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Factores de prognostico no Cancro do Labio Material e Métodos

1 - Caracterizacdo da amostra

No Instituto Portugués de Oncologia do Porto foram admitidos 108
doentes com neoplasias malignas do labio, no periodo compreendido entre
Janeiro de 2003 e Abril de 2006. Destes, foram incluidos no estudo 108 casos
tratados consecutivamente com intencdo curativa. O estudo foi retrospectivo
com recurso ao processo clinico. A classificacdo histologica utilizada foi a
proposta pela Organiza¢do Mundial de Saude (25). A classificacdo por estadios
utilizada foi a publicada pela AJCC em 2002 (26).

Definiu-se Sobrevivéncia global o periodo compreendido entre a data do
1° tratamento e a morte ou a Ultima consulta de seguimento. Recidiva foi
definida como o reaparecimento da doenca apds tratamento com intencdo
curativa (RO).

2 - Estudo imunohistoquimico com os anticorpos CD34 e D2-40

Fragmentos do carcinoma do labio de 8 casos foram fixados em
formaldeido a 10% durante 24 horas e posteriormente incluidos em parafina.
Obtiveram-se cortes com a espessura de 4 a 6 micras os quais foram
montados em laminas revestidas previamente com 0,1% de poli-L-lisina. Apds
coloracdo com hematoxilina e eosina os cortes foram observados e
classificados por um patologista de acordo com os critérios da classificacédo
histologica atras referida. Apds desparafinacdo foi realizada recuperacdo
antigénica com acido citrico e micro-ondas nos casos estudados com o
anticorpo CD34 e banho-maria nos casos estudados com o anticorpo D2-40.
Para a deteccdo dos vasos foram utilizados anti-corpos monoclonais
respectivamente o anti-corpo anti-CD34 produzido pela Novocrastra (NCL-L-
END) na diluicdo de 1/25 e o anti-corpo D2-40 produzido pela Dako (M3619) na
diluicho de 1/200. A incubacédo das laminas com o anticorpo primario foi
realizada em camara humida a temperatura ambiente over-night . Procedeu-se
a ligacdo com um anti-corpo secundario biotinilado e do complexo

estreptavidina-peroxidase seguido da reaccdo da peroxidase com
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diaminobensidina. Posteriormente as laminas foram coradas com hematoxilina

de Mayer.

3 - Quantificacdo da imunorreactividade

A densidade de vasos marcados com CD34 e D2-40 foi avaliada, por
dois observadores, em regiées com elevada concentragéo de vasos localizadas
na area peri-tumoral e intra-tumoral. Para tal foi utilizado o método de Chalkley
modificado com recurso a camara clara (Figura 3.1) projectou-se o corte
histol6gico sobre uma grelha de Chalkley (27) (Figura 3.2), assinalando a
interseccdo dos vasos com o0s pontos desta grelha, utilizando-se uma
ampliacdo de 100X. O numero de vasos assinalados, em cada caso, por cada
observador foi comparado. Comparou-se, em cada caso, 0 n° de vasos
marcados com CD34 e D2-40 obtido na area peri-tumoral e intra-tumoral.
Estabeleceu-se a taxa de angiogénese (MVD — CD34) como alta quando a
média de vasos foi > que 6 e a taxa de linfangiogénese (LVD — D2-40) como

alta quando a média de vasos foi > que 2,5.

Figura 3.1 — Microscopio de camara clara
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Figura 3.2 - Grelha de Chalkley, a - Vasos linfaticos na mucosa normal,

b - Vasos linfaticos peri-tumorais, ¢ - Vasos linfaticos intra-tumorais (27).

4 - Analise estatistica

Os dados foram apresentados em tabelas de frequéncia, para a
comparacao de variaveis categoricas foi utilizado o teste de Qui-quadrado e
sempre que necessario o teste de Ficher.

No estudo clinico (108 casos) a sobrevivéncia foi estudada de acordo
com o modelo de Kaplan-Meier . A comparacao das curvas de sobrevivéncia foi
realizada recorrendo ao teste de Log-Rank. A andlise multivariada foi realizada
de acordo com o modelo de regressao de Cox.

No estudo imunohistoquimico foi utilizado o teste de t de student, o teste
de U Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para avaliar a associacdo entre as

variaveis numéricas e categoéricas.
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As comparacOes foram consideradas significativas quando o valor de p<
0,05. Foi utilizado no estudo estatistico, 0 programa especifico SPSS® versao

13 para Windows.
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