégica complexa, originada dos trés folhetos embrionarios (ectoderma nao
queratinizado; endoderma rico em componente glandular salivar; mesoderma que varia de
tecido 0sseo a linfoide), os tipos de neoplasias malignas podem variar desde tumores
mesengquimais até tumores de glandulas salivares, sendo o mais comum o carcinoma
epidermoide (ASCO, 2009). Devido a este espectro multiplo, temos uma grande variacao da
incidéncia de tumores benignos e malignos para cada area, 0 mesmo ocorrendo com a forma
de tratamento ou abordagem cirurgica devido a localizacdo dos mesmos (BOYLE, 2003). As
caracteristicas clinicas e de progndstico de lesdo e resposta ao tratamento sdo distintas,
todavia a maioria dos estudos ndo distingue as referidas regides anatdmicas (HA,;
CALIFANO, 2004; ORD, 2006).

Segundo INCA (2012), estima-se 14.170 novos casos de carcinoma de boca sendo,
9.990 em homens e 4.180 em mulheres com cerca de 4.891 6bitos.

A maior parte dos tumores da cavidade oral é constituida pelo carcinoma epidermoide
totalizando cerca de 90% dos casos de neoplasia orais, com menor incidéncia para 0S
neoplasmas salivares, 0s sarcomas, 0s melanomas de mucosa e os tumores odontogénicos. O

carcinoma epidermoide oral apresenta-se também como o mais comum da regido da cabeca e
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pescoco, predomina no sexo masculino e incidéncia relevante na faixa etéaria acima dos 50
anos (COSTA et al., 2002; PARKIN et al., 2005).

2.1.1. Etiologia do carcinoma epidermoide oral

O CEO é uma doenca multifatorial, nas quais varios fatores estdo envolvidos, como
uso do fumo, consumo do alcool e outros agentes agressores externos levados a cavidade oral,
agindo de forma isolada ou em conjunto, podem originar essa neoplasia. Apesar de ndo haver
uma clara compreensdo sobre a etiologia dos cénceres, estes fatores citados tém sido
detectados e sdo conhecidos como fatores de risco e compdem a base para uma prevencao
efetiva contra estas lesdes. (MANSOUR et al., 2003; BALARAM et al., 2002)

A etiologia do CEO é complexa, de carater multifatorial envolvendo fatores
extrinsicos e intrisicos na sua etiopatogénese (MASSSANO et al., 2006). Ndo ha um agente
ou fator isolado aceito no caso do CEO, sendo provavel dois ou mais fatores indutores da
malignidade causando alteracbes genéticas que sdo a base da progressdo do carcinoma
epidermoide. O principasl fator de risco € o fumo. A exposicdo a raios solares (UV) é
considerado um fator etiolégico evidente no processo da carcinogénese de CEO de labio
inferior (MANSOUR et al., 2003; GREENWOOD, 2003).

Canceres orais podem desenvolver-se em individuos sem histéria de exposicdo ao
fumo, alcool ou raios UV (DAHLSTROM et al., 2003), podendo outros fatores como HPV/(
Papiloma Virus Humano) e hereditariedade estarem fortemente envolvidos.

Os canceres da cavidade oral nos estagios iniciais da doenca podem apresentam-se
como placas elevadas firmes, como areas irregulares ou como areas verrucosas. Algumas
alteracdes genéticas explicariam um modelo molecular para a progressdao dos neoplasmas
orais. Uma das primeiras alteracGes seria a perda de regides do cromossomo 3q e 9p21 que
resultaria na inativacdo do gen pl6, esta alteracdo esta associada a uma transi¢éo hiperplasica
e hiperceratdtica. A perda dos cromossomos 17p com supressao do p53 estaria definindo um
grau de progressao displasica do tumor; e, portanto alteracdes mais severas como dele¢des.
Alteracdes nos cromossomos 4q, 6p, 8p, 11q, 13q e 14q podem induzir o grau de
malignidade. Elevada expressdo no gene da ciclina D1 localizado no cromossomo 11qg13
estaria associada a invasdo de uma certa fracdo de crescimento tumoral
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2010).
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Aproximadamente 90% dos pacientes que desenvolveram cancer de boca usaram
alguma forma de fumo, pois sabe-se que inimeras substdncias carcinogénicas sao
encontradas em sua composi¢cdo quimica. O risco de morrer pelo cancer oral € quatro vezes
maior para o fumante de cigarro do que aquele que se priva do fumo. Observou-se que em um
grupo de individuos exposto a um determinado nivel de carcinbgeno apenas uma fracdo deste
grupo desenvolveu cancer, sugerindo que parte desta substancia requer metabolizacao para ser
efetivamente carcinogénica, portanto cré-se que a susceptibilidade ao cancer parece depender
de uma forma mais especifica das caracteristicas genéticas e da capacidade de metabolizar
estas substancias e elimina-las com eficiéncia (KOSOMARA et al., 2001).

Muitas evidéncias clinicas indiretas implicam o habito de fumar tabaco no
desenvolvimento de cancer de boca. A propor¢do de tabagistas entre 0s pacientes com
carcinoma oral € duas vezes maior do que na populacdo geral. Estudos tém mostrado que o
fumo de cachimbo ou charuto agrega um risco maior para o cancer oral do que o fumo de
cigarros (NEVILLE et al., 2009).

Outros fatores tém sido relatados na etiologia do carcinoma epidermoide oral, como
hereditariedade, desnutricdo e associacdo com agentes bioldgicos, o estado sistémico do
individuo a atrofia da mucosa oral e a Sindrome de Plummer-Vinson.

Atualmente tem sido citado a possibilidade do papel do HPV (PapilomaVirus
Humano) como agente com potencial carcinogénico bem definido no carcinoma de colo de
tero, porém seu papel no cancer de boca ainda séo esta esclarecido. Subtipos de alto risco
como 16,18,31 e 33 do HPV, com potencial carcinogénico, estdo provavelmente relacionados
as displasias e ao carcinoma epidermoide. Seu mecanismo envolve basicamente a producéo de
duas proteinas codificadas pelo virus, a E6 e E7 sendo que promove degradacdo do gene
supressor dos tumores, 0 p53 guardido celular e a proteina E7 inibindo o gene do Rb.
Respectivamente estas proteinas controlam parcialmente o ciclo celular (NEVILLE et al.,
2009; SCULLY, 2005).

No Brasil, o carcinoma epidermoide oral é mais associado ao tabaco sob a forma de
cachimbo, cigarro, charuto, enquanto na india ha uma relacdo com o fumo mascado e em
outros paises ao fumo invertido (BRENER et al., 2007). Forma de cigarro, cachimbo ou
charuto tem uma relacédo direta com a leucoplasia, entretanto o uso de rapé ou o ato de mascar
determinam a lesdo em uma localizacdo anatdmica da boca em que mantido aparecera neste
local uma lesdo leucoplasica revelando causa efeito. A grande maioria dos componentes do
tabaco relacionados a carcinogénese sdo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos como o

benzo(a)pireno, sofrem bioativacdo prévia das enzimas do citocromo P450 (CYP1Al e
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CYP1B1) que se ligam covalentemente ao DNA formando adutos na célula e ndo séo
reparados e podendo assim acarretar mutagdo em genes relacionados a proliferacdo,
diferenciagdo e apoptose celular (KUMAR;ABBAS; FAUSTO, 2010). O risco para um
segundo carcinoma primario do trato aerodigestivo superior é duas a seis vezes maior para
pacientes tratados do cancer oral que continuam a fumar do que para os que cessam 0 habito
apos o diagndstico (NEVILLE et al., 2009).

Na carcinogénese oral, 0 alcool por si s6 ndo é um agente iniciador, mas promotor, e a
quantidade total de alcool ingerida, e tempo de duragdo do habito sdo mais importantes do que
0 tipo de bebida alcodlica ingerida. In vitro, foi demonstrado que o &lcool modifica a
permeabilidade da mucosa oral, e isto parece ter um sinergismo entre consumo de alcool e
fumo no desenvolvimento do cancer de boca. Consumo de bebida alcodlica facilitaria a acdo
de substancias cancerigenas do fumo (HOWIE, 2001). Risco do alcool no desenvolvimento
do carcinoma epidermoide é dose-dependente e tempo dependente e a combinagdo do uso
excessivo do tabaco por periodo prolongado pode aumentar o risco individual para o cancer
oral para um risco relativo de 15 vezes ou mais (NEVILLE et al., 2009).

A mucosa oral ndo é local preferencial para a degradacdo do alcool, mas alguma
quantidade é absorvida e metabolizada em nivel tecidual durante a degluticdo. O alcool sofre
degradacdo hepatica, principal pela via da enzima ADH (desidrogenase alcoolica) convertido
em acetaldeido, e este em acetato pela enzima ALDH (aldeido desidrogenase), em seguida o
acetato chega a diferentes partes do corpo onde pode ser aproveitado para produzir energia.
Todavia a atividade da ALDH ¢ baixa na boca, podendo haver acimulo de acetaldeido na
cavidade oral (DONG, 1996).

No Nordeste parece haver uma tendéncia maior do cancer de labio, uma vez que
grande parte dos pacientes provém do meio rural e esta exposta cronicamente ao tabaco e luz
solar. A radiacdo solar é a principal causa do carcinoma de labio inferior, comumente em
individuos de pele clara expostos a bronzeamento e bem mais comum em individuos que
trabalham expostos aos raios UV (LUNA-ORTIZ et al., 2004).

O grau de risco esta relacionado com tipo de radiacdo UV, tempo de exposicdo ao
agente agressor e capacidade de protecdo melanica natural da pele como resposta a agressao.
Sabe-se que a radiacdo solar ndo é ionizante, pois ndo tem capacidade suficiente de deslocar
eletros durante sua passagem pelos tecidos, contudo com o tempo ela é capaz de produzir
lesBes significativas de importancia biolégica como lesdo do DNA pelo acimulo de dimeros
de piridina sem reparo oportuno, inativacdo de enzimas do ciclo celular, induzir a mutacdes e
morte celular (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2010).
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2.1.2 Caracteristicas clinicas do carcinoma epidermoide oral

O carcinoma epidermoide oral tem origem no epitélio de revestimento da mucosa oral,
apresentando evolugdo rapida, provavelmente a partir de ulceragdo persistente e com carater
invasivo eminente. Suspeitar do cancer de boca em estdgio avancado € relativamente facil,
contudo a dificuldade é diagnosticar uma lesdo aparentemente inofensiva especialmente na
fase inicial que ndo apresenta sintomas considerdveis. Individuos com CEO geralmente
buscam o servico profissional apds oito meses em média do inicio da lesdo, chegando até dois
anos em grupos sécio-econdmicos mais baixos (SOUZA, 2001).

Na realidade diversas lesdes podem manifestar-se clinicamente como placas brancas
na superficie da cavidade oral cujo diagnostico definitivo pode ser feito pelo exame
histopatolégico. O carcinoma epidermoide oral exibe varias apresentagdes clinicas (Figura 1)
como as formas leucoplasicas (placas brancas), eritropléasicas (placas vermelhas),
eritroleucoplasicas (placas brancas e vermelhas) ou ulceradas, envolvendo trés padrdes de
crescimento: exofitico (formagdo de aumento de volume), endofitico (invasivo, ulcerado) e
verrucoso (NEVILLE et al., 2009 ).

O carcinoma epidermoide oral (Quadro 1) pode evoluir iniciando com uma leséo
hiperceratotica sem displasia a carcinoma invasivo. O CEO envolve alteracdes no equilibrio
homeostatico do epitélio da mucosa oral que pode evoluir de lesbes potencialmente malignas,
como uma displasia epitelial oral, progredindo para uma neoplasia epitelial. A transicdo do
epitélio da mucosa oral normal para carcinoma epidermdide é um processo multifatorial
extremamente complexo e que pode demorar anos, e divergéncias na aparéncia clinicas destas
lesbes podem representar passos diferentes no processo da carcinogénese (LONGSHORE,
2002). O carcinoma epidermdide oral pode acometer qualquer parte da mucosa oral, porém a
lingua, assoalho da boca e labio inferior sdo os locais de maior prevaléncia (GERVASIO et
al., 2001). Segundo Larsen et al. (2009), as lesdes da lingua e do assoalho da boca

correspondem de 41% a 74% dos carcinomas epidermoides de boca, respectivamente.
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Observacdo clinica Interpretacdo histologica
Coloragao résea e uniforme Mucosa normal
Hiperemia localizada da mucosa, Displasia
Leucoplasia leve

Hiperemia difusa da mucosa

Hiperemia difusa da mucosa,
L i . .
eucoplasia Displasia

moderada

Remogdo Agente
do agente agressor
agressor persistente

persistente

Displasia difusa da mucosa,

atipias vasculares, leucoplasia, |
eritroplasia, leucoplasia Displasia
mosqueada, eritroplasia nodular acentuada

tlcera rasa

Membrana basal

Lesao ulcerada Gnica com bordas
pique e fundo granuloso

Quadrol. Provavel curso clinico do cancer de boca. Fonte: BRASIL/INCA, 2002.

A OMS define leucoplasia (Figura 1) como tecido morfologicamente alterado com
maior susceptibilidade de ocorréncia de cancer. A leucoplasia tem sido usado para designar
uma mancha ou placa esbranquicada na superficie de uma mucosa, ndo sé da cavidade oral,
sendo a lesdo potencialmente maligna mais comumente encontrada na cavidade oral
(WARNAKULASURIYA, 2001).

Aproximadamente 70% das leucoplasias orais sdo encontradas no vermelhdo do labio
inferior, na mucosa jugal e na gengiva. Entretanto, as lesées na lingua, vermelhdo dos labios
e assoalho da boca somam mais de 90% daquelas que indicam displasia ou carcinoma. A
leucoplasia que nao apresenta displasia frequentemente ndo € removida, mas a avaliacdo
clinica a cada seis meses € recomendada por causa da possibilidade de progressdo para a
displasia epitelial. De forma geral, 4% das leucoplasias bucais tornam-se carcinomas de
células escamosas, de acordo com os exames de acompanhamentos (NEVILLE et al., 2009).

A eritroplasia foi descrita em 1911 por Queyrat, definida como uma lesdo de glande
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em individuos idosos sifiliticos. Atualmente entende-se que a eritroplasia é uma entidade
clinica de mucosa que histologicamente mostra alteracbes que vao de displasia leve ao
carcinoma in situ chegando até mesmo ao carcinoma invasivo. A eritroplasia é definida como
macula ou placa eritematosa demarcada com textura macia e aveludada na mucosa
(CASIGLIA; WOO, 2001). Entretanto verificou-se também haver outras lesdes orais
indistinguiveis de lesdes displasicas, justificando-se a importancia do histopatolégico em
todas as lesdes avermelhadas. A eritroplasia oral é uma lesdo rara, entretanto suas taxas de
transformagdo maligna sdo consideradas as mais elevadas entre todas as lesdes
potencialmente malignas da mucosa oral (REICHART, 2005).

A eritroplasia (Figura 1) pode apresentar trés manifestac6es clinicas na cavidade oral.
A forma homogénea que parece uma lesdo vermelho brilhante, amolecida com margens
retilineas frequentemente de grande extensdo encontrada principalmente na mucosa jugal e as
vezes no palato mole; a eritroplasia intercalada com areas de leucoplasia, que sdo areas
eritematosas irregulares e ndo tdo vermelhas, encontradas frequentemente na lingua e
assoalho da boca; e eritroplasia mosqueada, que sdo lesdes vermelhas moles de contorno
irregular e superficie granular mosqueada por minusculas placas brancas. A lesdo
eritroplasica assintomatica era o sinal visivel mais precoce do carcinoma epidermoide
invasivo ou in situ. A eritroplasia ao contrario da leucoplasia é uma lesdo pouco comum.
(NEVILLE, 2009).

O diagnostico clinico das lesdes de leucoplasia e eritroplasia decorre de um
diagnostico por exclusdo, devendo o profissional excluir outras patologias, como candidiase,
liguen plano, leucoedema, lesdes vasculares e queimaduras (REGEZI, 2012; SCIUBBA,;
2001; NEVILLE et al., 2009).
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Ca Invasivo Eritroplasia Leucoplasia mosqueada
( Displasia severa ) ( Displasia severa )

Leucoplasia
plana
(Displasia)

Figura 1. Aspectos clinicos das lesdes potencialmente malignas e carcinoma de boca\.‘Fonte: INCA, 2006

Leuco-eritroplasia nodular
( Displasia severa )

O CEO exibe um prognostico bastante reservado e o diagnostico precoce revela-se um
dos grandes fatores favoraveis ao aumento na sobrevida dos pacientes acometidos (LOPEZ-
JORNET; CAMACHO-ALONSO, 2006).

De uma forma geral esses neoplasmas tendem a se infiltrar localmente antes de se
disseminarem. As metastases do carcinoma oral sdo relativamente comuns. As metastases se
localizam especialmente nos linfonodos submandibulares jugalares superior interno, podendo
disseminar para regifes mais distantes. Os 6rgdos mais comumente atingidos nas metastases a

distancia sdo o figado, pulmédo, 0ssos e linfonodos mediastinais. (OKADA et al. 2004).

2.1.3. Caracteristicas histologicas do carcinoma epidermoide oral

O carcinoma de células epidermoides oral € um cancer do epitélio escamoso
estratificado, sendo caracterizado pela invasdo do tecido conjuntivo de sustentacdo e

estruturas adjacentes por células epiteliais malignas, com capacidade de invadir as vias
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linfaticas e vasculares, bem como produzir metastase em linfonodos e érgdos distantes.
(NEVILLE et al, 2009).

O carcinoma epidermoide oral se apresenta histologicamente por ilhas e corddes de
células epiteliais malignas que invadem tecido conjuntivo e estruturas adjacentes. Células
apresentam nucleo volumoso com pleomorfismo celular e nuclear, podem-se observar em
alguns casos pérolas cérneas e células isoladas que também podem sofrer ceratinizacdo
celular individual (disceratose). No estroma observa-se um infiltrado de células epiteliais
inflamatorias e formacdo de novos vasos. Existem variacdes entre as lesbes que estdo
relacionados ao numero de mitoses, ao pleomorfismo nuclear e a quantidade de
queratinizacdo. Na coloragdo por H&E (Hematoxilina&Eosina) das lesdes pouco
diferenciadas observa-se auséncia de queratina ou uma pequena quantidade desta. (REGEZI,
SCIUBBA, 2012; NEVILLE et al., 2009).

A invasdo é representada pela extensdo irregular do epitélio lesional através da
membrana basal para o interior do tecido conjuntivo subepitelial. As células escamosas
individuais ou os corddes de células s&o observados como entidades independentes no interior
do tecido conjuntivo, sem adeséo ao epitélio da superficie (NEVILLE et al.,2009).

Na complementacdo do quadro histologico observa-se infiltrado inflamatério com
células inflamatdrias mononucleares, podendo apresentar area de necrose e fibrose densa
(CARVALHO, 2003). Os carcinomas pouco diferenciados perdem caracteristicas
morfologicas e suas celulas tém pouca semelhanca com suas células de origem, contudo
apresentam maior numero de mitoses e uma variacdo acentuada quanto a forma, tamanho e
grau de hipercromasia, e na incapacidade de executar a funcdo de uma celula pavimentosa.
Nas lesdes pouco diferenciadas podem apresentar inUmeras figuras de mitose. Uma das
caracteristicas do carcinoma bem diferenciado € a presenca de ceratina individual das células
e formacéo de pérolas epitelias de ceratina de tamanho variado (NEVILLE, 2009).

A maioria dos carcinomas orais de células escamosas sdo lesdes moderadas e bem
diferenciadas. As pérolas de queratina e a queratinizacdo individual das células sdo comuns. A
invasdo para as estruturas subadjacentes na forma de pequenos ninhos de células
hipercromaticas é uma caracteristica tipica.

No critério macroscopico a avaliacdo do crescimento do tipo infiltrativo, delimitacdo
das lesdes, presenca de capsula, areas de necrose e homorragias sao importantes, contudo na
avaliacdo microscopica é fundamental avaliar do padrdo de celularidade e critérios
anaplasicos (CALY, 2013).
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O sistema TNM (T:Tamanho; N:No6dulo; M:Metastase) da International Unios Agains
Cancer (UICC) apresenta-se como a forma mais difundida na avaliagcdo histoldgica dos
tumores malignos. O tamanho do tumor e a extensdo da disseminagdo metastatica sdo 0s
melhores indicadores de progndstico. No sistema TNM, o “T” refere-se ao tamanho em
centimetro do tumor primario; o “N” indica a presen¢a ou auséncia de metastase tumoral em
linfonodos regionais; o “M” refere-se a presenca ou auséncia de metastase a distancia. A
avaliacdo destes trés parametros permite classificar as neoplasias orais em quatro estagios de |
a IV (Quadro 2). Quanto maior o estagio pior o progndstico (NEVILLE et al., 2009).

Grupamento por Estadios
ESTAGIO CLASSIFICACAO TNM TAXA DE SOBREVIDA
RELATIVA EM 5 ANOS

Estadio 0 Tis NO MO

Estadio | T1 NO MO  68%

Estadio 11 T2 NO MO  53%

Estadio 111 T1, T2 N1 MO 41%
T3 N1 MO

Estadio IVA T1, T2, T3 N2 MO 27%
T4a NO, N1, N2 MO

Estadio VB T4b Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO

Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

Quadro 2. Categoria de estadiamento clinico TNM para CEO. Fonte: MS\INCA (2006).

Neoplasias invasivas com tamanho do tumor menor que 2,0 cm séo classificados como
T1 e os tumores que medem de 2,0 a 4,0 cm sdo classificados como T2. Tumores acima de
4,0 cm sdo T3, e tumores independentes do tamanho, mas com invasdo de estruturas
adjacentes sao T4 com critérios de malignidade e mal progndstico. Na prética clinica o plano
de tratamento e o prognoéstico do carcinoma oral € baseado principalmente no sistema TNM
(PERUSSI, 2002; MOIIA et al., 2008).

A tentativa de relacionar células neoplasicas com células do epitélio normal e
comparar o grau de diferenciacdo das células tumorais com o progndstico foi proposta por
Broders (1920). Um outro sistema proposto por Wahi (1971) para avaliar o progndstico do

tumor primario sempre considerando a gradacdo histologica baseava-se na presenca de
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pérolas corneas, ceratinizacdo individual, figuras de mitoses, pleomorfismo e células grandes
multinucleadas.

Em 1973, Jakobsson et al. idealizaram um sistema de gradacdo multifatorial para CEO
baseado nas caracteristicas morfoldgica das células e na relacdo tumor-hospedeiro aplicando
escores de 1 a 4 pontos. Dantas et al. (2003) avaliaram 16 casos de carcinoma epidermoide de
lingua e encontraram uma relacdo do sistema TNM e progndstico e afirmaram que o padréo
de invasdo, espessura do tumor e infiltrado inflamatdrio presentes nas lesGes podem ser
fatores indicativos de malignidade. Na analise de 32 casos, Costa e Ramos (2005)
encontraram uma relacdo entre estadiamento clinico TNM e parametros histoldgico
encontrado. Kademani et al. (2005) analisando 215 casos de CEO observaram que apés 5
anos 56% dos pacientes estavam vivos e 58% estavam livres da doenca, fato influenciado pela
relacdo prévia do estadiamento clinico e gradacéo histoldgica.

Tumores com 0 mesmo estadiamento clinico demonstram diferentes padrdes de
crescimento (Quadro 3), sendo necessario outras tecnicas de avaliagdo como o sistema de
gradacdo histopatologico de malignidade, e uso de marcadores tumorais. O sistema SGHM
(Sistema de Gradacdo Histopatologica e Malignidade) visa classificar as lesdes de acordo com

grau de diferenciacéo e fortalecer a interpretacdo da agressdo tumoral (WOOLGAR, 2005).

G - Gradacéo Histopatol6gica

GX O grau de diferenciacdo ndo pode ser avaliado.
Gl Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

Quadro 3. TNM histopatolégica de malignidade (SGHM). Fonte: MS\INCA (2006).

O grau de diferenciacdo do tumor, profundidade de invasdo e metastases sao
parametros importantes na identificacdo, tratamento e progndstico, contudo os CEO
apresentam comportamento histolégico variado de acordo com localizacdo anatémica das
células neoplasicas com consequente resposta terapéutica também varidvel, assim varios
eventos moleculares envolvidos na progressao tumoral podem ser avaliados como ocorre na
relacdo tumor-hospedeiro (front de invasdo) (BRYNE, 1998). Desde modo o

acompanhamento do tumor ndo deve ser baseado tdo somente nos critérios histopatolégicos,
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mas no potencial e progressdo do tumor envolvendo a expressdo de proteinas adjuvantes do
seu préprio metabolismo. Os carcinomas epidermoide baseado no sistema de graduacéo
histopatolégica de malignidade (SGHM), publicado pela OMS em 1971, podem ser bem
diferenciados ou queratinizantes, grau histolégico I; ou podem ser moderadamente
diferenciados grau histolégico 1l e pouco diferenciados (indiferenciados) com grau
histologico 111 (COSTA, 2005).

Estudos multicéntricos confirmam que margens cirdrgicas comprometidas s&o
indicativos de prognéstico ruim em carcinoma epidermoide oral. Liao et.al. (2008) analisaram
827 pacientes submetidos a cirurgia devido a carcinoma epidermoide oral e observaram que
dentre estes 344 eram lesbes de lingua e assoalho da boca , e mostraram uma relacdo do
tamanho do tumor, margens livres e controle da doenca. A taxa de margens livres de
neoplasia é inversamente proporcional ao diametro e espessura do tumor (LARSEN et al.,
2009).

2.1.4. Tratamento do carcinoma epidermoide oral

Para Robertson et al. (2001), a modalidade terapéutica mais indicada para o carcinoma
epidermoide de boca é cirurgia. A localizacdo da lesdo pode influenciar o plano de
tratamento, onde as lesGes orofaringeas geralmente recebem radioterapia. Outras indicacdes
para a radioterapia incluem presenca de margens cirurgicas exiguas ou comprometidas,
metéstases regional, caracteristicas patologicas de alto grau e invasdo perineural ou
angiolinfatica. A quimioterapia pode ser administrada em conjunto com a radiacdo, como
quimioterapia de inducdo seguida por quimioradioterapia concomitante ou como terapia
paliativa (NEVILLE et al., 2009; ALVES et al., 2011), porém esta modalidade é pouco
utilizada para o carcinoma oral.

O tratamento e prognostico do cancer oral estdo vinculados ao estagio clinico da
doenca, sendo que as lesBes iniciais apresentam melhor indice de sobrevida e cura (FREITAS
et al., 2005). Segundo Neville et al. (2009), de certo modo a gradacdo histologica do
carcinoma epidermoide é um processo subjetivo, dependendo da area do tumor escolhida na
macroscopia da peca ou na bidpsia e do critério individual de avaliacdo do patologista, além
disso o estadiamento clinico parece estar melhor relacionado com o progndéstico do que com a

gradacdo microscopica.
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Para carcinomas intraorais de pequenas dimensGes, uma Unica modalidade de
tratamento é geralmente escolhida. Pacientes com lesGes maiores ou que apresentem
linfonodo clinicamente palpéveis requerem terapia combinada. Além disso, pacientes com
carcinoma epidermoide de lingua no estdgio inicial, mas profundamente invasivo com
espessura maior que 3mm ou 4 mm, séo de risco aumentado para metastases subclinica para
linfonodo e, dessa forma, devem receber irradiagdo pds-operatdria em pescoco e dissecacdo
cervical eletiva (NEVILLE et al., 2009).

O tratamento do carcinoma epidermoide oral visa remover a lesdo completamente,
preservar e restaurar funcdo e prevenir desenvolvimento de novo tumor priméario. As
modalidades de tratamento disponiveis atualmente sdo cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
tratamento combinados e estratégias de prevencao incluindo estilo de vida e quimioprofilaxia.

Sdo vérias as formas de tratamento para o carcinoma epidermoide oral. O
estadiamento clinico da doenca conduz a terapéutica adotada no cancer oral, que consiste na
excisdo cirurgica ampla, radioterapia ou na combinacéo de cirurgia e radioterapia.

As recidivas sdo as causas mais comuns de falha no tratamento inicial e ocorrem em
torno de 40% a 50% dos pacientes tratados inicialmente com cirurgia com intencdo curativa
quando dos estagios clinicos mais avancados (AMAR, 2003). Sciubba (2001) relata que 40%
a 45% dos pacientes com lesdo em fase Ill ou IV, consideradas passiveis de remocdo pela
cirurgia, apresentariam recidiva loco-regional ou a distancia.

A sobrevida de paciente com carcinoma epidermoide varia principalmente conforme a
localizagdo topografica primaria do tumor sendo que as recidivas ocorrem principalmente
apos 2 ou 3 anos (CHANDU, 2005; MASSANO, 2006).

Adicionalmente, Choi et al. (2006) relatam que a taxa de sobrevida de 5 anos € de
somente de 35% a 50% para pacientes acometidos de carcinoma epidermoide oral, afirmando
que isto pode estar correlacionado com tratamento ndo responsivo, apresentacdo tardia das
lesbes e falta de marcadores fieis para detec¢do precoces, tornando esta neoplasia uma das
mais dificeis de se estabelecer um controle adequado. A maioria dos pacientes portadores de
carcinoma epidermoide é diagnosticado com a doenca em estagio avancado comprometendo a
taxa de sobrevida mesmo com recursos de diagnostico e terapéutico mais avancados, afirma
Choi et al. (2006).

Apesar dos avangos terapéuticos, a sobrevida dos pacientes tratados ndo tem
aumentado significativamente nas Ultimas duas décadas, configurando-se como as principais
razdes para este fato os altos indices de recorréncia e metastases observadas nos pacientes

com tumores ndo responsivos as alternativas terapéuticas utilizadas (CARVALHO, 2003).
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2.2. Hiperplasia fibrosa inflamatoria.

A mucosa oral € revestida por um epitélio pavimentoso estratificado de origem
ectodérmica constituido de células justapostas e firmemente aderidas em camadas continuas
cuja integridade estrutural é mantida através de um sistema homeostatico de renovacdo
constante no qual as células sdo produzidas por divisdo mitdtica. (JUNQUEIRA, 2004;
OKAZAKI et al., 2002).

O processo normal de migracao e diferenciacdo celular desde a camada basal até as
camadas mais superficiais ocorre em um constante equilibrio homeostatico garantindo a
renovacdo epitelial adequada. Distlrbios podem ocorrer e alterar esta harmonia por agentes
agressores, como resposta as células podem adaptar-se progressivamente a uma nova situacéo
e modificando sua estrutura morfoldgica e bioquimica ou sofrer alguma alteracdo dependendo
da persisténcia do agressor e culminar em morte celular. A hiperplasia constitui-se como o
aumento de tamanho de um tecido ou 6rgdo como consequéncia do nimero aumentado de
células, processo presente em células com capacidade mitotica, comprometendo células
biologicamente normais capazes de responder a estimulos sem perder seu padréo
morfoldgico. (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2010).

A epulide fissurada é uma hiperplasia do tecido conjuntivo fibroso, semelhante a um
tumor, que se desenvolve em associagcdo com as bordas de uma protese total ou parcial mal
adaptada. O simples termo epulide, algumas vezes, usado como sinénimo de epulide fissurada
é na verdade um termo genérico que pode ser aplicado a qualquer tumor da gengiva ou do
rebordo alveolar. Deste modo, alguns autores defendem a ndo utilizacdo deste termo
preferindo denominar a lesdo de hiperplasia fibrosa inflamatéria (NEVILLE et al.,2009) .

A hiperplasia fibrosa inflamatéria, que tem como sinonimia hiperplasia fibrosa,
também pode ser denominada de hiperplasia fibroepitelial, representa um amplo espectro de
alteracdes histologicas caracterizadas por alteracGes celulares e estruturais, porém com
preservacdo da membrana basal (ZERDONER, 2003). As hiperplasias reacionais
compreendem um grupo de lesbes do tecido conjuntivo fibroso que comumente ocorrem na
mucosa oral como resultado de um trauma. Estas lesbes sdo derivadas das células
mesenguimais e sdo representadas por hiperplasia do tecido conjuntivo. (REGEZI, 2012).

A hiperplasia fibrosa inflamatéria é um processo proliferativo, ndo neoplasico da
cavidade oral muito frequente na clinica odontoldgica que se comporta como uma resposta do

epitélio oral a uma agressdo, com formagdo excessiva de epitélio e tecido conjuntivo fibroso
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que se projeta de forma pediculada ou sessil. O crescimento tecidual é firme e fibroso
podendo apresentar-se como lesdo eritematosa ou ulcerada atingindo dimensdes variadas.
(REGEZI, SCIUBBA, 2012, NEVILLE et.al., 2009).

A hiperplasia fibrosa inflamatoria esta associada com fatores irritantes locais cronicos
de baixa intensidade. Clinicamente se apresentam como Unica prega ou multiplas pregas de
tecido hiperplasico no vestibulo alveolar. O tecido é firme e fibroso, embora algumas lesdes
se apresentam eritematosas e ulceradas; o tamanho da lesdo pode variar de hiperplasia
localizada menores que 1 cm a grandes lesdes. E mais freqiiente em pacientes na idade adulta,
entre 41 a 50 anos, e com predilecdo pelo sexo feminino e raca branca (NEVILLE et al,
2009).

Clinicamente se apresentam como Unica prega ou multiplas pregas de tecido
hiperplasico no vestibulo alveolar. O tecido é firme e fibroso, embora algumas lesdes se
apresentam eritematosas e ulceradas; o tamanho da les@o pode variar de hiperplasia localizada
menores que 1 cm a grandes lesdes. E mais frequente na idade adulta, entre 41 a 50 anos, e
com predilecéo pelo sexo feminino e raca branca (NEVILLE et al, 2009).

A cor da lesdo pode variar de coloracdo da mucosa normal até avermelhada. Como o
tecido nervoso ndo prolifera, estas lesdes sdo normalmente indolores (REGEZI, SCIUBBA,
2012). A caracteristica histolégica marcante é tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado,
com infiltrado inflamatorio cronico varidvel. O epitélio de revestimento frequentemente é
hiperparaceratinizado e demonstra hiperplasia irregular das cristas epiteliais (NEVILLE et.al.,
2009).

O procedimento terapéutico indicado para o tratamento da hiperplasia fibrosa
inflamatéria é a remocdo cirlrgica da lesdo (SANTOS; COSTA; SILVA NETO, 2004),
associado com eliminacdo do fator traumatico (NEVILLE et al., 2009). Préteses mal
adaptadas devem ser corrigidas ou confeccionar uma nova protese para evitar a recorréncia da
lesio (SANTOS et al., 2004: PEDRON et al., 2007; FALCAO, et al., 2009). Outras
modalidades terapéuticas podem ser adotadas em determinados casos, como a utilizacdo do
laser, microabrasdo ou a crioterapia (SANTOS et al., 2004). A bidpsia ¢ de fundamental
importancia para confirmar o diagndstico de HFI, ja que esta faz diagnostico diferencial com
outras lesdes (FALCAO, et al., 2009).
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2.3. Transportadores de Glicose - GLUT

O metabolismo oxidativo da glicose coloca-se como a principal fonte de energia entre
os mamiferos. A membrana plasméatica com sua camada lipoproteica comporta-se de maneira
impermeével a moléculas polares como a glicose necessitando, portanto de proteinas
facilitadoras para transpor este substrato para o meio intracelular. Uma forma de transporte
passivo, a difusdo facilitada induzida por uma familia de proteinas transportadoras especificas
— GLUTs carreiam moléculas de glicose para o citosol sem a dependéncia de energia.
Transportadores de glicose tém capacidade de realizar fluxo bidirecional de glicose
determinado pelo gradiente do substrato direcionando ao meio intra ou extracelular
(BROWN, 2001; PARENTE, 2008).

Os transportadores de glicose (GLUTSs) fazem parte de uma familia de proteinas que
medeiam o transporte de glicose através da membrana, sem depender de energia. Segundo
Macheda et al.(2005), diferentes isoformas de GLUT tém sido descritas e a expresséo destas é
sujeita a um controle de células especificas presentes no meio extracelular. Funcionalmente,
0s GLUTs regulam o movimento de glicose entre 0 meio extracelular e os compartimentos
intracelulares, mantendo o suprimento de glicose disponivel para o metabolismo celular. De
acordo com Wood et al.(2003), a familia foi originalmente composta de 12 membros, no
entanto, novas formas de GLUTs foram descritas, resultando num total de 14 GLUTSs
conhecidos, atualmente apresentando diferentes afinidades para a glicose e outras hexoses.

Uma ou mais proteina GLUT € expressa praticamente em todos os tipos de células do
corpo. As 14 proteinas GLUT (Tabela 1) sdo compostas por aproximadamente de 500
residuos de aminoacidos e podem ser classificadas em classe | (GLUTs 1 a 4 e 14); classe Il
(GLUTs 5,7, 9 e 11 ): classe Il (GLUTs 6,8,10,12 e HMIT) (THORENS, 2010). Estas
proteinas diferem entre si na expressdo tecidual, na funcdo, especificidade do substrato, nos
mecanismos cinéticos e apresentam regulac@es diferentes (ZHAO; KEATING, 2007). Embora
14 isoformas de GLUT ja tenham sido caracterizadas, as cinco primeiras tém sido foco de
estudos que buscam caracterizar os fluxos de glicose em situacdes fisiopatoldgicas
(MACHADO, 2006).

Todas as proteinas GLUT (Figura 2) apresentam 12 segmentos de transmembrana
hidrofobicos inseridos na porcdo lipidica da membrana plasmatica. Os segmentos
transmembrana estdo ligados por algca de conexao e as terminagdes amino (NH2) e carboxi-
terminal (COOH) localizam-se no meio intracelular (Figura 4). As sequéncias de

transmembranas nos GLUTs sdo homdlogas enquanto as algas de conexdo e as terminagcfes
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sdo heterdélogas determinando a especificidade de cada isoforma (WU; FREEZE, 2002;
MACHADO, 2006).

A familia das proteinas transmembranas transportadoras de glicose sdo expressas em
todas as células normais e parecem ser reguladas por proto-oncogenes e fatores do
crescimento. A expressdo da GLUT-1(Figura 3) na superficie celular pode ser mediada pela
porcdo NH2-terminal de uma proteina kinase, WNK1, a qual é responsavel pela interacdo
com a fosfoptoteina TBC1D4 (MENDES, 2010).

A GLUT-1 é codificada pelo gene SLC2A1, sendo uma das primeiras proteinas a ser
purificada e clonada e provavelmente uma das mais extensivamente estudadas de todo
sistema de transporte de membrana . A GLUT 1 é uma proteina de 45-55 kD que localiza-se
no cromossomo 1 (1p35-p31.3) (Tabela 1) com modelo conformacional de doze segmentos
transmembrana a-hélice, um amino e carboxi-terminal intracelular, um grande “loop”
intracelular e um sitio N-glicosilagdo no primeiro “loop” extracelular (KLEPPER; VOIT,
2002).
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Figura 2. Estrutura molecular bidimensional da GLUT. Fonte :Adaptado de Machado; Schaan; Seraphim, (2006).

A GLUT-1 ¢é expressa principalmente nos eritrocitos, tecidos vasculares e
particularmente no cérebro. Uma reducdo no contetdo de GLUT-1 dos eritrocitos refletiu uma
diminuicdo destas células de transportar glicose, observado pela primeira vez por De Vivo
(1991) em duas criancas de 2 meses. A GLUT-2 é expressa em células do figado, pancreas,
rins e intestino; GLUT-3 foi identificada em células inflamatérias e células do cérebro;

GLUT-4, transportador insulino dependente, é presente no tecido muscular e gordura.
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Figura 3. Sequéncia de aminoacidos e de membrana de topologia GLUT1 humano. Os residuos de aminoacidos
sdo designados pelo codigo de letra Gnica. Os segmentos transmembranar sdo numerados 1-12. A ligacdo do
oligossacarido ligado a N é mostrado em N45. Residuos que parecem ser fundamentais para a atividade de
transporte sdo mostrados em amarelo. Adaptado de Mueckler e Makepeace (2009).

A célula tumoral mantém a sua energia metabolica pela via glicolitica resultando como
produto alta concentracdo de lactato e baixas taxas de ATP. A neoplasia mantém-se em
ambiente de hipdxia, deste modo a hipdxia tumoral induz uma superespressao de genes
especificos associados ao crescimento e progressdo tumoral, como a GLUT-1, anidrase
carbbnica e VEGF, os quais sdo controlados pelo Fator Induzido por Hipdxia-1 (HIF-1)
(KUNKEL et al., 2003; OHBA et al., 2010). Altas taxas de hipoxia em tumores sélidos é um
fator de prognostico adverso para pacientes em tratamento por cancer (ISA, 2006).
Neoplasmas em hipdxia sdo conhecidos por serem mais agressivos, com propencdo a
metastizar e por ter prognéstico ruim. Muitos sdo também radio-quimio resistentes
(AIRLEY, 2007).

A melhoria de captacdo de glicose pelo neoplasma pode ser facilitada pelo aumento
da expressdo de transportadores de glicose observado no tecido tumoral. Diversos estudos
descrevem elevados niveis de GLUT-1 em varios tumores incluindo os canceres de pulmao,
cérebro, pancreas, mama, cutaneo, colon retal renal e carcinoma cervical. Tem descrito que a
expressdo da GLUT-1 é frequentemente expressa em varios tipos de tecidos durante a
oncogénese (GANAPATHY et al., 2009).
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Rudlowski et al. (2003) demonstraram a correlagdo da expressdao da GLUT-1 em
cultura de células no carcinoma escamoso induzidas por papilomavirus (HPV), sugerindo que
a expressao da GLUT-1 é um evento precoce neste tipo de tumor. Em carcinoma de pulmao,
coloretal, ovario, laringe e mama, elevada expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 foram indicios
significativos na redugao da sobrevida (KANG et al., 2002).

Buscando correlacionar o metabolismo da glicose através da expressdo da GLUT-1
com crescimento e progressdo tumoral em carcinoma de cabega e pescogo, Kunkel et al.
(2003) observaram uma reducdo na expressdo dessa proteina transportadora em individuos
com taxa de sobrevida superior a 138 meses quando comparados com pacientes com 60
meses. Além disso verificaram que pacientes com resposta negativa a radiacdo apresentavam
elevada expressdo da GLUT-1, logo uma alta taxa glicolitica nestas lesdes.

Mineta et al. (2002) analisando 99 casos de carcinoma hipofaringeal evidenciou a
forte expressdo da GLUT-1 em 46% da amostra analisada a qual estava correlacionada com
uma taxa de sobrevida de 5 anos em lesdes que se encontravam em estagios Il e 1V, entretanto
ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo estatistica significativa com género, gradacéo
histolégica , tamanho do tumor e estégio linfonodal.

Ohba et al. (2010) encontraram a imunoexpressdo da GLUT-1 em toda amostra
analisada (n=24) com carcinoma epidermoide oral, com expressdo predominante em areas
periféricas do tumor do que em areas centrais, observando positividade localizada no
citoplasma das células tumorais. Da amostra avaliada 11 casos (45,8%) foram classificados
com intensa marcacdo (6-12 pontos) e 13 amostras (54,25%) classificadas como fraca
imunomarcacao (1-5 pontos).

Li et al. (2008) evidenciaram a importancia da expressdo da GLUT-1 em tumores de
cabeca e pesco¢co como marcador de prognostico. A imuno-histoquimica revelou menor
expressdo da GLUT-1 nas lesGes priméarias e bem diferenciadas quando comparado com
tumores recorrentes e indiferenciados. Choi et al. (2007) observaram uma forte expresséo da
GLUT-1 associada a localizacdo anatdmica em carcinoma de lingua e sugere a expressao da
GLUT-1 seja adicionado a critérios de diagndstico e estratégias de tratamento.

Buscando entendimento do metabolismo energético celular em 26 casos de carcinoma
mucoepidermoide através de imunomarcadores associados a glicose e a fosforilacdo
oxidativa; Demasi et al (2010) encontraram a expressao da peroxiredoxina | na maioria dos
casos independente do padrdo histologico, todavia a expressdo da GLUT-1 foi
significativamente maior intensidade nas neoplasia com comportamento mais agressivo. Os

resultados sugerem que a glicose anaerdbica atuaria no crescimento tumoral e que a
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peroxiredoxina | poderia proteger as células malignas contra a acdo das espécies reativas
derivadas do oxigénio (ERO), as quais provém da fosforilacdo oxidativa e do ciclo hipoxia-
reoxigenacdo. Os autores acreditam que a GLUT-1 e a peroxiredoxina | constituem estratégias
bioquimicas para o crescimento e progressao tumoral em ambiente com grande instabilidade

de oxigénio.

Tabela 1. Familia GLUT.

Isoforma Gene Localizacao no tecido Transporte Gene-loc
GLUT-1 SLC2A1 Eritrdcitos,cérebro Glicose 1p35-31.3
GLUT-2 SLC2A2 Figado,pancreas,intestino Glicose 3026.1-026.2
Frutose
GLUT-3 SLC2A3 Cérebro (neur6nios) Glicose 12p13.3
GLUT-4 SLC2A4 Tecido adiposo, Glicose 17p13
muscular e cardiaco
GLUT-5 SLC2A5 Intestino e rim Glicose 1p36.2
Frutose
GLUT-6 SLC2A6 Cereébro,baco e leucécitos Glicose 9934
GLUT-7 SLC2A7 Préstata, colo e Glicose 1p36.2
Intestino delgado
GLUT-8 SLC2A8 Cérebro,figado,bago Glicose 9933.3
e outros tecidos Frutose
GLUT-9 SLC2A9 Rim,figado,pulméao Glicose 4p16-15.3
placenta e leucécitos
GLUT-10 SLC2A10 Coracdo,figado,pulméo Glicose 20q13.1
pancreas,placenta e rim Galactose
GLUT-11 SLC2A11 Coracdo e muasculo Glicose 22911.2
Frutose
GLUT-12 SLC2A12 Coracdo,prostata e Glicose 6023.2
musculo esquelético Frutose
GLUT-13 SLC2A13 Cérebro e tecido adiposo myo-inositol 12912
GLUT-14 SLC2A14 Testiculo 12p13.31

Fonte: Adaptado de M.Mueckler,B.Thorens\Molecular Aspects Medicine (2013)
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Ayala et al. (2010) em amplo estudo avaliando 142 casos de carcinoma epidermoide
oral, constituido de 112 homens e 30 mulheres com média de 57 anos, encontraram o local
primario dos tumores na sua totalidade era localizado na lingua (45 casos - 38%) seguido do
assoalho da boca ( 42 casos - 29,6%). O comportamento do grupo em relacdo ao estagio
tumoral apresentava estagio tumoral I \ Il (n=37 - 26,1%, estagio 11 \ IV (n=105 - 73,9%. Em
setenta pacientes havia afirmacdo envolvimento com vasos linfaticos. A analise imuno-
histoquimica mostrou positividade em 135 casos (n=142) padrdo forte e intenso em tecido
neoplasico em relagdo a hiperplasia epitelial adjacente. O padrdo de proteina GLUT-1
expresso em membrana foi visto em 68 casos (n=135) e a expressao nuclear aparecem em 67
casos (n=135). A relagédo do padréo de expressao da GLUT-1 nuclear estava associada a pior
progndstico, assim isso sugerindo pode ser uma pista adicional no entendimento desta
proteina.

A regulagéo positiva da expressdo da proteina GLUT-1 é observada em uma ampla
variedade de tumores sugerindo ser um elemento essencial na progressao do tumor. A forte
expressdo da GLUT-1 em neoplasia € observada em condic¢des de hipoOxia, portanto a hipoxia
tumoral induz uma superexpressao de genes especificos associados ao crescimento tumoral,
como CA-IX e o VEGF os quais podem ser controlados pelo HIF-1 (AIRLEY et al.,2003;
OHBA et al., 2010).

A elevada expressdo da GLUT-1 em 54 casos de CEO, estudados por Oliveira et al.
(2006), tratados cirurgicamente estava associada a alta taxa de recidiva (p=0,032) e metastase
(p=0,005) bem como o nameros de dbitos relacionados a doenca. Os autores acreditam que a
marcacdo da GLUT-1 pode ser utilizada para predizer a necessidade de quimioterapia nos
pacientes com carcinoma epidermoide oral tratados cirurgicamente..

Elevada expressao da GLUT-1 em carcinoma epidermoide oral é um evento
importante na progressdo da doenca Fatores que regulam a atividade e expressdo dos
transportadores GLUT nas células malignas do carcinoma epidermoide devem ser
identificados, e os efeitos destes fatores devem estar associados ao diagndstico e tratamento
considerando as caracteristicas multifatoriais da doenca (FUKUZUMI et al., 2000).

Eckert et al. (2011) estudaram o Transportador de Glicose (GLUT-1) e HIF-1 em
carcinoma epidermoides, através da imuno-histoquimica, e evidenciaram elevada expressao
das proteinas supracitadas, e que estas superexpressfes estavam associadas com pior
prognostico dos pacientes analisados, sugerindo que a coexpressao de GLUT-1 e HIF-1 pode

ser usada como marcador de prognostico.
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Tem sido descrito na literatura que a elevada expressao de GLUT-1 esta associada a
um fen6tipo maligno mais agressivo. Assim, a presente pesquisa busca avaliar a

imunoexpressao dessa proteina em casos de carcinoma epidermoide oral.
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3 OBJETIVO

Objetivo geral

O proposito deste estudo foi analisar a imunoexpressédo da GLUT-1 em varios casos de

Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (HFI) e de Carcinoma Epidermoide Oral (CEO).

Objetivos especificos

. Avaliar se havia imuno marcacdo da GLUT-1 em HFI e CEO.

. Estabelecer uma correlagdo comparativa entre a expressao da GLUT-1 na Hiperplasia

Fibroso Inflamatéria (HFI) e Carcinoma Epidermoide Oral (CEO).

. Analisar a possibilidade da GLUT-1 como provavel marcador a ser utilizado como

ferramenta de progndstico do Carcinoma Epidermoide Oral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Caracterizacédo do Estudo

O estudo caracteriza-se como uma pesquisa descritiva constando de analise, registro,
quantificacdo das expressfes e investigacdo comparativa das células imunomarcadas pelo
anticorpo anti-GLUT-1 em uma série de casos aleatdrios constituido de hiperplasia fibrosa
inflamatdria oral (HFI) e carcinoma epidermoide oral (CEO) previamente diagnosticadas
avaliacdo histopatoldgica com posterior selecao.

4.2  Populacdo e Amostra

A populacdo da pesquisa foi constituida por casos de hiperplasia fibrosa inflamatoria
e carcinoma epidermoide oral diagnosticados em pacientes atendidos no Ambulatério de
Estomatologia da Universidade Federal do Ceara Campus Sobral (UFC-Sobral)
compreendida no periodo de Agosto de 2011 até Setembro de 2013.

As amostras em estudo tem carater intencional e dentre os casos investigados no
Servico de Estomatologia da UFC - Sobral, foram selecionados 30 casos dos quais 15 foram
de HFI (Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria) e 15 de CEO (Carcinoma Epidermoide Oral)
diagnosticados por avaliacdo histopatoldgica. Os dados dos pacientes foram coletados em
prontuarios apropriados. As amostras foram emblocadas em parafina e identificadas por

numeracao.
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4.2.1 Critérios de inclusdo da amostra

Foram incluidos na pesquisa somente os casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria e
carcinoma epidermoide oral, cujos blocos parafinados foram selecionados e apresentaram
condicdes de corte em microtomo (Leica) e que continham material biol6gico adequado e
significativo para processamento do estudo imuno-histoquimico. Para cada caso foram
confeccionados quadro ldminas, uma lamina para controle positivo, uma lamina para controle

negativo, uma lamina para HE e uma outra lamina para imuno-histoquimica.

4.2.2 Critérios de exclusao da amostra

Foram excluidas as amostra em blocos parafinados que ndo apresentavam material
suficiente ou significativo, e ou que apresentaram interferéncias na fixacdo do material para

posterior analise imuno-histoquimica.

4.3  Estudo morfoldgico

As analises histomorfolégica foram realizadas em microscopia binocular de luz
(NIKON E200; ZEISS Axiostar) em aumentos de 100x e 400x, em cortes de 5um de
espessura, fixados e corados pelo método de Hematoxilina & Eosina (H&E). A andlise de
cada caso (n=30) estava apenas identificada pelo diagndstico com padrdo anatomo
histomorfologico de forma individual e compativel com cada lesdo em estudo, no caso a HFI
(n=15) e CEO (n=15).
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4.4  Estudo Imuno-histoquimico

4.4.1 Método Imuno-histoquimico

Para realizagdo da técnica imunohistoquimica, os espécimes foram novamente
submetidos a cortes de 5 um de espessura e montados em laminas de vidro previamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano, Sigma
Chemical Co®, St Luis, MO, EUA). Posteriormente o material examinado foi submetido ao
método de estreptavidina-biotina ( LSAB® Labelled Streptavidin-biotin ) - pela técnica de
deteccdo indireta simples de moléculas através do uso de anticorpos especificos, fabricante
Dako Kit LSAB® utilizando anticorpo policlonal anti-GLUT-1 ( Quadro 4).

A técnica adotada segue o protocolo abaixo:

1. Cortes montados em laminas silanizadas

2. Desparafinizacdo sequencial em 3 banhos por 5 minutos em xilol, posteriormente 4
banhos em etanol absoluto por 1 minuto. A seguir 0s cortes imersos em agua corrente

e agua destilada entre 1 a 2 minutos.

3. Recuperacdo antigénica em Panela Pascal (pressurizada), onde as sec¢des foram
submetidas a temperatura de até 125-126°C, por 30 segundos em solucdo de
recuperacao antigénica Citrato pH 6,0 (acido citrico).

4. Lavagem pos-recuperacdo com P.B.S/Tween.

5. Bloqueio de Peroxidase Enddgena em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% por 20

minutos com troca de solucdo a cada 10 minutos.
6. Lavagem pds-bloqueio enddégeno com P.B.S/Tween — 3 lavagens de 3min cada.
7. Bloqueio de Proteinase com Serum Bovino a 0.3% por 20 minutos seguidamente.
8. Incubacdo Primaria nas sec¢des com Anti-GLUT-1 por 60 minutos.
9. Lavagem pds-incubacdo Primaria com P.B.S/Tween.
10. Incubac¢do Secundaria Kit Dako LSAB Biotina por 10 minutos.
11. Lavagem pds-incubacdo secundaria com P.B.S/Tween — 3 lavagens de 3min cada.

12. Incubacéo Terciaria Kit Dako LSAB Streptavidina por 10 minutos.



13. Lavagem pos-incubagdo tercidria com P.B.S/Tween — 3 lavagens de 3min cada.

14. Revelagdo utilizando Kit Dako Liquid Dab-Chromogen(Ref: K3468) por 5 minutos.

15. Lavagem pos-revelagdo com P.B.S/Tween — 3 lavagens de 3 minutos cada.

16. Lavagem &gua corrente e agua destilada, sequencialmente.

17. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.

18. Lavagem em &gua corrente em trés banhos de 1 a 2 minutos, passagens em sequencias
de élcool etanol absoluto (1 minuto) e xilol (1 minuto) respectivamente.

19. Montagem em Ever-Mount.

Especificidade | Clone Fabricante | Diluicao Recuperacéo Incubacéo
Antigénica
GTX 15309 | Gene Tex Citrato,pH 6,0
GLUT-1 Policlonal (USA) 1:300 Pascal, 30s 60 min

Quadro 4. Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de incubacéo do anticorpo

primario a ser utilizado no estudo.

4.4.2 Analise da Marcacao Imuno-Histoquimica

Apo0s processamento a realizacdo da técnica imuno-histoquimica, as amostras foram

analisadas por microscopia binocular de luz halégena (ZEISS - Axiostar).

*GLUT-1

Foram realizadas analises de forma descritiva e quantitativa sendo os resultados

obtidos disposto em graficos e tabelas tanto em valores relativos como em absolutos.
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Na imunomarcacdo da proteina GLUT-1, tanto na HFI (hiperplasia fibrosa
inflamtoria) como no CEO (carcinoma epidermoide oral), adaptado da metodologia de King-
Tung (2007) e Johann (2006), sob aumento de 100x, 05 campos de maior imuno reatividade
foram selecionados e fotomicrografados com auxilio de camera - MEM1300 Digital Eyepiece
for Microscope Installation Instructions acoplada em microscopia binocular de luz halégena —
ZEISS ( Axiostar). Assim para cada caso foram analisados 05 campos.

Com auxilio do programa Imaging Processing and Analisis in Java (Figura 5)
(ImageJ®, National Institute of Mental Health, Bethesda. Maryland, USA), dois observadores
padronizados em momentos diferentes através de microscopia de luz ( ZEISS — modelo
Axiostar ) com aumento final de 200x, realizaram contagem em cada um dos cinco campos
de todos os casos ( Figura 5 ); HFI (n=15) e CEO (n=15). Os observadores desconheciam o0s
dados clinicos ou informagdes aditivas dos casos. Na avaliacdo da quantidade de imuno
marcacdo foi considerada marcacéao positiva para GLUT-1 quando a membrana das células do
epitélio estratificado em hiperplasia fibrosa inflamatoria (HFI) ou no carcinoma epidermoide
oral (CEO) apresentaram coloragdo acastanhada, e considerada condigdo negativa a auséncia
de expressdo da GLUT-1, isto é, quando completamente ausente de coloracao.

No caso de divergéncia de contagem entre os dois observadores, um terceiro
observador realizou contagem para dirimir discordancias e chegar a um consenso. Foi
empregado como controle positivo, eritrocitos humano, e como controle negativo o anticorpo

foi substituido por albumina de soro bovino a 1% (BSA-bovine serum albumin ).
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Figura 4. Campo com apresentac&o de contagem no ImageJ. Area de HFI.
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4.5 Andlise estatistica

Apo6s realizada andlise morfoldgica e imuno-histoquimica das amostras, os dados
foram submetidos a testes estatisticos adequados com a proposta de avaliar as hipoteses de
correlacdo e expressdo da GLUT-1 das lesdes em estudo. No que concerne ao delineamento
das amostras e variaveis estudadas, os dados obtidos foram digitados em uma planilha
eletronica de Programa Excel (Microssoft ® Office XP Professional) em seguida exportado
para formato DBF (Data Basic Format) , analisados e tratados de forma estatistica em
programa Prisma versdo Graphpad Prism6. Para todos os testes estatisticos utilizados no estudo
o0 nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).

4.6  Implicaces éticas

A pesquisa foi aprovada pelo CEPE da Academia Cearense de Odontologia

(ACO\CEC) e obteve parecer favoravel em 2010 sob protocolo n° 126.
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5 RESULTADOS

5.1  Caracterizagdo da amostra

A amostra do presente estudo foi constituida de 30 casos de lesdes orais, obtidas do
Ambulatério de Estomatologia da Universidade Federal do Ceara Campus Sobral-Ce,
emblocadas em parafina e numeradas de acordo com tipo de leséo.

As amostras qualificadas por avaliagdo histopatoldégica denominadas de HFI
(hiperplasia fibrosa inflamatdria) evidenciavam tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado,
infiltrado inflamatdério mononuclear e epitélio hiperplasico (Figura 5) consistindo de 15 casos
com essas caracteristicas, e 0s espécimes de CEO (carcinoma epidermoide oral)
demonstravam ninhos ou lengois de celulas neopléasicas, exibindo pleomorfismo nuclear e
celular, hipercromatismo, alteracbes da relacdo nucleo citoplasma, disceratose e algumas
pérolas corneas. (Figura 6) também constitui-se de 15 casos emblocados em parafina e
corados em H&E.

Todos os casos da amostra foram submetidos ao método da imuno-histoquimica pela
técnica Estreptoavidina-Biotina (LSAB — Dako), apresentando imunomarcacdo positiva para
GLUT-1 e sendo avaliada na presenca de controle negativo confirmando auséncia de
imunomarcacao para GLUT-1 tanto em HFI (Figura 7) como em CEO (Figura 8), e controle
positivo exibindo intensa imunomarcacdo em eritrécitos (Figura 9).

Para analise da amostra, cabe ressaltar que as lesdes obtidas da cavidade oral foram
também identificadas pelo seu sitio anatémico especifico com informacgdes aditivas
relacionadas ao sexo e idade para os casos de HFI (Tabela 2) e CEO (Tabela 3).

Da amostra analisada, as lesdes de HFI provieram de pacientes com idade media de
52,86+17,9 anos, tendo como idade minima 18 anos e maxima de 82 anos. Dessa amostra,
houve uma predominancia de pacientes do sexo feminino com 13 casos (Tabela 2). Com
relacdo a localizacdo anatémica, houve predilecdo pelo fundo de sulco, perfazendo 53,33%
dos casos (n=08).

Dos 15 espécimes de carcinoma epidermdide oral analisados, 07 destes apresentavam
localizacdo de lingua e assoalho (46,67%), 05 de rebordo (33,33%), 01 caso de labio inferior e

os demais de outros sitios da cavidade oral. Os casos selecionados acometeram
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principalmente individuos do género masculino (n=8), perfazendo 60% da amostra, sendo a
quinta e a sexta decada de vida as faixas etarias mais prevalentes, com média de idade de
63,13 anos tendo como idade minima 34 anos e maxima 82 anos.

Tabela 2. Distribuicdo dos casos clinicos de HFI considerando sexo, idade e localizagdo anatémica da lesao
primaria.

CASOS SEXO IDADE (anos) LOCALIZACAO
ANATOMICA

01 FEMININO 52 Fundo de sulco vestibular

02 FEMININO 47 Mucosa alveolar

03 FEMININO 58 Fundo de sulco superior

04 FEMININO 67 Fundo de sulco vestibular

05 FEMININO 48 Rebordo alveolar superior

06 FEMININO 53 Fundo de vestibulo
esquerdo

07 FEMININO 82 Fundo de sulco vestibular

08 FEMININO 57 Fundo de sulco vestibular

09 FEMININO 18 Gengiva anterior superior

10 FEMININO 39 Rebordo mandibular
anterior

11 MASCULINO 61 Fundo de sulco labio
superior

12 FEMININO 46 Fundo de sulco vestibular

13 FEMININO 50 Mucosa jugal inferior
anterior

14 FEMININO 53 Rebordo alveolar inferior

15 MASCULINO 62 Palato duro

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia, UFC-Sobral, 2013.



Tabela 3. Distribuicdo dos casos clinicos de CEO considerando sexo, idade, localizagdo anatémica da leséo
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primaria.
CASOS SEXO IDADE LOCALI ZACAO

ANATOMICA

1 FEMININO 82 Mandibula

2 MASCULINO 63 Rebordo alveolar

3 MASCULINO 63 Assoalho da boca
borda lateral da lingua

4 FEMININO 82 Ventre da lingua

05 FEMININO 57 Regido de assoalho e
ventre da lingua

06 MASCULINO 69 Lingua
Assoalho da boca

07 FEMININO 72 Borda lateral E da lingua

08 MASCULINO 63 Rebordo alveolar
posterior inferior

09 MASCULINO 58 Rebordo

10 MASCULINO 34 Rebordo alveolar
superior anterior

11 FEMININO 78 Rebordo alveolar
superior esquerdo

12 FEMININO 50 Palato mole

13 MASCULINO 43 Borda lateral da lingua

14 MASCULINO 53 Labio inferior

15 FEMININO 58 Borda lateral esquerda

da lingua

Fonte: Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFC-Sobral, 2013.



FIGURA 5: Fotomicrografia de HFI evidenciando tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado,
infiltrado inflamatdrio mononuclear e epitélio hiperplasico (H/E 100X).

FIGURA 6: Fotomicrografia de CEO demonstrando ninhos de células neoplésicas com perolas
corneas (H/E 100X).
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FIGURA 7: Fotomicrografia demonstrando auséncia de imunoexpressdao para GLUT-1- controle
negativo em HFI (LSAB 100x)

FIGURA 8: Fotomicrografia demonstrado auséncia de imunomarcagdo para GLUT-1 controle
negativo em CEO (LSAB 100x)
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FIGURA 9: Fotomicrografia do controle positivo om intensa imuomarcagéo em eritrécitos (LSAB
200X)
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FIGURA 10: Fotomlcrografla eV|denC|ando |mun0expressao de GLUT 1 em HFI prmmpalmente na
camadas basal e espinhosa (LSAB 100x).
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FIGURA 11: Fotomicrografia destacando intensa imunomarcacdo membranar e citoplasmatica de
GLUT-1 em HFI (LSAB 400x).
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FIGURA 12: Fotomicrografia evidenciando a imunmarcagéo de GLUT-1 nas células neoplésicas em
CEO (LSAB 100X).
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o f
FIGURA 13: Destaca-se a intensa imunoexpressao citoplasmatica de GLUT-1 em CEO (LSAB 400x).

Todos os casos da amostra apresentaram imunomarcacao para a proteina GLUT-1 em
nos campos analisados. Nos casos de HFI se evidenciava imunoexpressdo de GLUT-1
principalmente nas camadas basal e espinhosa do epitélio de revestimento (Figura 10) e
destacando intensa imunomarcacdo membranar e citoplasmatica de GLUT-1 (Figura 11). A
camada cornea do epitélio apresentava certo grau de ceratinizacdo sem marcacao da proteina.
Evidenciava-se uma relacdo de distribuicdo de células imunomarcadas com a disposicdo das
camadas que compBem o epitélio da cavidade oral hiperplasico.

Nos casos de CEO, nas ilhas tumorais observa-se imunomarcacdo nas células
neoplasicas (Figura 12) destacando-se a intensa imunoexpressao citoplasmatica (Figura 13).
Evidenciou-se marcacdo membranar, por vézes linear e focal, acompanhando o grau de
invasdo das celulas tumorais. Marcagdo nuclear ndo foi observada em nenhuma das lesdes

avaliadas.
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5.2 Resultado da analise da imunoexpressdo da GLUT-1.

Analise Estatistica

As médias do percentual de células imunopositivas para GLUT-1 dos cinco campos
analisados de ambos os grupos foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
os dados foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney. A anélise foi realizada por
meio do software de analise estatistica GraphPadPrism 5.0 e adotou-se erro alfa tipo 1 de 0.05
(p < 0.05).

A média do percentual de ceélulas imunopositivas para GLUT-1 no grupo de
hiperplasias fibrosas inflamatorias foi 85.6+0.9% (mediana = 85.6%, minima = 81.0%,
méaxima = 90.1%), ao passo que, a média do percentual de células imunomarcadas para
GLUT-1 no grupo de carcinomas epidermoides foi 89.6+2.7% (mediana = 92.2%, minima =
72.2%, méaxima = 98.0%). Pdde-se observar diferenca estatisticamente significante entre os

dois grupos em estudo (p=0.033, teste Mann-Whitney) (Tabela 4, Figura 14).

Tabela 4. Média do Percentual de Células Imunopositivas em amostras de hiperplasias fibrosa inflamatéria e
carcinomas epidermoides orais do Ambulatério de Estomatologia do Curso de Odontologia, Universidade
Federal do Ceara, Campus Sobral, 2013.

HFI CEO
MédiatEPM MédiatEPM p-Valor
Mediana (Min-Méx) Mediana (Min-Méx)
Percentual Médio  de 85.6+0.9 89.6+2.7 0.033*
Células Imunopositivas 85.6 (81.0 - 90.1) 92.2 (72.2 - 98.0)

para GLUT-1

Fonte: Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFC-Sobral, 2013.

*p < 0.05, Teste de Mann-Whitney.
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Figura 14: Média do Percentual de Células Imunopositivas em amostras de hiperplasias fibrosas inflamatoérias e
carcinomas epidermoides do Ambulatério de Estomatologia do Curso de Odontologia, Universidade Federal do

Ceara, Campus Sobral, 2013.
*p<0.05, Mann-Whitney (MédiatEPM).

Com relacdo ao percentual de imunomarcacdo para GLUT-1 em CEOs no sexo
masculino, pdde-se observar que, em média 87.4+7.8% (mediana = 82.1%, minima = 72.2%,
méaxima = 98.0%) das células neoplasicas nos CEO mostravam marcacdo positiva para
GLUT-1 e 80.3£11.6% (mediana = 90.6%, minima = 57.2%, maxima = 93.1%) em células do
CEO em pacientes do sexo feminino. Ndo houve diferenca significante entre o perfil de
imunomarcacdo para GLUT-1 entre homens e mulheres (p=0.7, teste Mann-Whitney) (Tabela
5, Figura 16).

Tabela 5: Média do Percentual de Células Imunopositivas em casos de CEO em pacientes do sexo masculino e
feminino do Ambulatério de Estomatologia do Curso de Odontologia, Universidade Federal do Ceara, Campus
Sobral, 2013.

CEO (Homens) CEO (Mulheres)
MédiatEPM MédiaxtEPM p-Valor
Mediana (Min-Méx) Mediana (Min-Méx)
0.7
Percentual Médio  de 87.4+7.8 80.3+11.6
Ceélulas Imuno positivas em 82.1(72.2 - 98.0) 90.6 (57.2-93.1)

CEO para GLUT-1

Fonte: Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFC-Sobral, 2013.

*p<0.05, Teste de Mann-Whitney.
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Quando correlacionamos todas as células imunomarcadas para a proteina GLUT-1 nos
casos de HFI (n=15) com todas as células imunopositivas para a mesma proteina nos casos de
CEO (=15), considerando a descricdo do perfil de localizacdo das células imunomarcadas, em
ambos 0s grupos de estudo pdde-se observar intensidade de imunomarcagdo membranar e
citoplasmatica. Entretanto, relacionando imunomarcagdo entre sexo nos casos de CEO, ndo
encontramos diferencas significativas (p=0,7), assim, pode-se inferir que a imunoexpressao

dessa molécula independe do sexo, ou de possiveis alteracfes hormonais.
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Figura 15: Média do Percentual de Células Imunopositivas em casos de carcinomas epidermoides orais em
homens e mulheres levantados do Ambulatério de Estomatologia do Curso de Odontologia, Universidade
Federal do Ceara, Campus Sobral, 2013.

*p<0.05, Mann-Whitney (MédiazEPM).

Considerando a localizacdo topogréfica dos CEOs levantados nesta amostra, pode-se
perceber que os carcinomas localizados no rebordo alveolar (93.4+1.6%) (mediana = 92.6%,
minima = 90.6%, maxima = 98.0%) mostraram maior percentual de células imunopositivas
para GLUT-1 que os CEO de lingua (64.7+7.5%) (mediana = 64.7%, minima = 57.2%,
méaxima = 72.2%) (p=0.05, teste de Mann-Whitney) (Tabela 6, Figura 16).
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Tabela 6: Percentual Médio de Células Imunopositivas em casos de carcinomas epidermoides orais mediante
localizagdo topogréfica levantados no Ambulatdrio de Estomatologia do Curso de Odontologia, Universidade
Federal do Ceara, Campus Sobral, 2013.

CEO (Lingua) CEO (Rebordo Alveolar)
MédiatEPM MédiatEPM p-Valor
Mediana (Min-Max) Mediana (Min-Méx)
0.005*
Percentual Médio  de
Células Epiteliais Imuno 64761'7727.5722 9269:39.6121.%80
positivas em CEO para 1 (57.2-72.2) 6 (90.6 - 98.0)

GLUT-1

Fonte: Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFC-Sobral, 2013.
*p<0.05, Teste de Mann-Whitney.
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Figura 16: Media do Percentual de Células Imunopositivas em casos de carcinomas epidermoides orais
mediante localizagdo topogréfica levantados no Ambulatério de Estomatologia do Curso de Odontologia,
Universidade Federal do Ceara, Campus Sobral, 2013.

*p<0.05, Mann-Whitney (MédiaxtEPM)
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6 DISCUSSAO

O processo normal de diferenciacdo e migracdo celular desde a camada basal até as
camadas superficiais € mantido em um constante equilibrio homeostatico garantindo a
renovacdo epitelial adequadamente, porém agentes agressores podem interromper este
equilibrio, e as células podem adaptar-se progressivamente modificando sua estrutura
morfoldgica e bioquimica, ou ainda desencadear alteracBes adaptativas culminando com a
morte celular.

As lesbes do epitélio oral compreendem um nimero grande e diverso de entidades que
variam de lesdes reacionais a neoplasias. As lesdes reacionais podem ser derivadas das células
mesenquimais e sdo representadas por hiperplasia fibrosa ou proliferagdes exuberantes de
tecido de granulacdo (REGEZI, SCIUBBA, 2012).

Para Zerdoner (2003) a hiperplaisa epitelial representa um amplo espectro de
alteracdes histoldgicas caracterizadas por anormalidades celulares e estruturais, poréem com
preservacdo na membrana basal.

A hiperplasia fibrosa inflamatoria tem como caracteristica histolégica marcante, a
hiperplasia do tecido conjuntivo fibroso, podendo apresentar também alteracdes no epitélio,
fato que condiz com o padrédo histologico dos casos analisados na presente pesquisa. Neste
estudo, os casos revelam um predominio marcante em pacientes do sexo feminino. A média
de idade dos casos de HFI foi de 52,86 anos e sitio anatdmico mais prevalente foi fundo de
sulco vestibular com 53,33% dos casos. A hiperplasia fibrosa inflamatoria pode ocorrer em
qualquer idade, acometendo frequentemente adultos de meia-idade e com predilecdo pelo
sexo feminino. Segundo Regezi e Sciubba (2012) a hiperplasia fibrosa induzida por protese é
uma lesdo comum que ocorre na mucosa vestibular, onde a borda da prétese entra em contato
com o tecido. Como o rebordo alveolar da mandibula e da maxila é reabsorvido com o tempo
em pacientes desdentados, associado ao uso da protese durante longo tempo, as bordas
gradualmente se estendem mais para o fundo de sulco vestibular (REGEZI, SCIUBBA,
2012).

A hiperplasia fibrosa inflamatéria € categorizada separadamente de outras lesbes orais
ndo neoplasicas devido a constante associacdo da lesdo com fatores irritantes locais crénicos
de baixa intensidade como trauma por proteses mal adaptadas, dentes fraturados, restos
dentarios, dentre outros (ZERDONER, 2003).
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O Carcinoma epidermoide oral é uma doenca de caracteristicas heterogéneas, com
padrdes distintos de apresentacio e de comportamento biologico (COSTA et al., 2005). E
uma neoplasia maligna de origem epitelial que corresponde a mais de 90% dos canceres em
cavidade oral (GORSKY, 2004).

Lopes et al. (2006) analisaram 90 casos de carcinoma epidermoide oral no periodo de
1992 a 2004, subtraindo destes 18 casos com CEO metastatico loco-regional, e observaram
que a lingua foi a localizagdo anatémica do tumor primario mais comum com 33%(n=6),
seguido do assoalho e mucosa jugal com 22%, ambas com 04 casos. Objetivando a
correlacionar achados clinico-patolégicos com envolvimento de margem cirdrgica em 117
pacientes com carcinoma epidermoide oral, Girardi (2013), encontraram que 68,3% dos
tumores estavam localizados na lingua. Corroborando com os autores descritos, na presente
pesquisa foi observado que a lingua € uma localizagéo prevalente para o CEO.

No que se refere a idade, o0 CEO acomete principalmente pacientes na 5% e 62 décadas
de vida. Neste estudo os pacientes apresentaram média de idade 63,13 anos, achado
semelhante ao evidenciado por varios autores, como Lopez et al. (2006) que encontraram
média de idade de 60,05%2,28 anos no momento do diagnostico do tumor primario, Ohaba et
al (2010) que encontraram média de idade de 61 anos, e Girardi (2013) evidenciando a média
de idade de 57,6 anos.

Como ocorre com outros carcinomas, o risco de cancer intraoral aumenta com o
aumento da idade, especialmente para homens. A proporcao global homem-mulher é de 3:1
(NEVILLE et al., 2009). Entretanto, Regezi e Sciubba (2012) afirmam que com relacdo a
incidéncia de todos os tipos de cancer, os carcinomas epidermoides da cavidade oral e
orofaringe representam 3% dos casos de cancer em homens e 2% dos casos de cancer em
mulheres, e que atualmente a proporc¢do de casos em homens e mulheres € cerca de 2:1. Esta
mudanca pode ser atribuida ao aumento do tabagismo entre mulheres e aumento da sua
expectativa de vida. Contudo, a maior prevaléncia continua no sexo masculino, com razéao
entre masculino:feminino variando de 1,25:1 (LOPEZ et al., 2006) a 2,3:1 (GIRARDI,
2013). No presente estudo, 60% dos casos acometeram pacientes do sexo masculino,
ratificado a literatura descrita.

Segundo Costa et al. (2005) o género masculino é provavelmente mais acometido pelo
carcinoma epidermoide oral pela maior exposi¢cdo aos conhecidos agentes carcinogénicos
indutores ou promotores desta doenca. O binémio género e idade associado & prevaléncia da
doenca revelam nitidas alteracfes moleculares que ocorrem apos os 60 anos (PERUSSI et al.,
2002).
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No contexto da manutencdo da vitalidade celular, é importante ressaltar que a glicose é
a maior fonte metabdlica energética celular e importante substrato para a sintese de lipidios e
proteinas celulares. Fornece energia na forma de ATP, a partir da glicdlise. Quando os niveis
plasmaticos de glicose estdo dentro dos niveis de normalidade as células asseguram a glicose
através de transporte passivo facilitado. A GLUT-1, uma proteinas transportadora de glicose,
apresenta peso molecular de 45 kDa e 0 gene que a codifica esta localizado no cromossomo 1.
Sua expressao pode ser regulada por fatores de crescimento, estresse oxidativo, transformacéo
neoplasica e por diminuicao de oxigénio tecidual, dentre outros (ZHAO; KEATING, 2007).

Inimeros estudos imuno-histoquimicos tém demonstrado imunoreatividade para a
proteina transportadora de glicose, GLUT-1, no epitélio neoplasico correlacionando a sua
expressao ao fenotipo tumoral. A GLUT-1 é a principal proteina transportadora de glicose
encontrada em varias células de orgaos e tecidos. Contudo, acredita-se que a sua elevada
expressdo em algumas neoplasias possa ser considerado um indicio de progressdo e
agressividade tumoral (CHOI, et al. 2007; THORENS; MUECKLER, 2010).

Na analise imuno-histoquimica de GLUT-1 na presente amostra de HFI, verificou-se
expressdo desta proteina em todos os casos, destacando-se que expressdo da GLUT-1 era
decrescente a medida que as células se afastam da camada basal para a superficie do epitélio,
nos casos das HFI. A intensa expressdo de GLUT-1 foi observada na camada basal e
espinhosa e quase ausente na camada cornea, provavelmente devido a oferta de glicogénio nas
camadas superiores e maturacéo celular.

Uma descricdo dos achados imuno-histoquimicos da proteina GLUT-1 nos tecidos
orais foi relatado por Vollstedlund; Dabelsteen (1997), comparando a expressao da GLUT-1
na mucosa oral normal com o epitélio neoplasico de células de carcinoma escamoso oral. Os
autores relatam forte expressao nas células das camadas basais e parabasais do epitélio oral
apresentando discretas variagdes nos subtipos ceratinizados e ndo-ceratinizados. Expressdo
semelhante pode ser evidenciado nas HFI do presente estudo, sugerindo que o epitélio das
HFI assemelha-se ao epitélio da mucosa oral normal.

Chung, et al. (2004), estudando cento e onze linfonodos de 62 pacientes com
carcinoma de ndo pequenas células de pulmdo (NSCLC), submetido a estudo imuno-
histoquimico para GLUT-1, observaram que todas as células na hiperplasia linfoide folicular
mostravam forte positividade para a proteina ao longo da membrana celular. A andlise da
expressdo da GLUT-1 nos 15 casos de hiperplasia fibrosa inflamatoria estudados, também foi
evidenciado imunopositividade para a proteina em todas as células com marcacdo membranar

e citoplasmatica, evidenciando assim, a principal localizacdo celular desta proteina.
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Discordando do nosso estudo, que identificou em 100% dos casos da amostra de 15
casos de hiperplasia fibrosa inflamatéria, com um percentual médio de 85,6% de células
epiteliais positivas para GLUT-1; Johann, et al. (2007) investigando a expressdo da proteina
transportadora de glicose-1(GLUT-1) em 93 casos de lesdes vasculares benignas de boca
definidos por diagnostico histologico, sendo 17 malformagbes vasculares (VM), 19
hemangiomas (HEM), 9 varizes (VAR) e 48 granulomas piogénicos (PG), ndo encontraram
imunopositividade da referida proteina em nenhuma destas lesdes.

Wang, et al.(2000) analisando a expressdo imuno-histoquimica da GLUT-1 na
hiperplasia benigna e nas celulas epiteliais malignas no endometrial, identificaram que nos
casos de endométrio secretor ou proliferativo, ndo havia expressdo da GLUT-1 e na atrofia
endometrial a expressdo da proteina também ndo era identificada. Na metaplasia tubaria havia
expressdo da proteina, ao contrario da hiperplasia simples que ndo apresentava expressao da
GLUT-1, entretanto na hiperplasia atipica havia imunomarcacgdo positiva para GLUT-1 em
todos os casos (n=8), 0 mesmo acontecendo para o adenocarcinoma endometrial (n=41),
sendo presente a expressdo membranar. Fato ressaltado por esses autores, o0 resultado indica
que a hiperplasia endometrial revela uma expressdo da GLUT-1 quando ha atipias, sendo
assim, neste caso a imunoreatividade para GLUT-1 do endométrio hiperplasico atipico parece
ser um indicador a ser avaliado na suspeita de malignidade endometrial. Divergindo desses
autores, na presente casuistica, houve expressdo da GLUT-1 nas células de todos os casos de
hiperplasia fibrosa inflamatdria, mesmo sem alterac6es epiteliais indicativas de malignidade.

Baer et al. (2002) analisando 48 biopsias de carcinoma de laringe, encontraram 100%
de imunopositividade para GLUT-1. Em carcinoma oral, Ayala et al. (2010) estudaram a
marcacdo imuno-histoquimica de GLUT-1 e GLUT-3 em CEO e detectaram uma elevada
expressdo de GLUT-1 em quase todos 0s casos, ao passo que a GLUT-3 so fora evidenciada
em 21,1% da amostra estudada, porém estas proteinas ndo foram encontrada no epitélio oral
normal. Corroborando com esses autores, na presente pesquisa encontrou-se resultado
semelhante com relacdo a expressdao de GLUT-1 nos casos de carcinoma epidermoide oral
com 100% da amostra de CEO positiva para essa proteina.

No que se refere a expressdo de marcacdo da GLUT-1 nas ilhas e cord@es celulares do
epitélio proliferante, observamos nesse estudo uma maior imunopositividade da proteina na
periferia do tumor em relacdo ao centro, achados que condizem com o trabalho de Ohba et al.
(2010) que investigando 24 pacientes com carcinoma epidermoide oral observaram o
predominio de marcacdo da GLUT-1 na periferia do tumor e menor marcacdo em &reas

centrais. Isso sugere que as células neoplasicas nessa localizacdo podem ndo necessitar de
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tanta energia, sendo comum observar necrose nessas areas, evidenciando menor expressao de
GLUT-1. Ademais, acredita-se que as células periféricas tendem a invadir os tecidos
adjacentes e assim, necessitam de maior consumo energético.

Ainda relatando a imunomarcagcdo da GLUT-1 na periferia do tumor, pesquisas
demonstram que a proteina GLUT-1 é predominantemente expressa na periferia do tumor,
enquanto é quase que ausente no centro devido a uma maior presenca de glicogénio e de
células bem diferenciadas (OHBA et al., 2010). Portanto acredita-se que a expressdo de
GLUT-1 constitui uma das estratégias adaptativas para o crescimento e progressdo tumoral
em um ambiente com grande instabilidade de oxigenacdo (AIRLEY et al., 2003; KUNKEL et
al., 2003; DEMASI et al., 2010).

Tais achados alicercam as complexas alteragdes que ocorrem na via de metabolizacéo
da glicose, associados aos mecanismos de hipoxia tumoral em células potencialmente
invasivas e que assim, determinam uma elevada expressdo de GLUT-1. Uma disfungéo
bioenergética mitocondrial comprometendo a cadeia fosforilativa e conduzindo o
metabolismo celular tumoral para uma intensa producdo de lactato, independente da
disponibilidade de oxigénio, sendo este fendmeno chamado de glicolise aerdbica ou efeito
Warburg (VANDERHEIDEN et al., 2009).

Segundo Gilles, Gatenby (2007), a persisténcia deste ambiente acido mesmo em
condicdes de normoxia indica que o metabolismo glicolitico confere vantagens significantes
durante a evolucdo do carcinoma epidermoide devendo ser um componente importante no
fendtipo maligno. Em um determinado estagio da progressdo tumoral as ceélulas
carcinogénicas sdo capazes de sobreviver em ambientes hipoxicos. A resposta celular a
hipdxia se encontra regulada por HIF-1a que em condigdes limitantes de oxigénio, estabiliza e
induz a expressdao dos transportadores de glicose GLUT-1 e outras diversas enzimas
glicoliticas, assim como fatores que promovem angiogénese, crescimento e sobrevivéncia
celular (ZHAO et al., 2007).

Uma andlise realizada por Carvalho et al. (2011) com objetivo de avaliar a expressdo
da GLUT-1 como um marcador para imunodiagnostico de 1955 neoplasmas malignos de
diferentes tipos histolégicos, concluiram que a expressdo da proteina é variavel em diversos
tipos canceres. Observando que nos carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco a
imunoexpressdo da GLUT-1 foi positiva em 36% de 172 casos imunomarcados, na proporcao
GLUT-1 positivo: GLUT-1 negativo (relacdo 62:110; 36% positivas). Havia expressao
significativa em lesdes displasicas e que mudancas na elevacdo da expressdo da GLUT-1

estavam relacionadas com o comportamento biolégico do tumor.
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Li et al. (2010) verificaram uma predomindncia da expressdo membranar em
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, entretanto, Demasi et al. (2010), em carcinoma
mucoepidermoide e Ohba et al. (2010), em carcinoma epidermoide oral, notificaram uma
maior expressdo de GLUT-1 no citoplasma das células neoplasicas. Na presente pesquisa foi
observada imunoexpressdo da GLUT-1 em localizacbes semelhantes ao dos autores
supracitados (membranar e citoplasmatica). Contudo, diverge de Ayala et al. (2010) que
observaram expressdo nuclear em 67 (49,7%) casos.

Ayala et al. (2010) analisando 142 casos de carcinomas epidermoides orais,
mostraram uma intensa imunoexpressdo da GLUT-1 em 135 casos. Dados semelhantes foram
observados na pesquisa em sarcoma 6sseos realizada por Endo et al. (2010), que dos 67 casos
estudados, 56 (83%) exibiam uma superexpressdo da GLUT-1. Ainda, Matsuzu et al. (2004)
estudando tecidos normais e malignos de tireoide, demonstraram uma evidente expressédo da
referida proteina em tumores da tireoide quando comparada a tecidos normais. Na casuistica
encontramos diferencas estatisticamente significante (p=0.033) no percentual de células
imunopositivas para GLUT-1 nos casos de carcinoma epidermoide quando comparadas com
amostra de hiperplasia fibrosa inflamatoria.

No nosso estudo, a imunoexpressdo da GLUT-1 em CEO demonstrou positividade em
homens (87.4%) com maior marcagdo para proteina em comparagdo a expressao em mulheres
com 80,3% (p=0.7), porém sem significancia estatistica.

Nos casos de CEO a localiza¢ao anatdmica do tumor primario condiz com os dados na
literatura. Na casuistica o sitio primario do tumor é preferencialmente na lingua e assoalho da
boca (n=7) com 53,34%, sequido de rebordo alveolar (n=4) com 26,66%, identificamos um
caso em labio inferior, um caso em palato mole e um caso em mandibula.

Quando relacionamos a localizacdo anatbmica com percentual de células imuno
marcadas para a proteina, 4 localizacdo anatdmica em rebordo alveolar apresenta-se com
93.4+1.6% (mediana = 92.6%, minima = 90.6%, maxima = 98.0%) dos casos que mostraram
maior percentual de células GLUT-1 positivas do que os carcinomas de lingua (64.7+7.5%).

As hiperplasias reacionais que provém de irritacdes cronicas, e que segundo REGEZI ,
SCIUBBA (2009) estas irritacGes sdo consideradas como um fator modificador e ndo um fator
iniciador do cancer oral, ndo sendo fator diretamente envolvido no processo da carcinogénese
oral. Sendo assim, a hiperplasia reativa inflamatéria com padrdo histolégico sem alteracdes
nenhuma de malignidade é utilizada na presente pesquisa para fins comparatorios com

carcinoma epidermoide oral (CEO).
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Embora haja escassez de trabalhos descritos na literatura pertinente, com base nestes
achados € possivel propor que existem diferengas significativas entre os dois grupos de lesdes
estudados, caracterizando potenciais alteracdes bioquimicas que podem ser reveladas nestas
lesBes, e assim, no comportamento clinico distinto destas.

Segundo Eckert (2010), outras investigagdes mostram que a expressdao da GLUT-1
comporta-se como um fator de prognostico independente para pacientes com carcinoma oral
de células escamosas e que a imunoexpressdo da GLUT-1 pode ser usada como marcador de
informacdo de agressividade tumoral e progndstico, bem como um marcador usual na triagem
de neoplasias malignas.

A transicdo da mucosa normal oral para carcinoma epidermoide é um processo
multifatorial extremamente complexo no que se justificam indmeros estudos que tentam
identificar as alteracdes na mucosa que precede critérios de malignizacédo. O desenvolvimento
de alguns tipos de lesbes pode representar estagios diferentes neste processo (KUFFER,
LOMBARDI, 2002).

O significado de expressdo da GLUT-1 nas transformacdes neoplasicas de epitélio ndo
estd bem estabelecido, embora a sua expressdo esteja marcadamente presente em uma
variedade de neoplasmas malignos, fazendo acreditar que esta proteina constitui uma das
estratégias adaptativas para o crescimento tumoral em ambiente com baixa tensdo de oxigénio
e deplecdo de ATP.

Esta variedade de expressdo da GLUT-1 nos tumores tem sido descrita na literatura,
necessitando além da investigacao dos seus efeitos, uma maior avaliagdo no comportamento e

biologia tumoral.



67

7 CONCLUSAO

° Evidenciou-se imunomarcacdo em todos os casos da amostra analisada, tanto de

hiperplasia fibrosa inflamat6ria como nos casos de carcinoma epidermoide oral.

) A expressdo da GLUT-1 foi membranar e citoplasmatica independente da localizacdo

da lesdo, tanto nos casos de HFI como nos casos de CEO.

. Quanto a localizacdo da imunoexpressdo, nos casos de HFI a intensidade de marcagéo
da GLUT-1 é decrescente em direcdo a camada superficial do epitélio; enquanto que nos
casos de CEO a intensidade de marcagdo da proteina localizou-se principalmente nas

células periféricas da lesao.

° Houve uma maior expressao da GLUT-1 no CEO, sugerindo um possivel papel desta
proteina no processo de carcinogénese oral. Assim, a imunoexpressdo de GLUT-1 pode
associar-se a outros marcadores de progressao e crescimento tumoral, adicionando como uma

ferramenta importante no prognostico de pacientes portadores desta neoplasia.



68

8 REFERENCIAS*

AIRLEY, R. E. et al. GLUT-1 and CAIX as intrinsic markers of hypoxia in carcinoma of the
cervix: relationship to pimonidazole binding. Int J Cancer, v. 104, n. 1, p. 85-91, 2003.

AIRLEY, R.E., MOBASHERI, A. Hypoxic regulation of glucose transport, anaerobic
metabolism and angiogenesis in cancer: novel pathways and targets for anticancer
therapeutics, Chemontherapy. v. 53, p. 233-256, 2007.

AGUIAR, R. C. M.; VIOLA, K. S.; ALCALA, M. H.; CASTRO, E. F. L.; TOLEDO, H. J.
B.; CASTRO, A. L. Lip carcinoma with unfavorable prognostic due inadequate medical
conduct. Rev Odontol Aractub. v.32, n. 2, p. 23-17, 2011.

AMAR, A, Rapoport A. Recidivas regionais nos pacientes com carcinoma epidermdide das
vias aerodigestivas superiores submetidos a esvaziamento cervical. Rev Col Bras Cir.v. 30,
p. 128-33, 2003

ASCO, American Society of Clinical Oncology (2009). < htt: // www.cancer.net > . Acesso
novembro.13.

AYALA, F. R.; ROCHA, R. M.; CARVALHO, K. C.; etal: GLUT-1 and GLUT-3 as
potencial prognostic markers for Oral Squamous Cell Carcinoma. Molecules. v. 15, n. 4, p.
2374-2387, 2010.

BAER, S. et al. GLUT-3 expression in biopsy specimens of laryngeal carcinoma in
associated with poor survival. Laryngosope. v. 112, p. 393-6, 2002.

BALARAM, P.; SRIDHAR, H.; RAJKUMAR, T.; VACCARELLA, S.; HERRERO, R.;
NANDAKUMAR, A. et al. Oral cancer in southern India: the influence os smoking, driking,
paan-chewing and oral hygiene. Int J Cancer. v. 98, n. 3, p. 440-5, 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Instituto nacional de Cancer — INCA. Prevencao e controle de
cancer: normas e recomendacdes do INCA. Rev Bras Cancerol. v. 48, n. 3, p. 317-32, 2002.

BROWN, G. K. Glucose transporters: structure, function and consequences of deficiency. J.
Inherit. Metab. Dis., v. 294, n. 5545, p. 1337-40, 2001.

BRYNE, M. Is the invasive front of on oral carcinoma the most important area for the
prognostication ? Oral Dis. v. 4, n. 2, p. 70-7, 1998.

BOYLE, J. P.; SNEHAL, S.; JATAN, P. Management of oral and oropharygel cancers. Oral
Disease. V.9, n. 3, p. 109-111, 2003

*Conforme ABNT/NBR 6023/2002.


http://www.cancer.net/

69

CALY, N. D. et al., Indications and pitfalls of immunohistochemisttry in head and neck
cancer. Braz J Otorhinolaryngol. v .79, n. 1, p. 75-81, 2013.

CARVALHO, A. L.; SINGH, B.; SPIRO, R. H.; KOWALSKI, L. P.; SHAH, J.P. Cancer of
the oral cavity: a comparison between institutions in a developing and a developed nation.
Head Neck. v. 26, n 1, p. 31-8, 2004.

CARVALHO, C. Cresce incidéncia de cancer de boca no Brasil. Rev Bras Odontol. v. 60, n.
1, p. 36-39, 2003.

CARVALHO, K. C.; CUNHA, I. W.; ROCHA, R. M.; AYALA, F. R.; CAJAIBA, M. M.;
BEGNAMI, M. D. et al. GLUT1 expression in malignant tumors and its use as an
immunodiagnostic marker. Clinical Science. v. 66, n. 6, p. 965-972, 2011.

CASIGLIA, J.; WOO, S. B. A comprehensive review of oral cancer. Gen Dent. v. 49, n. 1, p.
72-82, 2001.

CHANDU, A.; ADAMS, G.; SMITH, A. C. H. Factors affeting survival in patients with oral
cancer: an Australian perspective. Int J Oral Maxillofac Surg. v. 34, p. 514-20, 2005.

CHOI, K. K. et al. Independente prognostic factors of 861 cases of oral squamous cell
carcinoma in Korean adults. Oral Oncol. v. 42, n. 2, p. 208-17, 2006.

COELHO, C.M.; SOUSA, Y.T.; DARE, A.M. Denture-related oral mucosal lesions in a
Brazilian school of dentistry. J. Oral Rehabil., v.31, p.135-139, 2004.

COSTA, A.L.L.;PEREIRA, J. C.; NUNES, A. A. F.; ARRUDA, M. L. S. Correlacéo entre
a classificacdo TNM, gradacdo histolégica e localizacdo anatdmica em carcinoma
epidermoide oral. Pesq Odontol Bras. v.16, n. 3, p. 216-20, 2002

COSTA, A. L. L.; ARAUJO JUNIOR, R. F.; RAMOS, C. C. F. Correlation between TNM
classification and malignancy histological feature of oral squamous cell carcinoma. Rev.
Bras. Otorrinolaringol., v. 71, n. 2, p. 181-7, 2005.

DAHLSTROM, K. R.; ADLER-STORTHZ, K,; ETZEL, C. J.; LIU, Z.; DILLON, L.; El-
NAGGAR, A. K. at al. Human papillomavirus type 16 infection and squamous cell
carcinoma of the head and neck in neversmokes: a matched pair analysis. Clin Cancer Res.
v. 0, n. 7, p. 2620-6, 2003.

DEMASI, A. P.; COSTA, A.F.; ALTEMANI, A.; FURUSE, A.; ARAUJO, N.S;
ARAUJO, V. C. Glucose transporter protein 1 expression in mucoepidermoid carcinoma of
salivary gland: correlation with grade of malignancy. Int J Exp Pathol 91: 107-113, 2010.

DANTAS, D. D. L. et al. Clinical-pathollogical parameters in squamous cell carcinoma of the
tongue. Braz. Dent. J., v. 14, n. 1, p. 22-5, 2003.

De VIVO, D. C; TRIFLETTI, R. R; JACOBSON, R. I.; RANEN, G. M; BEHAMAND, R. A,
HARIK, S. I. Detective glucose transport across the blood-brain barrier as a cause of
persistent hipoglcyrrachia, seizures, and developmental delay. N Eng J Med., v. 335, p. 703-
709, 1991.



70

DONG, Y. J,; PENG, T. K.; YIN, S. J. Expression and activities of class IV alcohol
dehydrogenase and class 111 alcohol dehydrogenase in human mouth. Alcohol. v. 13, n. 3, p.
257- 62, 1996.

ECKERT, A. W.; LAUTNER, M. H. W.; TAUBERT, H.; SCHUBERT, J.; BILKENROTH,
U. Expression of GLUT-1 is a prognostic marker for oral squamous cell carcinoma patients.
Oncology Reports.v.20, p. 1381-1385, 2008.

ENDO, M. et al. Prognostic implications of glucose transporter protein-1 (Glut-1)
overexpression in bone and soft-tissue sarcomas. Jpn Clin Oncol. v.37, n.12, p.955-960,
2007.

FALCAO, A. F.P et al.. Hiperplasia fibrosa inflamatoria: relato de caso e revisdo de literatura.
Rev. Cir. méd. biol., v.8, n.2, p. 230-236, 20009.

FREITAS, H. S.; SCHAAN, B. D.; SERAPHIM, P. M.; NUNES, M. T.; MACHADO, U. F.
Acute and short-term insulin-induced molecular adaptations of GLUT2 gene expression in the
renal cortex of diabetic rats. Mol Cell Endocrinol. v.237, n.1-2, p. 29-57, 2005.

FUKUZUMI, M.; HAMAKAWA, H.; ONISHI, A.; SUMIDA, T.; TANIOKA, H.; Gene
expression of GLUT isoforms and VHL in oral squamous cell carcinoma. Cancer Lett. v.
161, p. 133-140, 2000.

GANAPATHY, V.; THANGARJU, M.; PRASAD, P. D. Nutrients transporters in cancer:
revelance to Warburg hypothesis and beyond. Pharmacol Therapeut. v. 121, p. 29-40, 2009.

GERVASIO, O.L.A.S.;DUTRAR, A;; TARTAGLIA, S. M. A;; VASCONCELOS, W. A ;
BARBOSA, A. A.; AGUIAR, M. C. F. Oral squamous cell carcinoma: A retrospective study
of 740 cases in a Brazilian Population. Braz Dent J. v. 12, n. 1, p. 57-61, 2001.

GIRARDI, M. F. et al. Correlation between clinical and pathological data asn surgical
margins in patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity. Braz J
Otorhinolaryngol. v. 79, n.2, p. 190-5, 2013.

GILLIES, R. J.; GATENBY, R. A. Adaptative landscapes and emergent phenotypes: why do
cancers have high glycolys? J Bionerg Biomembr. v. 39, n.3, p. 251-257, 2007.

GORSKY, V. M. et al. Carcinoma of the tong: a case series analysis of clinical presentation,
risk factors, stating and outcome. Oral Surg. Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endo., v.98,
n.5, p.546-52, 2004.

GRENWOOD, M. et al. Oral cancer: material deprivation unemployment and risk factor
beheviour — and initial study. Int J Oral Maxillofac Surg, v.32, p.74-77, 2003.

HA, P. A.; CALIFANO, J. A.The role of human papillomavirus in oral carciogenesis. Crit
Rev Oral Biol Med. v. 15, n. 4, p.188-96, 2004.

HOWIE, N. M. et al. Short-term exposure to alcohol increases the permeability of human oral
mucosa. Oral Dis. v. 7, n. 6, p. 349-54, 2001.



71

INSTITUTO NACIOANAL DO CANCER- INCA. Cancer de boca: tratamento.
Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/.2013>. Acesso em nov.13.

INSTITUTO NACIOANL DO CANCER (INCA/MS) [homepage na internet]. Estimativa de
incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil. [acesso em nov 2013]. Disponivel
em:http://www.inca.gov.br.

ISA, A. Y.; WARD, T. H.; WEST, N. J.; SLEVIN, J.; HOMER, J. Hypoxia in head and neck
cancer. Br J Radiol. V. 79, p. 791-798, 2006.

JOHANN, A. C. B. R. Imuno-expressdo da GLUT-1 em lesdes vasculares benignas de
boca. Dissertacdo — Universidade Federal de Minas Gerais. 2006.

JAKOBSSON, P. A. et al. Histologic classification and grading of malignancy in carcinoma
of the larynx. Acta Radiol. v. 12, n. 1, p. 1-8, 1973.

JUNQUEIRA, L. C. e CARNEIRO, J. H. Tecido epithelial. In: Histologia Basica. 10 ed. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004, cap. 4, p. 47-68.

KADEMANI K, et al: Prognostic factors in intraoral squamous cell carcinoma: the influence
of histologic grade. J. Oral Maxillofac Surg v. 63, n. 11, p. 1599-1605, 2005.

KANG, S.S.; CHUN, Y.K,; HUR, M. H.; LEE, H.K.; KIM, Y.J.; HONG, S.R.; LEE, J.H,;
LEE, S.G.; PARK, Y.K. Clinical significance of glucose transporter 1 (GLUT1) expression in
human breast carcinoma. Jpn J Cancer Res. v.93, n. 10, p. 1123-1128, 2002.

KING TUNG, N.G. Expression of Hypoxia Induclible Factor-1 and is role in Chronic
Inflammatory Periodontal Disease. Tese — Universidade de Hong Kong. 2001.

KLEPPER, J.; VOIT, T. Facilitades glucose transporter protein type 1 (GLUT1) deficiency
syndrome: impaired glucose transport into brain a review. Eur. J. Pediatr., v. 161, n. 6, p.
295-304, 2002.

KOSOMORA R, et al. p53 mutation and human papillomavirus infection in oral squamous
cell carcinomas: correlation whit overall survival. Braz. J. Craniomaxillofac. Surg., v.7,n.11
p 339-403, 2001.

KOWALSKI, L. P.; CARVALHO, L. P.; MARTINS PRIANTE, A.V.; MAGRIN, J.
Predictive factors for distant metastasis from oral and oropharyngeal squamous cell
carcinoma. Oral Oncol. v. 41, n. 5, p. 534-41, 2005.

HUFFER, R.; LOMBARDI, T. Premalignant lesions of the oral mucosa. A discussion abot
the place of oral intraepithelial neoplasia (OIN). Oral Onc. v.38, n. 2, p. 125-30, 2002.

KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; FAUSTO.N. Robbins e Cotran, Patologias: bases patologicas
das doengas. 8%d. Rio de Janeiro: Saunders Elsevier, 2010.

KUNKEL M. et al. Over expression of Glut-1 and increased glucose metabolism in tumors
are associated with a poor prognosis in patients with oral squamous cell carcinoma. Cancer,
v. 3, n. 4, p. 1015-24, 2003.


http://www.inca.gov.br/

72

LARSEN, S.R.; JOHANSEN, J.; SORENSEN, J. A.; KROGDAHL, A. The prognostic
significance of histological features in oral squamous cell carcinoma. J Oral Pathol Med.
v.38, n. 8, p. 657-62, 2009.

LI, S. J. et al. Expression of Glut-1 in primary and recurrent head and neck squamous cell
carcinomas and compares whit 2-[18F]fluoro-2-deoxy-D-glucose accumulation in positron
emission tomography. Br J Oral Maxillofac Surg. v. 46, n. 3, p. 180-6, 2008.

LIAO, C. T.; CHANG, J. T.; WANG, H. M.; NG, S. H.; HSUEH, C.; LEE, L.Y. etal.
Analysis of risk factors of predictive local tumor control in oral cavity cancer. Ann Surg
Oncol. v.15, n. 3, p. 915-22, 2008.

LONGSHORE SJ, CAMISA C. Detection and management of premalignant oral
leukoplakia. Dermatologic Therapy. V. 15(3):229-235, September 2002.

LUNA-ORTZ, K. et al. Lip cancer experience in México. An 11-year retrospective study.
Oral oncol. v. 40, n. 10, p. 992-9, 2004.

LOPEZ-JORNET, P; CAMACHO-ALONSO, F. New barriers in oral cancer:
Patient accessibility to dental examination- A pilot study. Oral Oncol, v.42,
p.1022-5, 2006.

MACHADO, U. F.; SCHAAN, B. D.; SERAPHIM, P. M. Glucose transporters in the
metabolic syndrome. Arq. Bras. Endocrinol. Metab., v. 50, p. 177-89, 2006.

MAIQ, R.; DICHI, J. B.; BURINI, R. C. Implica¢@es do alcoolismo e da doenca hepatica
crénica sobre o metabolismo de micronutrientes. Arq Gastroenterol. v. 37, n. 2, p. 120-24,
2000).

MANSOUR, O. I.; SNYDERMAN, C. H.; D’AMICO, F. Association between tobacco use
and matastic neck desease. Laryngoscope. v. 113, n. 1, p. 161-6, 2003.

MASHBERG A, SAMIT A. Early diagnosis of asymptomatic oral and oropharyngeal
squamous cancers. CA Cancer J Clin. v. 45, n. 6, p. 328-51,1995

MASSANO J. et al. Oral squamous cell carcinoma: review of prognostic and predictive
factors. Oral Surg, Oral Med, Oral Pathol, Oral Radiol and Endod. v. 102, p. 67-76,
2006.

MATSUZU, K. et al.Differential expression of glucose transporter in normal and pathologic
thyroid tissue. Thyroid.v.14, n.10, p.806-812, 2004.

MINETA, H. et al. Prognostic value of glucose transporter 1 expression in patients with
hypopharyngeal carcinoma. Anticancer Res., v. 22, n. 6B, p. 3489-94, 2002.

MOIIA, R. R.; ZELLER, G. C.; CAMBRUZZI, E.; JOTZ, P. G.; BERNI, B. R. Ki and p53
correlation prognostic value in squamous cell carcinomas of the oral cavity and tongue. Braz
J Otorhinolaryngology. v. 75, n. 4, p. 544-49, 2009.



73

MUECKLER, M.; THORENS, B. The SLC2 (GLUT) family of membrane transporters.
Molecular Aspects of Medicine. v. 34, p. 121-138. Elsevier, 2013.

NEVILLE, BW et al. Patologia oral e maxilofacial. 3%d. Rio de Janeiro: Elsevier; 20009.
NEIA, A.P.M.L.; SHINIKE, F.K.; CHICARELLI, M. Hiperplasia inflamatéria. Revista da
Universidade Estadual de Marig4, v.1. http:www.uem.br/~urutagua/02 odonto.htm. 2001

OHBA, S. et al. Overexpression of GLUT-1 in the invasion front isassociated with depth of
oral squamous cell carcinoma and prognosis. J Oral Pathol Med., v.39, n.1, p.74-9, 2010.

OKADA, Y. et al. Na analysis of cervical lymph nodes metastasis in oral squamous cell
carcinoma. Relationship between grade of histopathological malignancy an lymph nodes
metastasis. Int. J. Oral maxillofac. Surg., v. 32, n. 3, p. 284-8, 2003.

OKAZAKI, Y. et al. Investigation of environmental factors for diagnosing malignant
potential in oral epithelial dysplasia. Oral Oncol., v. 38, n. 6, p. 562-73, 2002.

OLIVEIRA L. R.; RIBEIRO-SILVA , A.; ZUCOLO S. Perfil da incidéncia e da sobrevida de
pacientes com carcinoma epidermoide oral em uma populacéo brasileira. J. Bras. Patol Med
Lab. v. 42, n. 5, p. 385-92, 2006.

PARKIN, D. M.; BRAY, F.; FERLAY, J.; PISANI, P. Global cancer statistics, 2002. Cancer
J Clin.v.55, n. 2, p. 74-109, 2005.

PARENTE, P.; COLI, A.; MASSI, G.; MANGONI, A.; FABRIZI, M. M.; BIGOTTI, G.
Immunohistochemical expression of the glucose transporters Glut-1 and Glut-3 in human
malignant melanomas and bening melacocytic lesions. J Exp Clin Cancer Res, v. 27, p. 34,
2008.

PERUSSI, M. R. et al. Carcinoma epidermoide da boca em idosos de S&o Paulo. Rev Assoc
Med Bras, v. 48, n. 4, p. 341-4, 2002.

PEDRON, I.G. et al. Hiperplasia Fibrosa causada por protese: remocéo cirargica com laser
Nd:YAP. Rev. Clin. Pesg. Odontol., v.3, n.1, p. 51-56, 2007.

REGEZI, J A, SCIUBBA J J. Patologia Oral;correlacées clinico patoldgicas. Rio de
Janeiro:Elsevier, 2012,

REICHART, P. A. & PHILIPSEN, H. P. Oral erythroplakia - a review. Oral Oncol., v. 41, n.
6, P. 551-61, 2005.

RIBEIRO, ACP. et al. Clinical and histopathological analysis of oral squamous cell
carcinoma young people a descriptive study in Brazilians. Br. J. Oral Maxillofac. Surg. v.
47,n.2, p. 95-8, 2009.

ROBERTSON, A. G.; ROBERTSON, C.; SOUTAR, D. S.; BURNS, H.; HOLE, D;
MCCARRON, P. Treatment of oral cancer: need for defined protocols and specialist
centres.Variations in the treatment or oral cancer. Clin Oncol. v. 13, p. 409-15, 2001



74

RUDLOWSGSKI, C.; MOSER, M.; BECKER, Rudlowski C, Moser M, Becker A, et al. GLUT
1 mRNA and protein expression in ovarian borderline tumors and cancer. Oncology. v. 66, p.
404-10, 2004.

SANTOS, M. E. S. M.; COSTA, W. R. M.; SILVA NETO, J. C. Terapéutica cirdrgica da
hiperplasia fibrosa inflamatoria: relato de caso. R. Cir. Traumatol. Buco-Maxilo-Fac. v.4,
n.4, p.241-245, 2004.

SCIUBBA, J. J. Oral cancer and its early detection: history-taking and the diagnostic phase
management. JADA. v.132, p. 12-18, 2001.

SCULLY, C. Oral cancer; evidence for sexual transmission. Br Dent Journal, v. 199, n. 4, p.
203-207, aug.2005.

SOUSA, T. R. B. Papilomavirus humano e a deteccdo do DNA viral no carcinoma
epidermoide da cavidade oral: reviséo da literatura [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Ciéncias Medicas da Santa Casa de Sdo Paulo, 2001.

SZABLEWSKI, L. Expression of glucose transporters in cancer. Biochimica et Biophysical
Acta. p. 164-169. Editora Elsevier, 2012.

TANAKA, N. et al. Expression of carbonic anhydrase 9, a potencial intrinsic marker of
hypoxia, is associated with poor prognosis in oesophageal squamous cell carcinoma. Br. J.
Cancer., v. 99, n. 9, p. 1468-75, 2008.

THORENS, B.; MUECKLER, M. Glucose transporter in the 21st Century. Am. J Physiol
Endocrinol Metab. v. 298, n. 2, p. E141-E145, 2010.

VANDER HEIDEN , M. G., CANTLEY, L. C. y THOMPSON, C. B. Understanding the
Warburg effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science. 324, 1029-1033,
2009.

VOLSTEDLUND, M.: DABELSTEEN, E. Expression of GLUT1 in stratified squamous
epithelia and oral carcinoma from humans and rats. APMIS. v. 105, n. 7-12, p. 537-545,
1997.

WARNAKULASURYA, S. Histological grading of oral epithelial dysplasia: revisited. J
Pathol. v. 194, n. 3, p. 294-7, 2001.

WAMHI, P. M. Tipos histoldgicos de tumores orales y orofaringeos. Ginebra: Organizacién
Mundial de La Salud; 1971.

WANG, X. et al. Intratumor genomic heterogeneity correlates with histological grade of
advanced oral squamous cell carcinoma. Oral Oncol., v. 42, n. 7, p. 740-44, 2006.

WOOLGAR, J. A.; TRIANTAFYLLOU, A. A histopathological appraisal of surgical margins
in oral and oropharyngeal cancer resection specimens. Oral Oncol., v. 41, n. 10, p. 1034-43,
2005.



75

WORLD HEALTH ORGANIZATION Classification of tumours. Pathology and genetics of
head and neck cancer. Lyon: IARC Press; 2005.

WU, X.; FREEZE, H. H. GLUT14, a duplicon of GLUTS3, is specifically expressed in testis as
alternative splice forms. Genomics. v.80, p. 553-7, 2002.

ZERDONER D. The Ljubljana classification — its application to grading oral epithelial
hyperplasia. J Craniomaxillofac Surg. v. 31. P. 75-9, 2003.

ZHAO, F. Q.; KEATING, A. F. Functional properties and genomics of glucose
Curr Genomics. v. 8, n. 2, p. 113-28, 2007.



