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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral é um relevante problema de saude publica,
com um prognaostico ainda sombrio (taxa de sobrevida reduzida inferior a 50% em 5
anos) e ainda ndo apresenta marcadores especificos capazes de predizer seu
prognoéstico. No intuito de um melhor compreender os fatores progndsticos
relacionados a carcinogénese oral, este estudo objetivou avaliar o valor prognéstico
de sistemas de gradacado histopatolégica, baseado no: modelo de brotamento e
profundidade de invasdo (modelo BD), modelo de risco histologico (modelo HR),
modelo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), relacdo tumor-estroma (TSR) e
TSR associado ao modelo BD (TSR e MBD). Adicionalmente avaliamos a
imunoexpressdo de proteinas relacionadas a tumorigénese oral como:
stanniocalcina 2 (STC2), pro-peptideo N-terminal do pré-colageno tipo | (PINP), fator
eucariotico de elongacéao delta 1 (EFF1D), Plectina e Fascina, em 124 amostras de
CEC de lingua e assoalho bucal oriundas do Brasil e Chile. Os resultados em
analise univariada, revelaram que margens cirdrgicas comprometidas (p=0,05),
mostrou significAncia para sobrevida especifica de doenca e resposta linfocitaria tipo
I e Il (p=0,02) foi significante para sobrevida livre de doenca. Em relacdo aos
modelos observamos que escore alto dos modelos BD (p=0,05), da OMS (p=0,001)
e HR (p=0,05) mostraram significancia para sobrevida especifica de doenca. Mais de
cinco brotamentos no fronte de invasdo (p=0,03; p=0,01), e escore alto da
associacdo de TRS e MBD (p=0,05; p=0,01), mostraram significancia para sobrevida
especifica e livre de doenca. Associacdo de TSR e MBD resistiu a analise
multivariada de Cox para os sistemas de gradacdes histopatologicas, apds ajuste
para outros fatores progndsticos, considerando tanto sobrevida especifica (p=0,03)
quanto a livre de doenca (p=0,03). Em relacdo aos marcadores a alta
imunoexpressao de STC2 (p=0,05; p=0,02) revelaram significancia para sobrevida
especifica e resistiram para sobrevida livre de doenca e mais de 50% de células
marcadas no estroma com PINP (p=0,04) mostraram significancia para sobrevida
livre de doenca. Marcadores imuno-histoquimicos com TSR e MBD, em analise
multivariada de Cox, o0s parametros resistentes foram margens cirdrgicas
comprometidas (p=0,03) para sobrevida especifica de doenca e sequéncia de
tratamento multimodalidade (p=0,02) e alta imunoexpressao de STC2 (p=0,04) para
sobrevida livre de doenca. A associacdo de TSR e MBD revelou um importante
sistema de gradacao histologica e tal modelo pode ser utii como auxiliar para
estabelecer o prognostico para CEC de lingua e assoalho bucal. Além disso,
constatou-se que STC2 e PINP a utilidade de um possivel fator prognostico para o
CEC lingua e assoalho bucal.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular oral. Brotamento. Profundidade de
invasdo. Marcadores. Prognadstico.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is an important public health problem, with a poor
prognosis (reduced survival rate of less than 50% in 5 years) and still does not
provide specific markers able to predict your prognosis. In order to better understand
the prognostic factors related to oral carcinogenesis, this study aimed to evaluate the
prognostic value of histopathological grading systems, based on: budding model and
depth of invasion (BD model), histological risk model (HR), model of the World Health
Organization (WHO), tumor-stroma ratio (TSR) TSR and associated with the model
BD (TSR and MBD). Additionally we evaluated the expression of proteins related to
tumorigenesis: oral stanniocalcin 2 (STC2), N-terminal pro-peptide of pro-collagen
type | (PINP), eukaryotic translation elongation factor 1 delta (EFF1D), Plectin and
Fascin, in 124 samples of SCC tongue and mouth floor from Brazil and Chile. The
results in univariate analysis revealed that compromised surgical margins (p=0.05)
showed significance for disease-specific survival and type | and Il lymphocytic
response (p=0.02) was significant for disease-free survival. In relation to the models
we observed that high score of BD (p=0.05), WHO (p=0.001) and HR (p=0.05)
showed significance for disease-specific survival. More than five budding the front
invasion (p=0.03; p=0.01), and high score of association of TRS and MBD (p=0.05;
p=0.01), showed significance for specific survival and disease-free. Association of
TSR and MBD resisted the multivariate analysis of Cox for the histopathological
grading systems, after adjustment for other prognostic factors, considering both
specific survival (p=0.03) and free of disease (p=0.03). In relation to the high
expression of markers STC2 (p=0.05; p=0.02) revealed significance to specific
survival and resisted for survival, disease-free and more than 50% of marked cells in
the stroma with PINP (p=0.04) showed significance for disease-free survival.
Immunohistochemical markers with TSR and MBD in multivariate Cox analysis, the
parameters were resistant surgical margins compromised (p=0.03) for disease-
specific survival and multimodality treatment sequence (p=0.02) and high expression
of STC2 (p=0.04) for disease-free survival. The association of TSR and MBD
revealed an important histological grading system and such a model can be useful as
an aid to establish the prognosis for SCC of tongue and mouth floor. In addition, it
was noted that STC2 and PINP the usefulness of a potential prognostic factor for the
SCC tongue and mouth floor.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Budding. Depth of invasion. Markers.
Prognosis.
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1 INTRODUCAO

Considerando que o carcinoma espinocelular (CEC) oral € o tumor maligno de
cavidade oral mais frequente e que ainda apresenta um prognostico desfavoravel,
permanecendo entre 50 e 60% para um periodo de 5 anos, e que isso reflete o
diagnoéstico da doenca normalmente em estagio avancado e a elevada propenséo
para a invasao local e a disseminacéo regional e a distancia, a identificacdo de
novos potenciais marcadores prognostico podem auxiliar na determinacdo de um
progndstico mais assertivo para o CEC oral. Vale ressaltar que varias caracteristicas
moleculares e histopatoldgicas tém sido propostas como fatores progndsticos do
CEC oral, porém nenhuma ainda € utilizada na pratica clinica, levando a utilizacéo
do tradicional sistema de estadiamento clinico do paciente, baseado no sistema
TNM, para indicar o manejo e progndéstico do paciente. No entanto, em muitos casos
esses fatores sdo inadequados e incapazes de discriminar o comportamento
biolégico de tumores com 0 mesmo estadiamento. Isso mostra a necessidade de
buscar novos marcadores biolégicos, que possam refletir melhor a diversidade
biolégica da doenca e prever com mais acuracia a resposta do paciente as terapias
utilizadas convencionalmente.

No intuito de um melhor conhecimento dos eventos bioldgicos relacionados a
carcinogénese oral, bem como a identificacdo de marcadores que possam contribuir
para o prognostico e tratamento de pacientes com esse tumor, este estudo objetivou
avaliar o valor progndéstico tanto de sistemas de gradacado histopatolégica como o
modelo de brotamento e profundidade de invasdo (modelo BD), modelo de risco
histol6gico (modelo HR), modelo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sistema
relacdo tumor-estroma (sistema TSR) e TSR associado ao modelo BD (TSR e MBD),
quanto da imunoexpressdo de proteinas relacionadas a tumorigénese oral como:
stanniocalcina 2 (STC2), pro-peptideo N-terminal do pré-colageno tipo | (PINP), fator

eucariotico de elongacao delta 1 (EFF1D), Plectina e Fascina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo do presente estudo estd embasada em definicbes e exemplos,
encontrados na literatura, que denotam a importancia de melhorar sobrevida e
avaliar prognostico em pacientes com o carcinoma espinocelular de lingua e
assoalho bucal e a falta de marcadores imuno-histoquimicos para predizer

prognastico.

2.1 Caracteristicas epidemioldgicas do carcinoma espinocelular (CEC) oral

O CEC, também denominado carcinoma de células escamosas ou carcinoma
epidermoide, é uma neoplasia maligna de origem epitelial, abrangendo cerca de 4%
das neoplasias malignas em todo o mundo (LINGEN et al., 2008). Por representar
mais de 95% de todas as neoplasias malignas em cavidade oral, os CECs séao
genericamente chamados de cancer oral (BARNES, 2005).

De acordo com os ultimos relatérios da Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre Céancer (IARC), o cancer oral (codigo CID-10 C00-08) que, inclui localizacdes
como mucosa labial, mucosa bucal, assoalho da boca, rebordo alveolar e gengiva,
dois tercos anteriores da lingua (anterior as papilas circunvaladas), palato duro e
trigono-retromolar, tem uma incidéncia anual de mais de 300.000 casos
diagnosticados e a mortalidade anual é de cerca de 145.000 mortes (CHI; DAY;
NEVILLE, 2015; RIVERA, 2015). Especificamente por area geografica, aquelas que
apresentam uma elevada incidéncia de cancer oral sdo encontrados no Sul e
Sudeste da Asia (Sri Lanka, india, Paquistdo e Taiwan), no Oeste (Franca) e na
Europa Oriental (Hungria, Eslovaquia e Eslovénia), na América Latina e no Caribe
(Brasil, Uruguai e Porto Rico) e regides do Pacifico (Papua-Nova Guiné e Melanésia)
(WARNAKULASURIYA, 2009; CHI; DAY; NEVILLE, 2015; RIVERA, 2015; ALl et al.,
2017). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estimou 3.500 novos casos
em mulheres e 11.200 em homens, para o0 ano de 2018. Tais valores correspondem
a um risco estimado de 10,86 novos casos a cada 100 mil homens e 3,28 casos a
cada 100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018). A incidéncia é
considerada uma das mais altas do mundo, sendo o quinto tipo de cancer mais

comum em homens e o décimo segundo nas mulheres.
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Preferencialmente, o CEC oral acomete homens brancos (propor¢do homem-
mulher: 2:1) ap0s a quinta década de vida, tabagistas e etilistas (BARNES, 2005).
Interessantemente, estudos epidemiologicos recentes tém sugerido que 4 a 6% dos
casos de cancer oral no mundo tem ocorrido em adultos jovens, entre 18-45 anos
(MAJCHRZAK et al., 2014). Tais pacientes parecem fugir do “padréo tipico”, ja que
muitos ndo fazem uso de tabaco ou ingerem bebidas alcodlicas, o que indica uma
entidade clinica distinta, na qual fatores genéticos, infec¢des virais e fatores de risco
comportamentais podem estar associados (MAJCHRZAK et al., 2014; DE MORAIS
et al., 2017; CHAPMAN et al., 2018).

O céancer oral é uma doenga com etiologia multifatorial (RIVERA, 2015).
Nenhum agente ou fator (carcinogénico) isolado tem sido claramente definido ou
aceito, porém tanto fatores extrinsecos como intrinsecos podem contribuir para o
desenvolvimento dessa desordem. Dentre os fatores ambientais, 0S mais
correlacionados sédo o fumo de tabaco e a exposi¢cdo da mucosa ao alcool presente
em mais de 90% de todos os casos de CEC oral (RIVERA, 2015; ALl et al., 2017
CHAPMAN et al., 2018). O risco de desenvolver o cancer oral € 3 vezes maior em
fumantes em comparacdo com ndo fumantes (GANDINI et al., 2008). Além disso, o
risco de cancer oral € 35% menor em pessoas que param de fumar ha quatro anos
do que aqueles que continuam a fumar, e insuficiente em pessoas sem
antecedentes de fumar ha mais de 20 anos, quando comparados com pessoas que
nunca fumaram. Um ambiente com fumaca de cigarro também € arriscado; o risco
de cancer oral € 87% maior naqueles que nunca fumaram, mas foram expostos a
um ambiente com fumaca de cigarro (fumante passivo) em comparagdo com
agueles gue nunca fumaram e ndo foram expostos (LEE et al., 2009). A fumaca do
cigarro enfraquece a imunidade na cavidade oral, promovendo a gengivite,
periodontite e cancer oral (LEE; TANEJA; VASSALLO, 2012; RIVERA, 2015). Além
de demonstrar efeitos genototoxicos e mutagénicos, causa diminuicdo do fluxo
salivar, afeta a capacidade do figado para lidar com compostos carcinogénicos
toxicos ou potencialmente toxicos, e a sua utilizagdo crénica esta associada a uma
disfuncdo da imunidade inata e adquirida, resultando em um aumento da
susceptibilidade as infeccdes e as neoplasias (REIDY; MCHUGH; STASSEN, 2011;
RIVERA, 2015; DE SANTIS et al., 2017). Ja o alcool (etanol), pode atuar como um
fator de risco tanto local como sistémico, aumentando a permeabilidade da mucosa

oral, dissolvendo lipideos presentes no epitélio, causando a atrofia do epitélio e
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interferindo na sintese e reparacdo do DNA. No entanto, € incerto se o alcool
isoladamente pode iniciar a carcinogénese oral, embora seja bem estabelecido que
0 alcool em combinacdo com o tabaco € um fator de risco potencializado para o
desenvolvimento do cancer oral. Aléem disso, um estudo de meta-anélise e de
revisdo sistematica forneceu evidéncias de uma associacdo positiva entre o
consumo de alcool e mortalidade por cancer do trato aerodigestivo, o qual inclui
cancer oral, especialmente quando o consumo de alcool atinge individuos que
consomem doses moderadas a altas de alcool (LI et al., 2014). Entre outros fatores,
destaca-se o papilomavirus humano (HPV), principalmente associado ao carcinoma
de orofaringe (particularmente afetando palato e tonsila lingual), e a radiagéo
ultravioleta (UV) (DALIANIS, 2014; CHI; DAY; NEVILLE, 2015; ALI et al., 2017). A
IARC classifica o0 HPV16 como causa de neoplasia maligna para cavidade oral e
faringea, e HPV18 como possivelmente causador de cancer oral. Os locais mais
comuns do HPV relacionado a neoplasias malignas de cabeca e pescoco séo as
amigdalas e a base da lingua, com uma taxa de prevaléncia de 75% (RIVERA,
2015). A presenca de HPV é um estabelecido marcador de prognéstico favoravel
para o cancer de orofaringe localmente avancado (KANG; KIESS; CHUNG, 2015).
Acredita-se que o mecanismo pelo qual o HPV contribui para a carcinogénese seja
por meio da inibicdo das proteinas Rb (proteina do retinoblastoma) e p53 que leva a
aceleracdo do ciclo celular e compromete o sistema de reparo do DNA
respectivamente (DALIANIS, 2014; CHAI et al, 2015). A radiacdo solar,
particularmente os raios ultravioletas, € a principal causa de carcinomas de pele,
sendo também responséavel pela etiologia dos CECs do labio inferior. Os raios UV
provocam alteracdes no DNA pela formacao de dimeros de pirimidina e supressao
imunologica. Dois mecanismos podem estar envolvidos na inducdo do cancer de
pele e labio inferior por raios UV: alteragcdes no DNA pela formacdo de dimeros de
pirimidina e supressao imunolégica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005).

2.2. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas do CEC oral

Clinicamente, o CEC oral se apresenta como uma lesao ulcerada, indolor,
com area central necrética e bordas elevadas. Pode afetar qualquer local da
mucosa, mas a lingua e o assoalho sdo os locais de predilecéo (PIRES et al., 2013).

A lingua compreende de 25 a 40% dos casos de CEC oral e juntamente com o CEC
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de assoalho de boca (15 a 20%) somam mais da metade dos canceres orais
excluindo aqueles que afetam os labios. Dor, perdas dentéarias, sialorréia, trismo,
sangramento, disfonia e emagrecimento sdo vistos nas fases tardias da doenca
(KOWASLKI; CARVALHO, 2000).

Devido a sua arquitetura histolégica com riqgueza de vasos linfaticos e
predominancia de estrutura muscular, o CEC de lingua e assoalho sdo os mais
frequentemente associado com metastases para linfonodos do que qualquer outro
sitio da cavidade oral. Seu curso clinico também é imprevisivel devido a grande taxa
de metastases ocultas, o que torna o seu progndéstico pior em relacdo a lesdes
similares em orofaringe, laringe, hipofaringe e outros sitios da cavidade oral (BELLO
et al., 2011).

Histologicamente as lesdbes de CEC oral se caracterizam por uma
proliferacdo de células epiteliais pleomorficas com nadcleos hipercrométicos,
nucléolos evidentes e figuras mitéticas numerosas e/ou atipicas. A proliferacéo
epitelial frequentemente mostra um padrdo invasivo ao tecido conjuntivo subjacente,
formando ninhos ou ilhas de células epiteliais malignas. Observa-se também
queratinizacdo com formagédo variavel de “pérolas”. Invasdo angiolinfatica e
perineural s&o sinais adicionais de malignidade (JOHNSON et al., 2005; WORLD
HEALTH ORAGANIZATION, 2017).

2.3 Classificacao Internacional de Tumores da OMS

A avaliacdo histopatolégica do grau em que esses tumores lembram o seu
tecido de origem (epitélio escamoso) e produzem seu produto normal (ceratina) &
denominado gradac&o. Um tumor que é maduro o suficiente para lembrar muito bem
seu tecido de origem é classificado, de acordo com a Classificagdo Internacional de
Tumores da OMS, como CECs bem diferenciado (PINDBORG et al., 1997).

Um tumor com muito pleomorfismo celular e nuclear e predominancia de
células imaturas, com numerosas mitoses tipicas e atipicas e com pouca ou
nenhuma producdo de ceratina é denominado pobremente diferenciado ou
anaplasico. Um tumor que apresente aparéncia microscoépica situado em algum
local entre esses dois extremos € considerado carcinoma moderadamente
diferenciado (JOHNSON et al.,, 2005). CECs pobremente ou moderadamente

diferenciados apresentam células com maior variacdo em tamanho e forma, mitoses
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anormais e menor adesdo, caracteristicas que aumentam sua agressividade e
tendéncia a metastase (KUMAR et al., 2012). No entanto, essa classificacdo da
OMS ¢é essencialmente histoldgica e limitada. Uma vez que uma neoplasia maligna
€ uma doenca complexa, caracterizada por heterogeneidade genética. O CEC
também pode ser classificado com base no seu perfil de expressdo genética como
"basal", "mesenquimal”, "atipico" e "classico". O subtipo atipico inclui a maior parte
dos CECs HPV-positivos (KANG; KIESS; CHUNG, 2015). Tais subtipos,
acrescentado a infeccao pelo HPV, foram validados utilizando conjuntos de dados
independentes do Atlas do Genoma do Cancer (CANCER GENOME ATLAS
NETWORK, 2015; WHO, 2017).

2.4 Tratamento, sobrevida e progndéstico em CEC oral

O tratamento do CEC oral baseia-se em cirurgia, radioterapia e/ou
quimioterapia. O manejo do pescogo com a realizacdo do esvaziamento cervical
pode ocorrer em 3 situacfes: a primeira indicacao se faz para linfadenopatia cervical
palpavel, a segunda quando ha linfadenopatia positiva evidenciada por exames de
imagem como tomografia computadorizada ou ressonancia magnética, e a terceira
indicagdo quando ndo ha linfadenopatia evidente, mas suspeita-se de metastase
cervical oculta em funcdo do local anatbmico do cancer primario (REGEZI,
SCIUBBA, 2017). A radioterapia adjuvante € planejada apés uma avaliacao
completa do exame histopatoldgico da peca cirtrgica. As indicagdes gerais para a
administracdo pds-operatoria da radioterapia incluem: margens positivas do tecido
mole, mais do que um linfonodo positivo sem invasao extracapsular, um ou mais
linfonodo com invasdo extracapsular, invasdo O6ssea pelo cancer com margens
O0sseas negativas, invasdo perineural no espécime e a presenca de doenca
imunossupressora com morbidade, como HIV/AIDS. A quimioterapia concomitante a
radioterapia mostrou melhora na sobrevida de pacientes em 8 a 10% em CEC de
cabeca e pescoco avancado localmente, sendo a cisplatina o quimioterapico de
escolha. A quimiorradiacdo € preferivel para pacientes com neoplasia maligna
linfonodal avancada (REGEZI; SCIUBBA, 2017; VEDAM; BOAZ; SRINATARAJAN,
2014; CHEN et al., 20186).

Apesar dos avancos nas pesquisas e opc¢des de tratamento, principalmente

na investigacdo de novas drogas quimioterapicas, o prognostico dos pacientes com
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CEC oral se manteve praticamente estatico nas Ultimas décadas, permanecendo
entre 50 e 60% para um periodo de 5 anos (JERJES et al., 2010; AGGARWAL et
al., 2014; CHEN et al., 2016). Esse baixo indice de sobrevida € principalmente
devido ao diagndstico tardio e a elevada propensdo para a invaséo local e a
disseminacdo regional e a distancia (WARNAKULASURIYA, 2009). Varias
caracteristicas moleculares e histopatolégicas tém sido propostas como fatores
prognoésticos do CEC oral, porém nenhuma ainda € utilizada na rotina clinica,
levando a utilizacdo do tradicional estadiamento clinico do paciente, baseado no
sistema TNM, para indicar o manejo e prognéstico do paciente. O sistema foi
desenvolvido pela Unido Internacional Contra o Céancer (UICC) e é denominado de
sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos. A letra T representa o
tamanho e as caracteristicas do tumor primario, N as caracteristicas dos linfonodos
das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza e M a
presenca ou auséncia de metastases a distancia.

O estadiamento TNM varia para cada forma especifica de céncer, mas
existem principios gerais aonde estes parametros recebem graduacdes, geralmente
de TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1, como demonstrado na tabela 1. Uma les&o in
situ é classificada como Tis, e com 0 aumento no tamanho do tumor a classificacédo
varia de T1 a T4. Uma vez determinado os trés parametros, seus valores sao
registrados conjuntamente a fim de determinar o estadio adequado. As categorias
de estadiamento clinico TNM variam de estadio | a IV, como demonstrado na tabela
2, sendo que o estadio IV ainda possui subdivisbes em IVA, IVB e IVC. Quanto
maior for o estadio de classificacdo, pior sera o prognostico (NEVILLE et al., 2016).

No entanto, em muitos casos esses fatores sdo inadequados e incapazes de
discriminar o comportamento biol6gico de tumores com 0 mesmo estadiamento. Isto
mostra a necessidade de buscar novos marcadores biologicos, que possam refletir
melhor a diversidade biolégica da doenca e prever com mais acuracia a resposta do
paciente as terapias utilizadas convencionalmente (SHAH et al., 2011). A
desvantagem mais proeminente no uso desse sistema € a limitacdo quanto a
identificacdo de metastases ocultas loco-regionais. A palpacdo clinica para
linfonodos cervicais apresenta uma taxa aproximada de 30% de falsos negativos
(BELLO; SOINI; SALO, 2010).
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Tabelal- TNM/ Classificacdo para cancer oral*

Tumor primario (T)

TX N&o pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (CIS)

T1 Tumor com 2 cm ou menos em seu maior diametro

T2 Tumor com mais de 2 cm mas nao mais do que 4 cm em seu maior
diametro

T3 Tumor com mais de 4 cm em seu maior diametro

T4a

Doenca local moderadamente avancada. L4bio: Tumor invade cortical
0ssea, nervo alveolar inferior, assoalho de boca ou pele (mento ou nariz).

Cavidade oral: Tumor invade cortical 6ssea, musculatura profunda /
extrinseca da lingua (genioglosso, hipoglosso, palatoglosso e estiloglosso),
seio maxilar ou pele da face.

T4b Doenca local muito avancada. Labio e cavidade oral: Tumor invade espago
mastigatorio, placas petrigoideas ou base de cranio; ou artéria caroétida

interna.

Linfonodos regionais (N)

NX N&o pode ser avaliado

NO Nenhum linfonodo regional metastético

N1 I\/_Ietéstase em um unico linfonodo ipsilateral, 3 cm ou menos em seu maior
didmetro

N2 Metastase como especificada em: N2a, 2b, 2c¢ (veja abaixo)

N2a  Metastase em um Unico linfonodo ipsilateral, maior do que 3 cm mas néo
mais do que 6 cm em seu maior diametro

N2b  Metastase em mdltiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior do que 6 cm
em seu maior diametro

N2c  Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum maior do que
6 cm em seu maior diametro

N3 . , . A
Metastase em um linfonodo maior do que 6 cm em seu maior diametro

Metastase a distancia (M)

MX Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Nenhuma metastase a distancia

Fonte: Modificado do grupo de rastreamento da IARC (International agency for research on cancer)
(http://screening.iarc.fr/atlasoralclassifthnm.php)
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Tabela2 - 1y / Estadiamento para o cancer oral*
Estadios clinicos (T+N+M)
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
1 T3 (somente), T2 o0u T1 N1 MO
IV A
T4a NO ou N1 MO
T1,T20ouT3 N2 MO
IV B Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO
IV C
Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: *Modificado do grupo de rastreamento da IARC (International agency for research on cancer)

(http://screening.iarc.fr/atlasoralclassifthm.php)

A taxa de sobrevida de 5 anos para o carcinoma oral varia de 53% a 68% se
o tumor for relativamente pequeno (< 4cm) e ndo tenha ocorrido metastase no
momento do diagndstico (estadios | e Il), 41% quando o tumor for = 4cm sem
metastase ou com metastase em um Unico linfonodo regional ipsilateral < 3cm
(estadio Ill) e somente 27% quando o tumor tiver invadido estruturas adjacentes,
tiver metastatizado para um sitio distante ou estiver associado a metastase regional
para multiplos linfonodos, para um anico linfonodo ipsilateral > 3cm e < 6cm ou um
linfonodo > 6cm (estadio IV). A grande maioria das mortes ocorre dentro dos
primeiros 5 anos (NEVILLE et al., 2016).

No entanto, a evolugdo clinica nem sempre segue esses parametros,
indicando que outros fatores relacionados ao paciente ou as caracteristicas
biolégicas do tumor podem ser relevantes (NEVILLE et al.,, 2016). A gradacao
histopatolégica detalhada da peca cirargica, aliada ao sistema de estadiamento
TNM é um critério padrdo para 0 manejo pos-operatério e também para predicdo de
prognostico atualmente. No entanto, a classificacdo tradicional dos CECs orais,
descrita inicialmente por Broders em 1920 e adotada pela OMS em 1997 (BARNES,
2005) é controversa e muitos autores reconhecem que essa classificacao
microscoépica isoladamente apresenta uma baixa correlagdo com a evolucdo e a

resposta ao tratamento (WOOLGAR-JULIA, 2006). Esse sistema, como descrito
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acima, levou em conta o grau de queratinizacdo do tumor, os niveis de celularidade

e pleomorfismo nuclear, além da presenca de atividade mit6tica (BARNES, 2005).

2.5 Sistemas de classificacfes histoldgicas

Segundo Almangush et al. (2014), os sistemas de avaliacdo criados até o
presente ndo sdo Uteis para predizer o prognéstico dos pacientes com CEC oral em
estadios iniciais, constituindo modelos com baixa reprodutibilidade para o uso clinico
ou ndo mostram significancia progndstica, particularmente para os tumores de lingua
e assoalho. Ainda diversos estudos apontam que muitos dos modelos propostos
apresentam muita subjetividade e auséncia de caracteristicas importantes
relacionadas a tumorigénese, como o padrdo de invasao, e 0 mais importante, a
falta de correlacdo com a evolucdo do tumor e com as respostas aos tratamentos
instituidos para o CEC oral (ALMANGUSH et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014,
SAWAZAKI-CALONE et al., 2015).

2.5.1 Modelo MG

Bryne et al. (1992), propuseram o modelo MG (modelo de gradacdo maligna
e margens profundas de invasdo — do inglés maligancy grading of the deep invasive
margins). Os autores basearam-se no sistema de Anneroth e o modificaram
diminuindo os critérios morfolégicos, removendo a avaliacdo do nimero de mitoses

e avaliando apenas o fronte tumoral nas areas mais invasivas (BRYNE et al., 1989).

2.5.2 Modelo HR

Brandwein-Gensler et al. (2005), em um estudo com uma amostra de 292
pacientes com CEC oral propuseram um escore de risco altamente prognostico para
recidiva e sobrevivéncia. O modelo, denominado modelo de risco histologico
(modelo HR), compreende um sistema baseado na pontuacdo de trés niveis de
parametros histopatolégicos consistindo em pior padrdo de invaséao, infiltrado
linfocitario e invaséo perineural. O padréo de invasao (PI) foi examinado na interface
tumor/hospedeiro. Os estudos subsequentes tentando validar esse modelo proposto,
foram divergentes e apresentaram metodologias diferentes (BRANDWEIN-
GENSLER et al, 2010; VERED et al, 2010; LINDENBLATT et al., 2012;
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ALMANGUSH et al., 2014; LI et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2014; SAWAZAKI-
CALONE et al., 2015). Brandwein-Gensler et al. (2010), Vered et al. (2010),
Lindenblatt et al. (2012) e Li et al. (2013) apontaram esse modelo como bom para
prever o comportamento e prognostico de CEC oral, no entanto esses estudos
mesclam CECs de diferentes localizac6es de boca e estadiamento de T1 a T4, o
que complica a interpretagcdo dos resultados. Por outro lado, Almangush et al.
(2014), Rodrigues et al. (2014) e Sawazaki-Calone et al. (2015) néo identificaram
correlacdo entre o risco histolégico e a sobrevida dos pacientes com CEC oral
utiizando o modelo proposto. Muito provavelmente, além dos fatores indicados
acima esses resultados divergentes refltam a falta de homogeneizacdo das
amostras, como também a falta de reprodutibilidade dos trés parametros
considerados no modelo HR, o que pode dificultar a interpretacdo dos dados. Por
exemplo, considerando o parametro pior PIl, estudos demonstram que tumores
formados por pequenas ilhas de células sdo mais agressivos e com pior prognostico
que tumores com grandes ilhas (BRYNE; JENSSEN; BOYSEN, 1995).
Interessantemente, esse parametro, além de ocorrer muito frequentemente, o pior Pl
tipo 1V, caracterizado pela presenca de ilhas tumorais contendo menos que 15
células no fronte de invasao, é de longe, o Pl mais comum em CEC oral, mesmo em
estadios iniciais, 0 que torna a distincdo do comportamento tumoral baseada nesse
aspecto muito limitada (RODRIGUES et al., 2014; ALAEDDINI; ETEMAD-
MOGHADAM, 2016). Considerando a resposta linfocitaria do hospedeiro, tumores
com escasso ou auséncia de infiltrado inflamatoério séo classificados como de alto
risco para recorréncia locorregional e sobrevida curta.

Atualmente, um importante dilema existe sobre o papel da resposta imune e
inflamatoria ao tumor, com ambos efeitos pré-tumoral e antitumoral (IMURA et al.,
2005; ESSA et al., 2014; MURPHY et al., 2014; SANTOS et al., 2017; SANCHEZ-
ROMERQO et al., 2018).

Assim, uma suposicdo de que a alta densidade de linfocitos seja uma
caracteristica morfolégica a favor de um tumor de baixo risco com um bom
progndéstico parece equivocada, uma vez que existe uma clara evidéncia de que as
células imunes e inflamatorias podem evocar tanto a promog¢édo tumoral quanto o
efeito anti-tumoral, dependendo do contexto e dos tipos celulares envolvidos
(RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018).

Ja o quesito invasdo perineural, ndo ha evidéncias consistentes do efeito no
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crescimento tumoral e na sua disseminagdo, com apenas um estudo mostrando

significancia no prognéstico em CEC oral (TAIl et al., 2012).

2.5.3 Modelo BD

Almangush et al. (2014), desenvolveram um promissor sistema
histopatologico, denominado modelo BD, com dois parametros: (B) brotamento
tumoral (do inglés - tumor budding) e (D) profundidade de invaséo (do inglés — depth
of invasion), que visa identificar aqueles pacientes com casos agressivos de CEC
oral em estadios iniciais (estadios | e Il), os quais poderiam ser beneficiados por um
tratamento com diferentes abordagens (ALMANGUSH et al., 2015). Definiu-se como
brotamento tumoral a presenca de uma Unica célula ou conjunto com menos de
cinco células malignas no fronte de invasdo (ALMANGUSH et al., 2014).

As pesquisas mostram que essa variavel reflete a atividade biolégica tumoral
e tém sido consistentemente reconhecida como um fator prognostico reprodutivel,
independente e significativo (LUGLI; KARAMITOPOULOU; ZLOBEC, 2012,
TERRAMOTO et al., 2013; JUNIOR et al., 2014; ARORA et al., 2017; LEAO et
al.,2017; JUNIOR et al., 2017; SHIMIZU et al., 2018; HONG-KYOUNG-OK et al.,
2018). Interessantemente, o brotamento tumoral tem sido sugerido como sendo um
sinal de transicdo epitélio mesénquima (EMT) de células neoplasicas, refletindo o
poder de crescimento invasivo de carcinomas de lingua (WANG et al.,, 2011;
SHIMIZU et al., 2018), mama (LIANG et al., 2013) e colorretal (PRALL, 2007). Ja a
profundidade de invasdo consistiu na medida da superficie tumoral até o ponto mais
profundo de invasdo. Alguns estudos apontam que essa variavel representa um
indicador do potencial maligno do CEC de lingua (JERJES et al., 2010) e possui
valor progndstico importante para tumores em estagios iniciais (LIN et al., 2011;
GANLY et al., 2013). Diante dos resultados encontrados, Almangush et al. (2014)
sugeriram que tal método era promissor para selecionar aqueles casos iniciais de
CEC de lingua que sdo de alto risco para recorréncia e/ou para disseminagao a
distdncia que subsequentemente levariam a morte pela doenca. Diante dessa
discusséo, evidencia-se a necessidade de reavaliar e validar a efetividade na
predicdo do prognostico desses pacientes com CEC oral em estadios iniciais, ja que
esse modelo proposto € relativamente recente, pratico e com um promissor valor

preditivo. Interessantemente, um estudo avaliando a associagdo de quatro
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diferentes sistemas de gradacéo histopatoldgica (sistema de gradacao adotado pela
OMS, modelo MG, modelo HR e o modelo BD) com parametros clinico-patolédgico e
evolucdo de 113 casos de CEC oral, demonstrou que apenas o0 modelo BD mostrou
um importante valor preditivo para pacientes com CEC oral em diferentes estagios
(SAWAZAKI-CALONE et al., 2015), ratificando o valor progndstico desse novo
sistema de classificacdo histopatoldgica. Tal resultado vem sendo confirmado nos
altimos anos por varios trabalhos (XIE et al.,, 2015; STRIEDER et al.,, 2016;
ALMANGUSH et al., 2017; SEKI et al., 2017; BRENNAN et al., 2017; SHIMIZU et
al., 2018; HONG-KYOUNG-OK et al., 2018).

254 TSR

Pesquisas vém demonstrando que o crescimento do tumor é dependente do
estroma circundante ao tumor, (microambiente tumoral - MT), apresentando
importancia fundamental na progressao do tumor (TOMASEK et al., 2002; ALBIN;
SPORN, 2007; LI; FAN; HOUGHTON, 2007; DE WEVER et al., 2008; MARSH et al.,
2011; SOBRAL et al., 2011; LIANG, 2011; LIN et al., 2013; ROMMEL et al., 2013;
WHEELER et al., 2014; MATHIAS; GOPAL; SIMPSON, 2013; CURRY et al., 2014;
RIVERA; VENEGAS, 2014; ELMUSRATI et al., 2017). Dessa maneira, Almangush et
al. (2018) analisou a relacao entre tumor-estroma (TSR — do inglés tumour-stromal
ratio) em 311 pacientes procurando areas ricas em estroma proximo ao fronte
tumoral, mas com células neoplasicas nos quatro lados do campo observado e
classificando, como: probre de estroma (< 50%) ou rico em estroma (= 50%). O
estudo mostrou que pacientes com tumor rico em estroma obtiveram um pior
prognostico do que pacientes com estroma pobre. Alguns trabalhos utizaram o TSR
para predizer prognosticos em varios tumores, como nasofaringeo (ZHANG et al.,
2014), es6fago (WANG et al., 2012), colébn (HYNES et al., 2017) e mama
(VANGANGELT et al.,, 2017) e encontraram que tumores ricos em estroma foram
associados com mau prognostico e maior risco de recidiva, sendo um sistema
promissor para previsdo e realizagcdo de tratamentos sob medida para pacientes
com cancer. Além disso, o estudo correlacionou o TRS com o modelo BD (TSR e
MBD), fornecendo uma estimativa interessante para o prognostico de pacientes com

CEC oral em fase inicial.
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2.6 Proteinas relacionadas a tumorigénese oral

De forma inédita, pesquisas do laboratério do Dr Ricardo Della Coletta
identificaram, através da andlise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC
oral, proteinas superexpressas por fibroblastos associados ao carcinoma (CAFs)
envolvidas na organizacdo e remodelacdo da matriz extracelular e no metabolismo
do colageno. Dentre as proteinas mais expressas esta STC2 (stanniocalcina 2), um
hormonio glicoprotéico expresso em uma variedade de tecidos para regular a
homeostase dos ions de calcio e fosfato. Associadamente, os resultados
demonstraram que o colageno tipo |, o principal componente do tecido conjuntivo,
também foi associado com varios processos bioldgicos superexpressos em CAFs,
como a expressao de PINP foi significantemente correlacionada com a presenca de
CAFs no fronte tumoral e a taxa de sobrevida foi significantemente menor em
pacientes com CEC oral. Tais resultados sugerem que CAF é a principal célula
produtora de colageno tipo |, e além disso, ratifica o valor do secretoma de CAFs
para o microambiente de CECs orais. A pesquisa ainda sugere novos potenciais
alvos terapéuticos como a STC2 e, que PINP pode ser um promissor marcador
prognoéstico para o CEC oral (BAGORDAKIS et al., 2016). Além disso, em outro
trabalho do mesmo grupo Flores et al. (2016), identificou-se, através de
microdisseccdo a laser associada a protebmica baseada em espectrometria de
massas, que a proteina EEF1D foi considerada um potencial biomarcador para o
CEC oral e, ainda, foi validada por western-blot e imuno-histoquimica podendo
futuramente ser indicada também para validacdo em estudos translacionais. Em
outro trabalho prévio, Rodrigues et al. (2017), identificou as proteinas fascina e
plectina sdo marcadores prognéstico independente para sobrevida global e
sobrevida especifica da doenca em pacientes com CEC oral e revelaram que fascina
€ capaz de regular eventos importantes para o desenvolvimento e progressao do
CEC oral. Dessa forma, as proteinas selecionadas para investigacdo partiram
desses trabalhos. A seguir serdo apresentadas tais proteinas relacionadas a

tumorigénese.

2.6.1 Stanniocalcina 2 (STC2)

STC2 (membro da familia STC) € um horménio glicoprotéico expresso em

uma variedade de tecidos para regular a homeostase dos ions de célcio e fosfato. A
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proteina pode desempenhar um papel na homeostase do célcio/fosfato celular e no
metabolismo celular. Superexpressdo de STC2 em camundongos resultou em
restricdo de crescimento pré e pos-natal, reducédo de crescimento 6sseo e musculo
esquelética, e organomegalia. Curiosamente, a expressao desregulada de STC2 em
varios tipos de céncer, entre eles o renal, de prostata, colo-retal, mama e ovariano,
foi demonstrada por alguns estudos anteriores e sua expressao foi correlacionada
com um prognéstico ruim (LAW et al., 2008; TAMURA et al., 2009; LAW; WONG,
2010; HOU et al., 2015; ZHANG; GUAN; PENG, 2015). Hou et al. (2015) mostraram
que STC2 pode inibir EMT pelo menos parcialmente através da sinalizacdo mediada
por Claudina/PKC em células humanas de cancer de mama, sugerindo que essa
proteina possa ser explorada como um biomarcador para metastase e alvo
terapéutico para o cancer de mama. Em cancer cervical, o carcinoma mais comum
do aparelho reprodutor feminino, Wang et al. (2015), identificaram que STC2 pode
regular a atividade de sinalizagdo da via de MAPK, promovendo a proliferacao
celular e ainda a resisténcia a cisplatina em células malignas. Com resultados néo
muito distintos, Na et al. (2015), partindo da analise de secretoma de cultura primaria
de carcinoma de pulmao, evidenciaram que STC2 pode ser um potencial
biomarcador para cancer de pulmdo e que apresenta uma importante funcdo na
metastase e progressdo dessa neoplasia maligna. Arigami et al. (2013), utilizando
amostras de sangue de 93 pacientes com cancer de estbmago, encontraram que a
alta expressdo de STC2 esta significativamente associada a sobrevida reduzida dos
pacientes com cancer de estdbmago e que STC2 pode ser um potencial marcador
molecular sanguineo para prever progressdo tumoral por monitoramento de células
tumorais circulantes. Recentemente, Bagordakis et al. (2016), através de andlise do
secretoma dos CAFs, identificaram que a superexpressao de STC2 também pode
estar associada a maior capacidade das células tumorais se tornarem mais invasivas
e pro-metastatica. Excetuando Bagordakis et al. (2016), que representa o grupo de

estudo do Dr. Ricardo Della Coletta, ainda ndo h& estudos de STC2 em CEC oral.

2.6.2 Pro-peptideo N-terminal do pré-colageno do tipo | (PINP)

Como mencionado acima, Bagordakis et al. (2016) identificaram, através da
analise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC oral, proteinas

superexpressas por CAFs envolvidas na organizacdo e remodelacdo da matriz
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extracelular e no metabolismo do colageno. Além de STC2, os resultados
demonstraram que o coldgeno tipo I, o principal componente do tecido conjuntivo,
também foi associado com varios processos bioldgicos superexpressos em CAFs,
como a expressao de PINP foi significantemente correlacionada com a presenca de
CAFs no fronte tumoral e a taxa de sobrevida foi significantemente menor em
pacientes com CEC oral. Tais resultados sugerem que CAF é a principal célula
produtora de colageno tipo |, e além disso, ratifica o valor do secretoma de CAFs
para o microambiente de CECs orais. A pesquisa ainda sugere o0 potencial
terapéutico representado por STC2 e, que PINP pode ser um promissor marcador
prognéstico para o CEC oral.

Considerando PINP, a familia de proteinas de coldgeno séo as proteinas mais
presentes no corpo humano. O colageno tipo | é responsavel por mais de 50% do
total de coldgenos e estd presente no tecido conjuntivo frouxo, pele e 6érgaos
internos e mais abundante nos 0ssos no qual constitui mais de 90% da matriz
organica (NIMNI, 1983). O colageno tipo | é sintetizado como um precursor, pré-
colageno tipo I, com dominios pro-peptideos nas duas extremidades, 0s quais Sao
clivados enzimaticamente ap6s sua secrecdo para a MEC antes de tornar-se fibras
de colageno. Apés a clivagem do pro-colageno, do PINP e o pré-peptideo C-terminal
do colageno tipo | (PICP) sao liberados na circulacdo, onde podem ser analisados
por ensaios enzimaticos (JENSEN et al., 1998; BRANDT et al., 1999). A quantidade
de PINP e PICP gque entra na circulacdo sdo marcadores diretos da sintese de
colageno tipo | (ORUM et al., 1996; BAGORDAKIS et al., 2016).

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram sintese e deposicdo aumentada
do PINP sérico no feto comparado ao adulto (TORNEHAVE et al., 1989;
RASMUSSEN et al., 1989) e na cicatrizacédo de feridas (RASMUSSEN et al., 1992).
Salo et al. (2013) demonstraram que os CAFs também secretam varios tipos de
coladgeno, o0s quais podem promover o0 crescimento tumoral, invasdo e
disseminagéo. Interessantemente, a producdo de PINP foi associada com um
prognéstico ruim em pacientes com CEC de lingua (SALO et al., 2013). Em tumores
de mama, os niveis de PINP também foram associados a um pior prognostico
(MARIN et al., 2011), assim como em tumores de ovario (SIMOJOKI et al., 2003). As
células malignas estédo envolvidas num processo de remodelagcdo da matriz incluindo
a destruicdo e degradacdo da matriz e a inducdo da formacéo de novo de MEC pré-

existente. Curiosamente, McCloskey et al. (2010), investigando o uso de clodronato
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para prevencgdo de osteoporose e perda 60ssea em mulheres tratadas pelo cancer de
mama, identificaram que variacdes precoces nos niveis de PINP estdo associados
com alteracbes na densidade 6ssea mineral e, provavelmente, no desenvolvimento

precoce de metastases 6sseas, supondo a participacao de PINP na tumorigénese.

2.6.3 Fator eucariotico de elongacao delta 1 (EEF1D)

Flores et al. (2016) identificaram, a superexpressdo de uma subunidade
proteica chamada EFF1D (do inglés, Eukaryotic translation elongation factor 1 delta)
em CEC oral e observaram que essa subunidade tem participacdo direta no
processo de proliferacdo celular e inducdo de fendtipo EMT (incluindo invasao
celular), muito provavelmente através de vias de expressao de fatores de transcri¢cao
como o SNAIL, SNAIL1 (do inglés, Zinc finger E-box-binding homeobox 1) e SNAIL2
(do inglés, Zinc finger E-box-binding homeobox 2), que tiveram sua expressao
reduzida em células silenciadas por EEF1D. Tais evidéncias suportam que o EEF1D
possa ser um critico indutor de proliferacdo e que possa ter um importante papel na
mediacdo de EMT nas células de CEC oral. Uma vez que EMT mostra uma justa
associacdo com invasdo e metastase nas neoplasias malignas, um completo
entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais as células tumorais evocam
nesse processo é fundamental para o aprimoramento da terapia anti-cancer.

EFF1D é um membro delta da familia eEF1 (do inglés, eukaryotic elongation
fator) a qual representa um complexo de proteinas enzimaticas ndo ribossémicas
que, na sua forma ligada a GTP, medeiam sintese de proteinas através do
recrutamento de moléculas de RNAt-aminoacil ao ribossomo (COCQUYT et al.,
2009). Proteinas eEF1 também estdo relacionadas a outras funcdes celulares,
incluindo a exportacdo nuclear de RNAt, reconhecimento de proteinas danificadas e
ativacdo do sistema de degradacdo via ubiquitina-proteossomo, apoptose e
regulacédo de senescéncia, além de propagacao viral (SASIKUMAR; PEREZ; KINZY,
2012). Especificamente, a subunidade EFF1D funciona como fator de troca do
nucleotideo guanina. E relatado que apos a infecgdo por HIV-1, a subunidade delta
interage com HIV-1 tat, uma proteina regulatoria que melhora drasticamente a
eficiéncia da transcricdo viral. Esta interacdo resulta na repressdo da traducao de
proteinas das células hospedeiras e reforca a traducao de proteinas virais (ROTGER

et al.,, 2011). Curiosamente, uma vertente crescente de evidéncias sugere que a
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regulacdo positiva de proteinas eEF1, particularmente a subunidade alfa (EEF1A),
pode ser necessaria para o controle de comportamentos celulares durante a
tumorigénese (LECLERCQ; MORETTI; PITSON, 2011). Além disso, alguns estudos
sugeriram que EEF1D pode desempenhar um papel em certas neoplasias malignas
(SHUDA et al., 2000; OGAWA; UTSUNOMIYA; MIMORI, 2004; DE BORTOLI et al.,
2006; KAITSUKA; MATSUSHITA, 2015). A superexpressdo de EEF1D j4 foi
previamente associada a alguns tumores malignos, incluindo carcinoma hepatico
(SHUDA et al., 2000), carcinoma de es6fago (OGAWA; UTSUNOMIYA; MIMORI,
2004), carcinoma de pulméo (LIU et al., 2014), meduloblastoma (DE BORTOLI et al.,
2006) e carcinoma renal (KAITSUKA; MATSUSHITA, 2015). Associadamente, 0s
estudos sugerem que EEF1D pode funcionar como um proto-oncogene quando
superexpresso (JOSEPH et al., 2002; LEI; CHEN; WU, 2002). Além disso, os
estudos evidenciam que alteracdes na expressdo de EEF1D podem resultar na
susceptibilidade a transformacdo e a aquisicdo de propriedades oncogénicas.
Embora o papel de cada uma das subunidades individuais do complexo EEF1 n&o
tenha sido claramente demonstrado, a expressdo das subunidades de EEF1 esta
desequilibrada em alguns tumores, indicando que os componentes do complexo
EEF1 podem executar fungdes individuais e relevantes em neoplasias malignas
(VEREMIEVA et al., 2011).

Vale destacar que Flores et al. (2016), em um estudo prévio, avaliando
potenciais marcadores para o CEC oral, utilizando microdisseccdo a laser,
associada a protebmica baseada em espectrometria de massas, identificou
inicialmente 2.529 proteinas, e dessas, 107 se mostraram mais expressas no CEC
oral o EEF1D foi a proteina indicada para validacdo por ter apresentado
reprodutibilidade de expressédo entre as amostras de CEC oral, alta significancia
estatistica, expressao aumentada em CEC oral e porque a sua funcdo biol6gica
ainda ndo havia sido investigada para essas neoplasia. Os resultados de ensaios de
validacéo confirmaram uma maior expressdo de EEF1D em CEC oral e considerou a
proteina um potencial biomarcador para o CEC oral podendo futuramente ser
indicada também para validacdo em estudos translacionais. Além de EEF1D, as
proteinas fascina e plectina, apresentaram resultados promissores nas amostras de
CEC oral, necessitando de mais estudos que confirmem o potencial dessas

proteinas como marcadores para essa heoplasia maligna de boca.
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2.6.4 Fascina

Fascina é uma proteina de ligacdo ao citoesqueleto associada a motilidade
celular e migracdo celular tanto em condi¢cbes neoplasicas quanto em situacdes
normais (YAMAKITA et al., 1996; ADAMS; SCHWARTZ, 2000; ADAMS, 2004;
KUREISHY et al., 2002; OSMANAGIS-MYERS et al., 2006; HASHIMOTO; PARSON;
ADAMS, 2007; CHEN et al., 2010; JANSEN et al., 2011; TURMER et al., 2015). A
expressdo de fascina € baixa ou ausente em células epiteliais normais, mas é
superexpressa em tumores associados com prognéstico ruim (MA; MACHESKY,
2014). Vérios estudos revelaram uma correlacdo positiva entre a expressao de
fascina e displasias (SHIMAMURA et al., 2011) e neoplasias malignas de pulmao
(GHEBEH et al., 2014; GROTHEY et al.,, 2000; YODER, et al., 2005), col6n
(HASHIMOTO et al., 2006; PUPPA et al., 2007; VIGNJEVIC et al., 2007; ADAMS,
2015), géstrico (HASHIMOTO et al., 2004), bexiga (Bl et al., 2013), mama (AL-
ALWAN et al. 2011), renal (TONG et al., 2005), esofagico (XUE et al., 2006; ZHANG
et al., 2006; XIE et al., 2010), laringe (GAO et al., 2012) e boca (ALAM et al., 2012;
MA; MACHESKY, 2014; RODRIGUES et al, 2017; ROUTRAY et al., 2017).
Curiosamente, a superexpressdo de fascina no carcinoma priméario tem sido
correlacionada a metéstase linfonodal e/ou a distancia, além de diminuicdo da
sobrevida global (ZIGEUNER et al., 2006; LEE et al., 2007; PUPPA et al., 2007;
ALAM et al.,, 2012). Associadamente, os estudos apontam que fascina pode
representar um potencial alvo molecular para a intervencdo terapéutica e um
importante regulador de metastase no microambiente tumoral, além de um preditor
de prognéstico (CHEN et al., 2007; ROUTRAY et al.,, 2017). Especificamente em
CEC oral, alta expresséo de fascina foi associada com agressividade, regulacao de
EMT e invasdo (CHEN et al., 2007; RODRIGUES et al., 2017). Portanto, estudos
explorando essas proteinas associada ao citoesqueleto tém sido encorajados para

melhor elucidar seu papel na tumorigénese oral.

2.6.5 Plectina

Plectina € uma proteina importante para a manutencdo da arquitetura,
integridade e morfologia celular ao se ligar a proteinas do citoesqueleto (WICHE,
1998; WINTER; WICHE, 2013; HARRYMAN et al., 2016). Ela esta localizada na
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superficie intracelular da membrana citoplasmatica, nos sitios de fixacdo dos
filamentos intermediarios, microtibulos e microfilamentos e forma uma rede
citoplasmatica e nuclear que fornece as células uma resisténcia mecanica (WICHE;
WINTER, 2011; CASTANON et al., 2013; WALKO; CASTANON; WICHE, 2015;
FRANKE et al., 2015; HARRYMAN et al., 2016). A plectina também participa da
polimerizagao de fibrilas de fibronectina enquanto ocorre a adesao fibrilar, e da
regulacdo de invasdo e migracdo celular através da ativacdo de quinase ERK1/2
(OSMANAGIC-MYERS et al, 2006; REZNICZEK; WALKO; WICHE, 2010;
RIKARDSEN et al., 2015; KATADA et al., 2012). Sua participagdo, nos mecanismos
de acao e a regulagéo da plectina em neoplasias malignas ainda permanece incerto,
mesmo com alguns estudos indicando a superexpressdo da proteina em tumores
malignos, localizados em colon (LEE et al., 2004), pele (RAYMOND et al., 2007,
CASTANON et al., 2013), pancreas (BAUSCH et al., 2009; BAUSCH et al., 2011; YU
et al., 2012; KONKALMATT et al., 2013; CHEN et al., 2018), figado (CHENG et al.,
2015; CHEN et al., 2018), es6fago (PAWAR et al., 2011; HU et al., 2015) e cabeca e
pescoco (TAKKUNEN et al., 2010; SUTOH-YONEYAMA et al., 2014; CHAUDHARI
et al.,, 2017). Katada et al. (2012), mostraram que plectina esta correlacionada com
proliferacdo, migracdo, invasdo e pior prognéstico em CEC de cabeca e pescoco.
Rikardsen et al. (2015), encontraram que a baixa expressao de plectina favorece um
melhor prognostico somente para pacientes com CEC oral ndo metastaticos. A
escassos estudos relacionado a plectina, evidencia a necessidade de trabalhos
explorando esta proteina na tumorigénese oral para que o seu papel possa ser
esclarecido.

Dessa forma, o objetivo deste estudo € avaliar o valor progndéstico do sistema
de gradacdo histopatoldgica proposto por Almangush et al. (2014), denominado
modelo BD e correlaciona-lo com outros quatro sistemas de gradacao
histopatologica descritos na literatura, além de determinar imunoexpressao de
proteinas relacionadas a tumorigénese oral como PINP, STC2, EEF1D, Plectina e

Fascina no progndstico de CEC de lingua e assoalho bucal.
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3 OBJETIVOS

Diante do que foi exposto e na necessidade de se encontrar um sistema de
classificacdo histopatologica e marcadores imuno-histoquimicos que prediz
prognaéstico em pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal, as finalidades dessa

dissertacéo estdo fundamentadas nos seguintes objetivos.

3.1 Objetivo geral

Avaliar o valor prognostico tanto de sistemas de gradacdes histopatoldgicas,
quanto da imunoexpressdo de proteinas relacionadas a tumorigénese oral em

amostras de CEC de lingua e assoalho bucal.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o valor prognostico de sistemas de gradacao histopatoldgica, tais como:
modelo de brotamento e profundidade de invasdo (modelo BD), modelo de risco
histoldgico (modelo HR), modelo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sistema
relacdo tumor-estroma (sistema TSR) e TSR associado ao modelo BD, em amostras
de carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal.

Determinar o valor da marcacdo imuno-histoquimica das proteinas: PINP (Pro-
peptideo N-terminal do pré-colageno tipo I), STC2 (Stanniocalcina 2), EEF1D (Fator
de alongamento de traducédo eucaribtica 1 delta), Fascina e Plectina no prognastico

de carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal.
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4 MATERIAL E METODOS

Para cumprimento dos objetivos propostos para este trabalho, foram
realizados diferentes métodos que serdo discutidos em sequéncia.

4.1 Amostras

Em uma avaliac@o epidemiolégica inicial foram analisados mais de 195 casos
de CEC oral (excluindo l4bios) do Hospital Bom Pastor de Varginha, MG, entre os
anos de 1998 a 2013. Os critérios de inclusdo escolhidos para este trabalho foram:
(1) Pacientes com diagndstico de CEC oral tratados nesse hospital; (2) Tratamento
cirtrgico realizado de acordo com procedimento padréo e consistindo em ressecgao
do tumor primério; (3) Dados clinico-patolégicos e o material do tumor emblocado
em parafina suficiente para avaliacdo. Os pacientes que contemplavam os critérios
de inclusdo somam 121 casos de CEC oral. Também foram avaliados 44 pacientes
com CEC oral do Hospital Carlos Van Buren de Valparaiso — Chile, sob os mesmos

critérios de incluséo.

4.2 Coleta de dados clinico-demograficos

Os dados demograficos (idade e género), habitos (de fumar e consumo de
alcool), clinicos (tempo de queixa, local do tumor e estadio clinico,
comprometimento linfonodal, recidiva, metastase, tratamento realizados, sobrevida
especifica e sobrevida livre da doenca) foi coletada dos prontuarios em ficha
apropriada (Anexo A). A descricdo da recidiva loco-regional da doenca foi
descriminada por meio dos registros clinicos se essa foi local (no sitio do tumor
primario), regional (no sitio da metastase cervical) ou a distancia.

A sobrevida livre de doenca (SLD), foi mensurada em meses, do dia da
cirurgia até o primeiro evento patologico documentado (tanto recidiva loco-regional
como primeira metastase a distancia) ou a data da ultima proservacéo (follow-up). A
sobrevida especifica de doenca (SED), foi medida também em meses, mas do dia
da cirurgia até o Obito ou Ultima data da proservacédo, indiferente ao status da
doenca.

Este trabalho foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG); Universidade Estadual de
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Campinas — Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP-FOP) e
Universidade de Valparaiso - Chile (Anexo B, C e D).

4.3 Microtomia e coloracéao

Os blocos de CEC oral analisados foram gentilmente cedidos pelo
Laboratorio IPD (Instituto de Prevencdo e Diagnéstica) de Varginha-MG,
responsavel pela analise anatomopatologica de todas as amostras do Hospital Bom
Pastor de Varginha-MG. As pecas cirargicas foram processadas no laboratorio de
Patologia do Departamento de Patologia e Parasitologia da UNIFAL-MG. Os cortes
e as coloracdes, realizadas para a primeira analise histopatoldgica, foram cortes
com 5 um de espessura de todos os blocos de parafina de cada paciente. Em
seguida, foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

O preparo das laminas e coloracdo de HE referente as amostras dos
pacientes com CEC oral do Hospital Carlos Van Buren de Valparaiso — Chile foram

processadas pelo professor Wilfredo Alejandro Gonzalez Arriagada.

4.4 Andlise histopatolégica em microscopia de luz da coloracéo de HE

Todas as andlises foram realizadas com auxilio microscépio 6ptico AxioCam
ICc3 (Zeiss, Alemanha) e a captura de imagens utilizando-se o programa AxioVision
(Zeiss, Alemanha).

A analise dos cortes corados em HE de Varginha — Brasil, foi realizada em
microscopia de luz por 2 avaliadores CBD (Catherine Bueno Domingueti) e LMRP
(Livia Maris Ribeiro Paranaiba), onde foram selecionadas duas laminas que melhor
representassem o fronte de invasdo (considerado como a porcdo de tecido
conjuntivo entre as células tumorais mais invasivas e o tecido normal adjacente) e a
melhor extensdo de profundidade tumoral. As amostras de Valparaiso — Chile,
passaram pelo mesmo critério de observacdo e foram separadas por WAGA
(Wilfredo Alejandro Gonzélez Arriagada) além de realizar todas as leituras das
laminas seguindo os critérios propostos e quando apresentou duvidas foram

encaminhadas fotografias para a discussdo com CBD e LMR.
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4.5 Avaliagcdo do modelo BD

A andlise dos cortes, foi realizada pela captura de imagens, para avaliar o
modelo BD. As capturas de imagens foram realizadas nos aumentos de 2,5x para
profundidade de invasao e objetiva de 40x para o nimero de brotamentos. A leitura
das laminas foi realizada de modo independente por 2 avaliadores CBD, MMC
(Milena Moraes de Carvalho) apos o seu periodo de calibracdo e casos onde houve
discordancia, a lamina foi reavaliada por CBD, MMC e LMRP. A andlise
histopatolégica seguiu os critérios publicados por Almangush et al. (2014), que
avalia duas caracteristicas histopatologicas: brotamento tumoral (B, do inglés -
budding) sdo grupamentos de até 5 células neoplasicas presentes no fronte de
invasdo, como demonstrado na figura 1 e profundidade de invasédo (D, do inglés —
deepth of invasion) que é medida da superficie do tumor até o fronte de invasao,
figura 2. Classificamos essas duas caracteristicas histopatolégicas de acordo com
os escores 0 (baixo risco), 1 (risco intermediario) e 2 (alto risco), descrito na tabela
3. Para andlise estatistica realizamos a unido de baixo risco e risco intermediario (1)

versus alto risco (2).

Tabela 3- Modelo BD proposto por Almangush et al.

Modelo BD*

Escores BD | Descricao histologica

A) Tumor com < 4mm de profundidade de invasédo e <5

0 ~ . : :

B) O tumor ndo invade estrutura vital subjacente.

A) Tumor com = 4mm de profundidade de invaséo e <5
1 brotamentos no fronte de invaséo.

B) Tumor superficial (<4 mm), mas com alta atividade de
brotamento no fronte de invasao (= 5 brotos).
A) Tumor com 24 mm de profundidade de invasdo e com
2 alta atividade de brotamento no fronte de invasao (= 5
B) Tumor, ocasionalmente, mostra invaséo vascular e/ou
Fonte: ALMANGUSH et al., 2014.

Nota: Modelo BD avalia duas caracteristicas, brotamento no fronte de invaséo (tumor budding) e
profundidade de invaséo (depth of invasion).
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Figura 1- Fronte tumoral indicando brotamento de células neoplasicas (grupos contendo de um a
cinco células).

*0-‘!‘ J.,a ‘4‘@\‘
Rv.m ‘V‘ ' \,

Legenda: As setas vermelhas apontam:
a) um brotamento no fronte de invasao,
b) dois brotamentos no fronte de invaséo,
c) seis brotamentos de células neopléasicas;
d) cinco brotamentos de células neoplasicas,
Todos em objetiva de 40x.

Fonte: Da autora.



Figura 2 - Profundidade de invasdo, mensurada da superficie até o ponto mais invasivo.

\3 . /

a valores para figura:
a) 1,08mm (< 4mm) de profundidade e

b) 4,08mm (= 4mm) profundidade de invaséao.
Todas em objetiva de 2,5x.

Fonte: Da autora.
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4.6 Avaliagcdo do modelo HR

Para treinamento e calibracéo de 2 avaliadores CBD e JG (Josiane Gongalves),
a analise dos cortes foi realizada por microscopia de luz. A leitura das laminas foi
realizada de modo independente por 2 avaliadores CBD e JG, e em casos de
discordancia as laminas foram reavaliadas por 3 avaliadores CBD, JG e LMRP.

A andlise histopatolégica para avaliar o modelo HR seguiu o0s critérios
publicados por Brandwein-Gensler et al. (2005), que avalia trés caracteristicas
histopatologicas: padréo de invasdo, demonstrado nas figuras 3, resposta linfocitaria
na figuras 4 e presenca de invasdo perineural figura 5. A tabela 4 revela a
classificacdo dessas trés caracteristicas histopatolégicas de acordo com o0s escores
0 (baixo risco), 1 a 2 (risco intermediario) e 3 a 9 (alto risco). Para andlise estatistica

realizou-se a unido de baixo risco e risco intermediério (1) versus alto risco (2).

Tabela 4- Modelo HR proposto por Brandwein-Gensler et al.

Modelo HR*
1. Padréo de invaséo: [2.Resposta linfocitaria: [3. Presenca de invasdo perineural:
Tipo 0: Ausente (0).
Tipo I:  Tumor compacto (0). Infiltrado continuo e denso no fronte do tumor (0). Nervos menores que 1mm de diametro (1).
Tipo Il: Grandes ilhas (0). Infiltrado linfocitario descontinuo (1). Nenos maiores que 1mm de diametro (3).

Tipo lll: llhas tumorais invasivas com mais de 15 células (0).  Resposta linfoicitaria limitada ou ausente (3).
Tipo IV: llhas tumorais invasivas com menos de 15 células (1).
Tipo V: Tumor satélite, células & Imm no fronte da invaséo (3).

Baixo risco (0) / Risco intermediario (1-2) / Alto risco (3-9)

Fonte: BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005.
Nota: Modelo HR (risco histoldgico).




Figura 3- Modelo HR, critério de padréo de invaséo.

Legenda: a) Tipo | e Il revela tumor compacto e/ou com grandes ilhas;
b) Tipo Ill revela ilhas tumorais invasivas com mais de 15 células;
c) Tipo IV demonstrando ilhas tumorais invasivas com menos de 15 células e
d) Tipo V revelando tumor satélite, células localizadas 1mm do fronte de
invasdo. Todas em objetiva de 2,5x.

Fonte: Da autora.
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Figura 4- Modelo HR, critério de resposta linfocitaria.

Legenda: a) Tipo | apresenta um infiltrado continuo e denso no fronte do tumor;
b) Tipo Il apresenta um infiltrado linfocitario descontinuo e
c) Tipo Il apresenta uma resposta linfocitaria escassa ou ausente.
Todas em objetiva de 2,5x.

Fonte: Da autora.
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Figura 5- Modelo HR, critério presenga ou auséncia de invasao perineural.

Legenda: Nervos maiores e menores que 1mm de didmetro, em
objetivas 10x.

Fonte: Da autora.

4.7 Avaliagdo da OMS

A andlise histopatologica para avaliar a classificacdo internacional de
tumores da OMS seguiu os critérios publicados por Barnes et al. (2005), que avalia
0os graus de queratinizagcdo do tumor (bem diferenciado, moderadamente
diferenciado, pobremente diferenciado nas figuras 6 e indiferenciado), os niveis de
pleomorfismo celular e nuclear e a presenca de atividade mitotica. Essa avalicao foi
coletada dos laudos histopatologicos dos pacientes de Varginha — Brasil (ANEXO A).
Os pacientes que nao apresentavam a avaliacdo da OMS no laudo, foi realizada por
CBD e os ja presentes, foram realizadas as confirmacg@es de leitura (releitura), com o
intuito de estabelecer o0 mesmo padréo de visualizagdo. Para andlise estatistica
realizamos a unidao de bem diferenciado e moderadamente diferenciado (1) versus

pobremente diferenciado (2).



Figura 6- Modelo da OMS.

Legenda: Classificado como:

Fonte:

a) Bem diferenciado,

b) Moderadamente diferenciado e
c) Pobremente diferenciado.
Todas em objetivas de 5x.

Da autora.
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4.8 Avaliacéo do TSR e associacao de TSR e MBD

A analise dos cortes foi realizada por microscopia de luz para treinamento e
calibragdo de 2 avaliadores CBD e JG. A leitura das laminas foi realizada de modo
independente por 2 avaliadores CBD e JG, e em casos de discordancia as laminas
foram reavaliadas por 3 avaliadores CBD, JG e LMRP. A analise histopatoldgica
para avaliar o TSR, seguiu os critérios publicados por Almangush et al. (2018), que
avaliaram 2 critérios: estroma pobre (<50%) ou estroma rico (250%), demonstrado
na figura 7.

A associacao das leituras do método de avaliacdo do TSR com o modelo BD,
seguiu os critérios proposto por Almangush et al. (2018), onde escore 0 (baixo risco)
sdo os trés parametros (brotamento do tumor, profundidade de invaséo e TSR)
apresentando abaixo dos pontos de corte, ou seja, <5 brotamentos, <4 mm de
profundidade e <50 % estroma; escore 1 (risco intermediario) apenas um dos
parametros excedendo o ponto de corte; escore 2 (alto risco) dois dos marcadores
excederam o ponto de corte; escore 3 (extremamente alto risco) todos os
paradmetros excedendo o ponto de corte. Dessa maneira, oS casos com escore 0
foram considerados de baixo risco (1); escore 1 ou 2 foram considerados de risco
intermediéario (2) e escore 3 de alto risco (3). Para andlise estatistica realizamos a

unido de baixo risco e risco intermediario (1) versus alto risco (2).



Figura 7- Critérios de avaliacdo do sistema TSR.

Legenda: a) Estroma pobre (<50%);
b) Estroma rico (250%) no fronte tumoral.
Todas em objetiva de 5x.

Fonte: Da autora.
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4.9 Reacgdo imuno-histoquimica

Para a reacdo de imuno-histoquimica foram realizados cortes com 3 pum de
espessura da pré-selecdo dos blocos referentes as laminas que melhor
representaram o fronte de invaséo. Os cortes foram aderidos as laminas silanizadas
e em seguida para melhor fixacdo dos fragmentos, as mesmas permaneceram em
estufa a 60°C overnight. Os cortes histolégicos foram diafanizados em trés
sequéncias de Histological Clearing Agent / Histo-Clear (National diagnostic), por 5
minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em concentragdes decrescentes
de alcool (100%, 90% e 70%) e posteriormente lavados em agua destilada por 5
minutos.

Os anticorpos referentes a tabela 5, apés o periodo de padronizacao foi
estabelecido o procedimento operacional padrao (POP). O procedimento inicial de
recuperacdo antigénica foi realizado através da imersdo das laminas em solucao
target retrieval solution diluicdo 1:50 com agua destilada (Dako) em vaporeira a
95°C por 20 minutos. Ap6s 20 minutos em temperatura ambiente para esfriamento,
os cortes foram lavados em wash buffer (Dako) e a atividade da peroxidase
enddgena foi bloqgueada com bperoxidase-blocking reagent (Dako) por 5 minutos
seguindo por wash buffer. Em seguida, os cortes foram incubados overnight a 4-8°C
em camera Umida com o anticorpo primario descritos na tabela 5, diluido com

solucdo tamponada de fosfato salino (PBS).

Tabela 5- Anticorpos, dilui¢cbes utilizadas e marcas.

Anticorpos Diluicdes Marca
Anti-Fascina Mouse Monoclonal 1: 1000 Abcam Inc, USA
Anti-Plectina Goat  Policlonal 1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA
Anti-STC2 Rabbit Policlonal 1:100 Invitrogen Inc, USA
Anti-EEF1D Rabbit Policlonal 1:2500 Sigma—Aldrich Inc, USA
Anti-PINP  Rabbit Policlonal 1:5000 Caseiro

Fonte: Da autora.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas com wash buffer por 5 min e nos
cortes foram adicionados o linker (Dako) por 15 minutos, seguindo por wash buffer e
incubados com a enzima HRP (Dako) por 30 minutos, apos foram lavadas duas
vezes com wash buffer, seguindo por revelagdo com substrate working solution,
diluicdo 20:1000 de substrate buffer e DAB + Chromogen (Dako). Ao final, as
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laminas foram lavadas com wash buffer em seguida por agua destilada por 5
minutos, contra-coradas com hematoxilina de Harris por 20 segundos, lavadas em
agua corrente por 5 minutos, lavadas em agua destilada e montadas com
Fluoromount-G™ (Electron Microscopy Sciences).

O protocolo utilizado para o anticorpo Plectina (goat, policlonal, diluicdo 1:100,
da marca Santa Cruz Biotechnology Inc, USA), iniciou também com a recuperacao
antigénica onde as laminas ficaram imersas no solucdo tamponada de citrato (10mM
— pH 6.0) em vaporeira a 95°C por 15 minutos. Apos 15 minutos em temperatura
ambiente para esfriamento, os cortes foram lavados em PBS e a atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxidase-blocking reagent (Dako) por 5
minutos seguindo por lavagem PBS de 10 minutos. A seguir foi adicionado sobre
cada corte BSA (bovine serum albumins — SIGMA-ALDRICH) a 37°C por 10 minutos
e os cortes foram incubados em camera umida por 16 horas a 4°C com o anticorpo
primario Plectina, diluido com PBS. No dia seguinte, foram lavadas com PBS e nos
cortes foram adicionados Donkey Anti-goat (Biotin - Abcam — ab6884) por 30
minutos a 37°C, seguindo por duas lavagens com PBS de 10 minutos cada e
incubados com Avidim peroxidase conjugate (Biotin - Abcam — ab59653) por 15
minutos a 37°C, apos foi realizado duas trocas de PBS. Para a revelagéo utilizamos
0 substrate working solution, diluicdo 20:1000 (Dako). Ao final, as laminas foram
lavadas com PBS por 5 minutos e em seguida por agua destilada, contra-coradas
com hematoxilina por 20 segundos, lavadas em agua corrente por 5 minutos,
lavadas em agua destilada e montadas com Fluoromount-G™. Vale ressaltar que os
experimentos de imuno-histoquimica foram realizados na Universidade de

Valparaiso (Chile), no laboratério do professor WAGA.

4.10 Analise histopatoldgica imuno-histoquimica

A realizacdo da leitura e calibracdo das laminas de imuno-histoquimica foi
realizada pelos avaliadores CBD e WAGA com auxilio de microscopia de luz sob o
microscoépio Optico Leica DM500, e a captura de imagens (objetiva 20x) utilizando-se
0 programa Leica LAS EZ (trés campos). As pontuacdes foram atribuidas de acordo
com a porcentagem de células tumorais positivas e a intensidade da coloragéo.
Para: Fascina (Figuras 8), EEF1D (Figuras 9), STC2 (Figuras 10), Plectina (Figura

11) e PINP (Figura 12) foram avaliadas as porcentagens de células tumorais
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positivas, 0s escores foram 0s seguintes: 0- negativo; 1- <25%; 2- 26%-50%; e 3- >
51%. Para intensidade, os escores foram os seguintes: 0- negativo; 1- fraco; 2-
moderado e 3- forte. As pontuacdes finais foram calculadas de acordo com a soma
da porcentagem de células positivas e a intensidade da coloracdo e para analise
estatistica, as amostras foram categorizadas em dois grupos. A baixa expressao (1)
foi definida como um escore final <4 pontos e alta expressao (2) foi definida como
um escore final = 4, como descrito por Dourado et al. (2018), demonstrado na tabela
6. O escore para PINP no estroma foi avaliado da seguinte forma: as células
estromais marcadas foram classificados como negativo se 0% das células estromais
fossem marcados com PINP, escassos se 1% a 50% fossem PINP positivos e
abundantes se > 50% das células estromais fossem PINP positivos (Figuras 12),

como descrito por Bagordakis et al. (2016), descrito na tabela 7.

Tabela 6- Marcacdo imuno-histoquimica descrita por Dourado et al.

Marcacao imuno-histoquimica
Porcentagem de células marcadas | Intensidade da marcacao

Negativo (0) Negativo (0)
<25% (1) Fraco (1)
26% - 50% (2) Moderado (2)
>51% (3) Forte (3)

Baixa expressao 1-3 (<4) / Alta espressao 4-6 (=4)

Fonte: DOURADO et al., 2018.

Tabela 7- Marcag&o imuno-histoquimica descrita por Bagordakis et al.

Marcacao imuno-histoquimica
Negativo (0%)
Escasso (1% a 50%)
Abundante (> 50%)

Fonte: BAGORDAKIS et al., 2016.



Legenda:

Fonte:

Intensidade de marcacéo:
a) Baixo;

b) Moderado

c) Forte.

Todas em objetiva de 20x.
Da autora.
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Intensidade de marcacao:
a) Baixo;
b) Moderado
c) Forte.
Todas em objetiva de 20x.

Da autora.
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Figura 10- Imunoexpresséo de STC2.

Intensidade de marcacao:
a) Baixo;

Legenda:

b) Mode’rado

c) Forte.
Todas em objetiva de 20x.

Da autora.

Fonte:



Figura 11- Imunoexpresséo de Plectina
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Legenda:

Fonte:

Intensidade de marcacao:
a) Negativo

b) Baixo

¢) Moderado

Todas em objetiva de 20x.

Da autora.
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Figura 12- Imunoexpresséo de PINP.

Fonte:

Intensidade de marcacao / Marcagéo'deJ

células estromais:

a) Negativo / Negativo

b) Baixa / 1-50%

¢) Moderada / >50% células do estroma
Todas em objetiva de 20x

Da autora.
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4.11 Anélise estatistica

As informacdes clinicas adquiridas dos prontuarios dos pacientes foram
inicialmente, transferidas para a ficha padronizada (ANEXO A) e, em seguida, tanto
os dados clinicos quanto as analises microscopicas foram armazenadas em
planilhas no Microsoft Excel (2013) formando um banco de dados. A anélise
estatistica foi realizada por meio do software de estatistica MedCalc (versdo 17.8.1).
O valor de significancia atribuido p=0,05. Realizou-se analises estatistica qui-
guadrado, tanto para os sistemas de gradacdo histopatolégica como para os
marcadores. As curvas de sobrevida foram construidas com base no método de
Kaplan-Meier e comparadas com o teste Log-rank. Para a andlise multivariada, foi
utilizado o modelo de riscos proporcionais de Cox (método stepwise), incluindo
os parametros clinicos patolégicos, sistemas de gradacdo histopatolégica e

marcadores imuno-histoquimicos.
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5 RESULTADOS

Dos 121 pacientes com CEC oral do Hospital Bom Pastor de Varginha —
Brasil que contemplavam os critérios de inclusdo e dos 44 pacientes da
Universidade Valparaiso — Chile, selecionamos apenas as topografias de lingua e
assoalho bucal. Dessa maneira obtive-se 98 pacientes (79%) de Varginha — Brasil e
26 de Valparaiso — Chile (21%), totalizando um grupo de 124 pacientes com CEC de
lingua e assoalho bucal.

Desses 124 pacientes avaliados, a idade mediana foi de 62 anos. De
acordo com o0s aspectos epidemiologicos 66,1% dos pacientes eram do género
masculino (n=82). Tabagista (n=83; 66,9%) e etilista (n=61; 49,2%). Os pacientes
gue fumavam e bebiam conjuntamente eram 48,4% (n=60) e a localizacao estudada
foi a lingua (n=91; 73,4%), seguida de assoalho bucal (n=33; 26,6%) (Tabela 8).

Em relacdo ao sistema TNM, a maior prevaléncia (n=76; 61,3%) foi de
tumores T1 e T2. Desses 76 pacientes, 55 (44,4%) foram T2. Quanto aos tumores
T3 e T4 (n=44; 35,5%), 23 pacientes foram T4 (18,5%). Em relacéo a variante N, a
maior prevaléncia foi de NO com 68 pacientes (54,8%), seguido por 24 pacientes
(19,3%) com N1, 22 pacientes (17,7%) com N2, trés pacientes (2,4%) com NX e trés
pacientes (2,4%) com N3. Em relacdo a variante M, foi observada uma maior
prevaléncia (67 pacientes; 54,0%) de MO, seguida de MX (n=51; 41,1%).

Ao analisar o estadiamento clinico, a associacado dos estadiamento Ill e IV se
mostrou mais prevalente (n=72; 58,0%) em relagcéo a associacao dos estadiamentos
de niveis | e Il (n=48; 38,7%). De acordo com a associa¢ado do estadiamento Il e IV,
o estadiamento clinico que mostrou mais frequente entre esta associacdo foi de
nivel IV com 34,7% (n=43). E estadiamento clinico em analise univariada mostrou
uma tendéncia (p=0,07) para sobrevida especifica de doenca (Tabela 8).

A maioria das pecas cirurgicas avaliadas apresentaram margens livres (n=61,
49,2%), presenca de invasdo vascular (n=60, 48,4%) e invasao perineural (n=66,
53,2%) (Tabela 8). Quanto ao tratamento estabelecido para os pacientes, 24
(19,3%) realizaram apenas cirurgia, 43 (34,7%) associaram cirurgia e radioterapia e
52 (41,9%) se submeteram a cirurgia, radioterapia e a quimioterapia (Tabela 8).



59

Tabela 8 - Caracteristicas clinico-patolégicas e andlise univariada para sobrevida especifica e livre de
doenca de pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal.

Namero de | Sobrevida especifica de doenga Sobrevida livre de doenga
Parametros pacientes | % em S | o 9506 cly/p valor | 0 ™3| HR (95% Cly/p valor
(%) anos anos
Local de amostras
Varginha- Brasil 98 (79,0) 63,5 Referéncia 72,2 Referéncia
Valparaiso- Chile 26 (21,0) 63,3 1,57 (0,70-3,53) /0,19 73,1 0,81 (0,33-1,95) /0,64
Idade
<62 anos 63 (50,8) 514 Referéncia 66,5 Referéncia
>62 anos 61 (49,2) 75,1 0,88 (0,43-1,82) /0,73 77,0 0,99 (0,43-2,27) /0,99
Género
Masculino 82 (66,1) 64,4 Referéncia 75,6 Referéncia
Feminino 42 (33,9) 67,0 1,11 (0,52-2,37) /0,77 67,6 0,81 (0,35-1,91) /0,64
Habito de fumar
N&o 17 (13,7) 52,3 Referéncia 57,3 Referéncia
Sim 83 (66,9) 68,4 0,74 (0,27-2,00) / 0,50 775 0,67 (0,22-2,09) /0,43
Habito de beber
Nao 32 (25,8) 64,9 Referéncia 58,8 Referéncia
Sim 61 (49,2) 63,2 1,36 (0,60-3,03) /0,45 79,9 0,78 (0,31-1,92) /0,57
Localizacao
Lingua 91 (73,4) 64,9 Referéncia 75,7 Referéncia
Assoalho bucal 33 (26,6) 72,2 0,70 (0,31-1,58) /0,42 70,6 1,03 (0,40-2,62)/0,94
Estadiamento Clinico
Al 48 (38,7) 79,2 Referéncia 67,5 Referéncia
n/nv 72 (58,0) 58,3 2,07 (0,99-4,31) /0,07 78,3 0,66 (0,29-1,46) /0,29
Sequéncia de tratamento
Cirurgia 24 (19,3) 82,8 Referéncia 71,2 Referéncia
Cirurgia / RT 43 (34,7) 67,0 1,14 (0,42-3,13) 85,1 0,75 (0,25-2,29)
Cirurgia/RT/QT 52 (41,9) 58,3 1,32 (0,50-3,46) /0,84 66,8 1,67 (0,56-5,00) /0,19
Margens cirdrgicas
Livres 61 (49,2) 78,6 Referéncia 76,4 Referéncia
Comprometidas 42 (33,9) 50,1 2,13 (0,87-5,20) / 0,05 57,1 1,58 (0,61-4,05) /0,27
Comprometimento linfonodal
Nao 65 (52,4) 79,0 Referéncia 78,0 Referéncia
Sim 56 (45,2) 51,6 1,94 (0,93-4,06) /0,07 67,7 1,54 (0,68-3,51) /0,26
Invasdo vascular
Nao 13 (10,5) 32,1 Referéncia 50,0 Referéncia
Sim 60 (48,4) 61,6 0,57 (0,15-2,18) /0,32 715 1,82 (0,36-9,08) /0,54
Invaséo perineural
Nao 58 (46,8) 74,4 Referéncia 68,5 Referéncia
Sim 66 (53,2) 58,6 1,31 (0,63-2,68) /0,46 76,9 0,92 (0,41-2,06) /0,83
Resposta linfocitaria
Tipo I/l 94 (75,8) 70,3 Referéncia 79,4 Referéncia
Tipo il 30 (24,2) 50,1 2,01 (0,82-4,95) /0,06 54,4 2,44 (0,94-6,36) / 0,02
Padréo de invaséo
Tipo I/1L/ M/ NV 111 (89,5) 66,1 Referéncia 72,2 Referéncia
Tipo V 13 (10,5) 62,5 0,95 (0,29-3,07) / 0,93 78,6 0,92 (0,22-3,74) /0,91

Fonte: Da autora.
Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (Cl) confidence interval.

Apoés 5 anos, 60,5% dos pacientes (n=75) estavam vivos, sendo que 26,6%
ndo apresentavam evidéncia da doenca (n=33) e 33,8% com a doenca (n=42), 14
foram perdidos de vista (11,3%). Quanto aos 6bitos, 31 pacientes (25,0%) morreram
depois de, em meédia, 26,6 meses. Trinta pacientes (24,2%) morreram devido ao
tumor e um (0,8%) morreu por outras causas. Dos 124 pacientes, 80 (64,5%)

realizaram esvaziamento linfonodal, mas apenas 56 (45,2%) deles apresentando
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comprometimento dos linfonodos e em analise univariada observa-se uma tendéncia
(p=0,07) para sobrevida especifica de doenca (Tabela 8). Desses 56 pacientes com
comprometimento linfonodal, 47 (37,9%) revelaram alta imunoexpressao de Fascina,
37 (29,8%) de EEF1D e 33 (26,6%) de STC2. Os pacientes que demonstraram baixa
imunoexpressao foram 51 (41,1%) para Plectina, 41 (33,1%) para PINP tumor e 46
(37,1%) para PINP no estroma. Considerando a variavel profundidade de invaséo, a
maioria das amostras (n=97; 78,2%) foi acima de 4mm, e ao analisar numeros de
brotamentos, verificou-se que 63 delas (50,8%) apresentaram menos de 5
brotamentos no fronte de invasdo. O escore mais prevalente foi o de baixo risco e
risco intermediario (n=73; 58,9%), seguido do alto risco, (n=51; 41,1%) (Tabela 9).
Ao correlacionar estadiamento clinico com os escore do modelo BD, observamos
gue dos 48 pacientes (38,7%) com estadiamento iniciais (I e Il), 16,1% apresentaram
(n=20) um escore alto do modelo BD.

A avaliagao dos resultados com base na classificagédo internacional de tumores
da OMS, revelou que a maioria das pecas cirurgicas foram classificadas como bem
diferenciadas e moderadamente diferenciadas (n=116; 93,5%), dessa associacao a
maioria moderadamente diferenciados (66,9%; n=83), apenas 6,5% foram
classificados como pobremente diferenciados (n=8) (Tabela 9).

A leitura das laminas revelou que a maioria dos pacientes apresentaram com
<50% de estroma (n=83; 66,9%), seguido de 33,1% dos pacientes com 250% de
estroma (n=41). A associacdo do TSR e MBD revelou que a maioria dos pacientes
78,2% apresentaram escores (n=97) de baixo risco e risco intermediario, seguido de
alto risco (n=27; 21,8%). Da associacdo dos escores de baixo risco e risco
intermediarios observou-se que o risco intermediario foi 0 mais prevalente com
72,6% (n=90) (Tabela 9).

Considerando as variaveis do modelo HR observou-se que 89,5% (n=111)
apresentam o padréo de invaséao (tipo I/ 11 / 1l / 1V), 75,8% dos pacientes (n=94)
apresentaram resposta linfocitaria (tipo | /1) e 53,2% (n=66) apresentaram presenca
de invasdo perineural, revelando que a maioria dos pacientes (n=103; 83,1%)
apresentou o escore de baixo risco e risco intermediario, sendo o0 mais prevalente o

baixo risco (65,3%; n=81), 16,9% dos pacientes com alto risco (n=21) (Tabela 8 e 9).
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Tabela 9 — Parametros clinicos-patoldgicos, sistemas de gradacgdes histopatolégicas e analise univa-
riada para sobrevida especifica e livre de doenca de pacientes com carcinoma espinocelu-
lar de lingua e assoalho bucal.

Numero de | Sobrevida especifica de doenca Sobrevida livre de doenga
Parametros pacientes | % em 5 HR (95% ClI)/p valor % em>S HR (95% ClI)/p valor
(%) anos anos

Modelo HR

Baixo / Intermediario 103 (83,1) 67,8 Referéncia 74,5 Referéncia

Alto 21(16,9) 53,5 2,16 (0,78-5,99) / 0,05 66,2 1,65 (0,51-5,31) /0,29
Profundidade de invasao

<4 mm 27 (21,8) 78,0 Referéncia 68,1 Referéncia

24 mm 97 (78,2) 62,6 1,39 (0,58-3,31) /0,49 75,0 0,74 (0,27-2,02) /0,51
Brotamento tumoral

<5 63 (50,8) 78,1 Referéncia 82,3 Referéncia

25 61 (49,2) 51,7 2,10 (1,02-4,35) /0,03 60,8 2,51 (1,09-5,79) /0,01
Modelo BD

Baixo / Intermediario 73 (58,9) 73,5 Referéncia 78,1 Referéncia

Alto 51(41,1) 50,8 1,88 (0,88-3,99) /0,05 63,5 1,82(0,77-4,31) /0,12
Modelo da OMS

Bem / Moderadamente 116 (93,5) 68,4 Referéncia 74,0 Referéncia

Pobremente diferenciado 8 (6,5) 0,0 4,76 (0,60-37-26) /0,001 50,0 2,58 (0,11-59,59) /0,32
TSR

Estroma pobre 83 (66,9) 65,6 Referéncia 74,2 Referéncia

Estroma rico 41 (33,1) 64,2 1,46 (0,68-3,10) /0,29 73,9 1,10 (0,47-2,55) /0,80
TSR e MBD

Baixo / Intermediario 97 (78,2) 68,2 Referéncia 77,6 Referéncia

Alto 27 (21,8) 55,3 2,09 (0,80-5,41) / 0,05 56,4 2,70 (0,89-8,13) /0,01

Fonte: Da autora.
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval.

Na andalise dos marcadores imuno-histoquimicos, observou-se que o0s
marcadores com alta expressédo foram: Fascina (84,7%; n=105); EEF1D (62,9%;
n=78) e STC2 (55,6%; n=69). No entanto, tanto Plectina (84,7%; n=105) quanto
PINP no tumor (75%; n=93) mostraram baixa expressdo. A segunda analise do
marcador PINP foi realizada referente ao estroma, revelando que na maioria dos
pacientes houve uma presenca de >50% (83,1%; n=103) de marcacdo no estroma
(Tabela 10).

Dos 124 pacientes analisados, o tempo médio de acompanhamento foi de 90
meses, variando de 1 a 136 meses, para a sobrevida especifica de doenca e de 91
meses, variando de 1 a 136 meses, para sobrevida livre de doenca. Adicionalmente,
pode-se observar que em 60 meses (5 anos) aproximadamente 68% dos pacientes
estdo vivos (Figura 13) e em 60 meses (5 anos) aproximadamente, 73% dos

pacientes estavam livres de recorréncia (Figura 14).
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Tabela 10- Caracteristicas dos marcadores imuno-histoquimicos e andlise univariada para sobrevida
especifica e livre de doenca de pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e asso-

alho bucal.
Numero de | Sobrevida especifica de doenca Sobrevida livre de doenca
Parametros | pacientes | % em S | o g506 ciy/p valor | 2 ®™ | HR (95% ClI)/p valor
(%) anos anos

Fascina

Baixa expressdo 15 (12,1) 40,4 Referéncia 92,3 Referéncia

Alta expresséo 105 (84,7) 69,7 0,51 (0,18-1,47)/0,11 70,8 0,93 (0,26-3,24) /0,91
EEF1D

Baixa expressao 41 (33,1) 77,1 Referéncia 77,9 Referéncia

Alta expressédo 78 (62,9) 58,1 1,55 (0,73-3,29) /0,28 72,0 0,87 (0,37-2,04) /0,74
STC2

Baixa expressdo 29 (23,4) 89,5 Referéncia 100,0 Referéncia

Alta expressédo 69 (55,6) 47,6 3,09 (1,21-7,85)/ 0,05 57,2 2,97 (1,17-7,52) /0,02
Plectina

Baixa expressdo 105 (84,7) 64,4 Referéncia 76,1 Referéncia

Alta expressao 15(12,1) 74,5 0,84 (0,27-2,60) /0,78 57,1 0,68 (0,19-2,39) /0,60
PINP (tumor)

Baixa expressdo 93 (75,0) 65,3 Referéncia 79,8 Referéncia

Alta expresséo 24 (19,4) 58,3 1,04 (0,44-2,48) /0,91 61,5 1,73 (0,68-4,36) /0,18
PINP (estroma)

>50% 103 (83,1) 64,4 Referéncia 76,4 Referéncia

1a50% 8 (6,5) 68,6 1,28 (0,25-6,38) 40,0 3,79 (0,44-32,78)/ 0,04

0% 6 (4,8) 75,0 1,19 (0,13-10,31)/0,92 100,0 NA

Fonte: Da autora.

Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval.

Figura 13 — Sobrevida especifica de doenca em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e
assoalho bucal.
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Figura 14- Sobrevida livre de doenga em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e
assoalho bucal.
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Fonte: Da autora.

Considerado os parametros clinico-patoldgicos indicados na Tabela 8, 9 e 10
em andlise univariada, observou-se que, margens cirdrgicas comprometidas
(p=0,05), mais de 5 brotamentos tumorais no fronte de invasdo (p=0,03), escore alto
do modelo BD (p=0,05), tumores pobremente diferenciados (p=0,001), escore alto
de TSR e MBD (p=0,05) e escore alto do modelo HR (p=0,05) correlacionaram
significantemente com pior prognéstico considerando sobrevida especifica da
doenca. Ja os indicadores, mais que 5 brotamentos tumorais no fronte de invasao
(p=0,01), escore alto de TRS e MBD (p=0,01) e resposta linfocitaria escassa ou
ausente (p=0,02) influenciaram significativamente a sobrevida livre de doenca
favorecendo um pior prognaostico.

O escore alto de TSR e MBD resistiu a andlise multivariada de Cox para os
sistemas de gradacbes histopatoldgicas, apOs ajuste para outros fatores
prognésticos, considerando tanto a sobrevida especifica (p=0,03) quanto a livre de
doenca (p=0,03). Embora a classificacdo da OMS tenha revelado significancia
para sobrevida especifica de doenca, observamos que o grupo analisado (93,5%
das amostras foram classificadas como bem ou moderadamente diferenciada e
apenas 6,5% como pobremente diferenciado) ndo foi homogéneo para

interpretacdes estatisticas em analise multivariada (Tabela 11 e 12).
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Tabela 11- Analise multivariada de Cox para os sistemas de gradagdes histopatoldgicas para sobrevi-
da especifica de doenca em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho

bucal.
Pardmetros Sobrevida especifica de doenca
HR (95% CI) | p valor
TSR e MBD
Baixo / Intermediério Referéncia 0.03
Alto 2,61 (1,07-6,36) ’

Fonte: Da autora.
Nota: (HR) hazard ratio e (Cl) confidence interval.

Tabela 12- Analise multivariada de Cox para sobrevida livre de doenca dos sistemas de gradacdes
histopatolégicas em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal.

Pardmetros Sobrevida livre de doenca
HR (95% CI) | p valor
TSR e MBD
Baixo / Intermediario Referéncia 0.03
Alto 2,59 (1,09-6,18) ’

Fonte: Da autora.
Nota: (HR) hazard ratio e (Cl) confidence interval.

Ao analisar os marcadores imuno-histoquimicos em relacdo a sobrevida dos
pacientes, observou-se que a alta expressdo de STC2 interferiu significativamente
na sobrevida especifica (p=0,05) e na livre de doenca (p=0,02) dos pacientes
(Tabela 10). No entanto, na analise multivariada de Cox, 0os parametros resistentes
foram margens cirargicas comprometidas (p=0,03) para sobrevida especifica de
doenca e tratamento com multimodalidades (cirurgia, radioterapia e quimioterapia)
(p=0,02) e alta expressao de STC2 (p=0,04) para sobrevida livre de doenca (Tabela
13 e 14).

Tabela 13- Andlise multivariada de Cox com parametros clinicos-patoldgicos, o sistema de gradagdo

histopatolégico TSR e MBD e os marcadores imuno-histoquimicos para sobrevida especi-
fica de doenga em pacientes com carcinoma espinicelular de lingua e assoalho bucal.

Sobrevida especifica de doenca

Parametros HR (95% CI) [ p valor
Margens cirurgicas
Livres Referéncia 0.03
Comprometidas 3,15 (1,06-9,35) ’

Fonte: Da autora.
Nota: (HR) hazard ratio e (Cl) confidence interval.
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Tabela 14- Analise multivariada de Cox para sobrevida livre de doenga com parametros clinicos-pato-
I6gicos, o sistema de gradacao histopatologico TSR e MBD e os marcadores imuno-histo-
quimicos em pacientes com carcinoma espinicelular de lingua e assoalho bucal.

Sobrevida livre de doenca

Parametros HR (95% CI) [ pvalor
Sequéncia de tratamento
Cirurgia
Cirurgia/ RT Referéncia 0,02
Cirurgia/ RT/QT 3,28 (1,15-9,34)
STC2
Baixa expressao Referéncia 0,04
Alta expressao 3,42 (1,04-11,22)

Fonte: Da autora.
Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval.

A analise de qui-quadrado foi realizada entre os sistemas de gradacgfes
histopatoldgicas e expressdes imuno-histoquimica dos marcadores, para avaliar a
correlacéo entre eles (Tabela 15 e 16).

As associacbes dos sistemas de gradacdo histopatolégicas com as
caracteristicas clinicas e patolégicas sao mostradas na Tabela 15. Uma significante
correlacdo entre modelo BD e sequéncia de tratamento (p=0,03), invasao perineural
(p=0,03), profundidade de invasdo (p=0,0001) e brotamento tumoral (p=0,0001) foi
observada neste estudo. Nenhum paréametro foi correlacionado com a classificagao
da OMS. Considerando o sistema TSR, habito de beber (p=0,01), margens
cirdrgicas (p=0,03), invasao perineural (p=0,0005), brotamento tumoral (p=0,002) e
padrao de invasao (p=0,02) foram correlacionados significativamente. Para o modelo
HR, habito de fumar (p=0,02), estadiamento clinico (p=0,03), invasao perineural
(p=0,005), resposta linfocitaria (p=0,0001) e padrdo de invasdo (p=0,0001) foram
significativos. Por fim, o modelo associado TSR e MBD correlacionou
significativamente com invasdo perineural (p=0,01), profundidade de invasédo
(p=0,002), brotamento tumoral (p=0,0001) e padréo de invaséo (p=0,02).

As associacles entre as expressdes imuno-histoquimicas dos marcadores e
as caracteristicas clinicas e patoldgicas sdo mostradas na Tabela 16. Uma
significante correlagdo entre a imunoexpressdo de Fascina e género (p=0,01) e
invasdo perineural (p=0,03) foram observadas. Para EEF1D, identificou-se que
sequéncia de tratamento (p=0,01) e resposta linfocitaria (p=0,005) foram
significantes. STC2 mostrou a significAncia com invasdo perineural (p=0,02),

resposta linfocitaria (p=0,03), profundidade de invaséo (p=0,03) e padrao de invasao
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(p=0,03) revelaram significancia. Em relacao a plectina, apenas género (p= 0,004) e
brotamento tumoral (p=0,05) mostraram significancia. PINP (tumor), sequéncia de
tratamento (p=0,02) e recidiva e/ou metastase (p=0,01) foram significantes. PINP
(estroma), estadiamento clinico (p=0,01), comprometimento linfonodal (p=0,03) e

profundidade de invasao (p=0,0002) foram significativos.



Tabela 15 - Andlise estatistica pelo método qui-quadrado dos pardmetros clinico-|

patolégicos com os sistemas de gradacéo histopatolégica.

Modelo BD Modelo da OMS TSR Modelo HR TSR e MBD
Parametros Baixo / Inter. Alto risco p Bem /Mod. [ Pobremente p Estroma pobre| Estromarico p Leve /Mod. Abundante p Leve /Mod. Abundante p
N°de N°de valor N°de N°de valor N°de N°de valor N°de N°de valor N°de N°de valor
pacientes (%) | pacientes (%) pacientes (%) |pacientes (%) pacientes (%) | pacientes (%) pacientes (%) [ pacientes (%) pacientes (%) | pacientes (%)
Idade
<62 anos 34 (46,6) 29 (56,9) 026 60 (51,7) 3(37,5) 043 47 (51,1) 16 (50,0) 091 55 (53,4) 8(38,1) 020 48 (49,5) 15 (55,6) 057
>62 anos 39 (53,4) 22 (43,1) ' 56 (48,3) 5(62,5) ' 45 (48,9) 16 (50,0) ' 48 (46,6) 13(61,9) ' 49 (50,5) 12 (44,4) '
Género
Masculino 46 (63,0) 36 (70,6) 0.38 77 (66,4) 5(62,5) 0.82 65 (70,7) 17 (53,1) 0.07 68 (66,0) 14 (66,7) 0.95 65 (67,0) 17 (63,0) 0.69
Feminino 27 (37,0) 15 (29,4) ' 39 (33,6) 3(37,5) ' 27 (29,3) 15 (46,9) ' 35 (34,0) 7 (33,3) ' 32(33,0) 10 (37,0) '
Habito de fumar
N&o 12 (20,7) 5(11,9) 025 16 (17,2) 1(14,3) 0.84 10 (14,1) 7 (24,1) 022 17 (21,0) 0(0,0) 0.02 14 (18,4) 3(12,5) 050
Sim 46 (79,3) 37 (88,1) ' 77 (82,8) 6 (85,7) ' 61 (85,9) 22 (75,9) ' 64 (79,0) 19 (100,0) ' 62 (81,6) 21 (87,5) '
Habito de beber
Né&o 21 (39,6) 11 (27,5) 0.22 29 (33,7) 3(42,9) 0.62 17 (26,2) 15 (53,6) 0.01 26 (34,7) 6 (33,3) 0.91 24 (34,3) 8(34,8) 0.96
Sim 32 (60,4) 29 (72,5) ' 57 (66,3) 4(57,1) ' 48 (73,8) 13 (46,4) ' 49 (65,3) 12 (66,7) ' 46 (65,7) 15 (65,2) '
Localizacdo
Lingua 54 (74,0) 37 (72,5) 0.86 85 (73,3) 6 (75,0) 0.91 70 (76,1) 21 (65,6) 0.25 77 (74,8) 14 (66,7) 0.44 71(73,2) 20 (74,1) 0.92
Assoalho bucal 19 (26,0) 14 (27,5) ' 31(26,7) 2 (25,0) ' 22 (23,9) 11 (34,4) ' 26 (25,2) 7 (33,3) ' 26 (26,8) 7 (25,9) '
Estadiamento Clinico
11 28 (40,0) 20 (40,0) 100 45(398) 3(42,9) 0.87 37 (42,0) 11 (34,4) 045 44 (44,4) 4(19,0) 0.03 36 (38,7) 12 (44,4) 059
n/n 42 (60,0) 30 (60,0) ' 68 (60,2) 4(57,1) ' 51 (58,0) 21 (65,6) ' 55 (55,6) 17 (81,0) ' 57 (61,3) 15 (55,6) '
Sequéncia de tratamento
Cirurgia 20 (28,2) 4(8,3) 23(20,5) 1(14,3) 18 (20,5) 6 (19,4) 20 (20,4) 4(19,0) 22(23,7) 2(7,7)
Cirurgia/ RT 28 (39,4) 15 (31,2) 0,03 41 (36,6) 2 (28,6) 0,75 31(35,2) 12 (38,7) 0,94 37 (37,8) 6 (28,6) 0,65 33(35,5) 10 (38,5) 0,18
Cirurgia / RT/ QT 23(32,4) 29 (60,4) 48 (42,9) 4(57,1) 39 (44,3) 13 (41,9) 41 (41,8) 11 (52,4) 38 (40,9) 14 (53,8)
Margens cirdrgicas
Livres 38 (65,5) 23(51,1) 0.14 60 (61,2) 1(20,0) 0.06 49 (65,3) 12 (42,9) 003 55 (61,8) 6(42,9) 018 50 (62,5) 11 (47,8) 0.20
Comprometidas 20 (34,5) 22 (48,9) ' 38 (38,8) 4(80,0) ' 26 (34,7) 16 (57,1) ' 34 (38,2) 8(57,1) ' 30 (37,5) 12 (52,2) '
Comprometimento linfonodal
N&o 43 (59,7) 22 (44,9) 0.10 62 (54,4) 3(42,9) 055 47 (52,8) 18 (56,2) 073 56 (56,0) 9(42,9) 027 49 (52,1) 16 (59,3) 051
Sim 29 (40,3) 27 (55,1) ' 52 (45,6) 4(57,1) ' 42 (47,2) 14 (43,7) ' 44 (44,0) 12 (57,1) ' 45 (47,9) 11 (40,7) '
Recidiva / Metastase
Nao 58 (81,7) 35 (76,1) 046  88(79.3) 5(83,3) 0.81 66 (76,7) 27 (87.1) 022 77 (80,2) 16 (76,2) 0.68 75 (82,4) 18 (69,2) 014
Sim 13 (18,3) 11 (23,9) ' 23(20,7) 1(16,7) K 20 (23,3) 4(12,9) ' 19 (19,8) 5(23,8) ' 16 (17,6) 8(30,8) '
Invaséo perineural
Nao 40 (54,8) 18 (35,3) 54 (46,6) 4(50,0) 48 (57.,8) 10 (24,4) 54 (52,4) 4(19,0) 51 (52,6) 7 (25,9)
Sim 33 (45,2) 33 (64,7) 0,03 62 (53,4) 4 (50,0) 0.85 35 (42,2) 31(75,6) 0.0005 g (47.,6) 17 (81,0) 0005 s (47.4) 20 (74,1) 0,01
Invasédo vascular
Nao 5(12,8) 8 (23,5) 023 11 (16,4) 2(33.3) 0.30 10 (17,9) 3(17.6) 0.8 12 (17,6) 1(20,0) 0.89 11 (19,0) 2(13,3) 061
Sim 34 (87,2) 26 (76,5) ' 56 (83,6) 4(66,7) ' 46 (82,1) 14 (82,4) ' 56 (82,4) 4(80,0) ' 47 (81,0) 13(86,7) '
Resposta linfocitaria
Tipo I/1l 58 (79,5) 36 (70,6) 89 (76,7) 5 (62,5) 64 (77,1) 30(73,2) 85 (82,5) 9 (42,9) 75 (77,3) 19 (70,4)
Tipo Il 15 (20,5) 15 (29,4) 0.25 27 (23,3) 3(37.5) 0.36 19 (22,9) 11 (26,8) 0,63 18 (17,5) 12 (57,1) 00001 5, (22,7) 8(29,6) 0,45
Profundidade de invaséo
<4mm 27 (37,0 0(0,0) 24 (20,7) 3(37,5) 22 (26,5) 5(12,2) 24 (23,3) 3(14,3) 27 (27.8) 0(0,0)
>4 mm 46 (63,0) 51 (100,0) 00001 o, (79,3) 5(62,5) 0.26 61 (73,5) 36 (87,8) 0.07 79 (76,7) 18 (85,7) 0.36 70 (72,2) 27 (100,0) 0,002
Brotamento tumoral
<5 63 (86,3) 0(0,0) 59 (50,9) 4(50,0) 50 (60,2) 13 (31,7) 51 (49,5) 12 (57,1) 63 (64,9) 0(0,0)
>5 10 (13,7) 51 (100,0) 00001 (49,1) 4 (50,0) 0.96 33(39,8) 28 (68,3) 0,002 52 (50,5) 9(42,9) 0,52 34(35,1) 27 (100,0) 0,0001
Padréo de invasao
Tipo I/ 11/ 11/ IV 68 (93,2) 43 (84,3) 103 (88,8) 8 (100,0) 78 (94,0) 33(80,5) 98 (95,1) 13 (61,9) 90 (92,8) 21 (77,8)
Tipo V 5 (6.8) 8 (15.7) 011 13 (11.2) 0(0,0) 031 5 (6,0) 8(19,5) 0,02 5 (4,9) 8 (38,1) 0,0001 7(7,2) 6 (22,2) 0,02

Fonte: Da autora.

Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (Cl) confidence interval.
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Tabela 16 - Andlise dos parametros clinico-patolégicos com os marcadores imuno-histoguimicos pelo método qui-quadrado.

Fascina EEF1D STC2 Plectina PINP (tumor) PINP (estroma)
Parametros Baixa expr_esséo Alta exprgsséo p [Baixa expr_esséo Alta exprgsséo p |Baixa expr_esséo Alta exprgsséo p [Baixa expr_esséo Alta exprgsséo p [Baixa expr_esséo Alta expre_sséo p >50% 1a50% 0% p
N° de pacientes |N°de pacientes |valor | N° de pacientes |N°de pacientes |valor | N° de pacientes [N° de pacientes | valor | N°de pacientes |N°de pacientes | valor | N° de pacientes |N° de pacientes | valor N°de N°de N°de valor
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) pacientes (%) | pacientes (%) | pacientes (%)
ldade
<62 anos 11(73,3) 51 (48,6) 007 20 (48,8) 42 (53,8) 0.60 12 (41,4) 42 (60,9) 007 51 (48,6) 11(73,3) 007 47 (50,5) 14 (58,3) 049 52 (50,5) 6 (75,0) 3(50,0) 040
>62 anos 4(26,7) 54 (51,4) ' 21(51,2) 36 (46,2) ' 17 (58,6) 27(39,1) ’ 54 (51,4) 4(26,7) ’ 46 (49,5) 10 (41,7) ' 51 (49,5) 2(25,0) 3(50,0) '
Género
Masculino 14(93,3) 66 (62,9) 001 29 (70,7) 51 (65,4) 055 19 (65,5) 52 (75,4) 032 74(70,5) 5(33.3) 0,004 62 (66,7) 16 (66,7) 1,00 67 (65,0) 6 (75,0) 5(83,3) 057
Feminino 1(6,7) 39(37,1) ' 12 (29,3) 27 (34,6) ' 10 (34,5) 17 (24,6) ! 31(29,5) 10 (66,7) ' 31(33,3) 8(33,3) ' 36 (35,0) 2(25,0) 1(16,7) '
Habito de fumar
N&o 2(15,4) 13 (15,5) 099 7(20,6) 7(11,.3) 021 5(20,8) 6(11,3) 027 15 (17,6) 1(8,3) 041 12 (16,2) 2(10,0) 049 13 (15,3) 1(16,7) 0(0,0) 069
Sim 11 (84,6) 71(84,5) ' 27 (79,4) 55 (88,7) ’ 19 (79,2) 47(88,7) ’ 70 (82,4) 11(91,7) ’ 62 (83,8) 18 (90,0) ' 71(84,5) 5(83,3) 4(100,0) '
Habito de beber
N&o 2(20,0) 28 (35,0) 034 10(33,3) 20(339) 095 7(333) 14 (28,5) 0,69 27 (34,6) 4(33,3) 093 24 (34,8) 5(26,3) 048 28 (35,4) 1(20,0) 0(0,0) 027
Sim 8(80,0) 52 (65,0) ' 20 (66,7) 39 (66,1) ' 14 (66,7) 35(71,4) ! 51 (65,4) 8(66,7) ’ 45 (65,2) 14 (73,7) ' 51 (64,6) 4(80,0) 4(100,0) '
Localizagdo
Lingua 10 (66,7) 77 (73,3) 059 30(73,2) 56 (71,8) 087 24.(82,8) 49 (71,0) 022 74 (70,5) 13(86,7) 019 68 (73,1) 18 (75,0) 085 78 (75,7) 5(62,5) 3(50,0) 029
Assoalho bucal 5(33,3) 28(26,7) ' 11 (26,8) 22(28,2) ' 5(17,2) 20 (29,0) ! 31(29,5) 2(133) ! 25(26,9) 6(25,0) ' 25(24,3) 3(37,5) 3(50,0) '
Estadiamento Clinico
11 6(42,9) 40 (39,2) 079 16 (39,0) 30 (40,5) 087 15 (51,4) 25(38,5) 023 38(37,6) 9(60,0) 010 35(39,3) 10 (41,7) 083 39 (39,4) 6 (75,0) 0(0,0) 001
/v 8(57,1) 62 (60,8) ! 25(61,0) 44 (59,5) ' 14 (48,3) 40 (61,5) ! 63 (62,4) 6 (40,0) ' 54 (60,7) 14 (58,3) ' 60 (60,6) 2(25,0) 6(100,0) '
Sequéncia de tratamento
Cirurgia 3(20,0) 18 (18,0) 7(17,1) 14(19,2) 3(10,7) 9(13,8) 18 (18,0) 4(26,7) 19 (21,3) 0(0,0) 14 (14,3) 4(50,0) 1(16,7)
Cirurgia/ RT 6 (40,0) 37(37,0) 0,93 22(53,7) 20(27,4) 0,01 13 (46,4) 26 (40,0) 0,82 37(37,0) 5(33_3) 0,72 35(39,3) 8(34,8) 0,02 40 (40,8) 1(125) 2(333) 0,12
Cirurgia/RT/QT 6 (40,0 45 (45,0) 12 (29,3) 39 (53,4) 12 (42,9) 30 (46,2) 45 (45,0) 6 (40,0) 35(39,3) 15 (65,2) 44 (44.9) 3(37,5) 3(50,0)
Margens cirirgicas
Livres 9(69,2) 50 (56,8) 039 19 (54,3) 39 (60,0) 058 14 (53,8) 30(51,7) 085 53 (59,6) 7(58,3) 093 47 (58,7) 10 (55,6) 080 52 (59,8) 2(28,6) 3(75,0) 021
Comprometidas 4(30,8) 38(43,2) ' 16 (45,7) 26 (40,0) ' 12 (46,2) 28 (48,3) ’ 36 (40,4) 5(41,7) ' 33(41,2) 8 (44,4) ' 35(40,2) 5(71,4) 1(25,0) '
Comprometimento linfonodal
Néo 6 (40,0 55 (53,9) 031 21(52,5) 39(51,3) 0.90 17 (58,6) 33(50,0) 0.44 51(50,0) 11(73,3) 009 49 (54,4) 10 (41,7) 026 54 (54,0) 5(62,5) 0(0,0) 003
Sim 9(60,0) 47 (46,1) ' 19 (47,5) 37(48,7) ' 12 (41,4) 33(50,0) ’ 51(50,0) 4(26,7) ' 41 (45,6) 14 (58,3) ' 46 (46,0) 3(37,5) 6(100,0) '
Recidiva / Metastase
Néo 12 (80,0) 78 (79,6) 097 31(77,5) 58 (80,6) 070 24.(85,7) 49 (77,8) 038 78(78,8) 12 (85,7) 054 74 (85,1) 14(60,9) 001 78 (80,4) 4(57,1) 6(100,0) 014
Sim 3(20,0) 20 (20,4) ' 9(22,5) 14 (19,4) ' 4(14,3) 14(22,2) ! 21(21,2) 2(14,3) ' 13(14,9) 9(39,1) ' 19 (19,6) 3(42,9) 0(0,0) '
Invasdo perineural
N&o 3(20,0) 51 (48,6) 003 19 (46,3) 34 (43,6) 077 8(27,6) 36 (52,2) 002 47 (44,8) 8(53,3) 053 44 (473) 9(37,5) 039 46 (44,7) 6 (75,0) 1(16,7) 008
Sim 12(80,0) 54 (51,4) ' 22 (53,7) 44 (56,4) ' 21(72,4) 33(47,8) ! 58 (55,2) 7(46,7) ' 49 (52,7) 15 (62,5) ' 57 (55,3) 2(25,0) 5(83,3) '
Invaséo vascular
Néo 0(0,0) 13(20,3) 013 4(15,4) 9(19,1) 068 209.1) 11 (21,6) 0.20 12 (18,5) 1(125) 067 11 (20,0) 2(11,8) 044 13 (20,6) 0(0,0) 0(0,0) 032
Sim 9(100,0) 51(79,7) ' 22 (84,6) 38(80,9) ' 20(90,9) 40 (78,4) ! 1,5) 7(87,5) ' 44 (80,0) 15(88,2) ' 50 (79,4) 4(100,0) 5(100,0) '
Resposta linfocitaria
Tipo /1l 11 (73,3) 83(79,0) 061 38(92,7) 55 (70,5) 0,005 27(93,1) 51(739) 003 81(77,1) 12 (80,0) 080 75 (80,6) 17 (70,8) 029 79 (76,7) 7(87,5) 6(100,0) 032
Tipo lll 4(26,7) 22(21,0) ' 3(73) 23(29,5) ' 2(6,9) 18(26,1) ! 24(22,9) 3(20,0) ' 18 (19,4) 7(29,2) ' 24.(23,3) 1(125) 0(0,0) '
Profundidade de invasdo
<4mm 1(6,7) 23(21,9) 016 6 (14,6) 18(23,1) 027 2(69) 18(26,1) 003 21(20,0) 4(26,7) 055 19(20,4) 5(20,8) 096 16 (15,5) 6 (75,0) 2(33.3) 0.0002
24 mm 14(93,3) 82(78,1) ' 35(85,4) 60 (76,9) ' 27(93,1) 51(73,9) ’ 84 (80,0) 11(73,3) ' 74.(79,6) 19(79,2) ' 87 (84,5) 2(25,0) 4.(66,7) '
Brotamento tumoral
<5 7(46,7) 52 (49,5) 083 19 (46,3) 39 (50,0) 070 15 (51,7) 28 (40,6) 031 56 (53,3) 4(26,7) 005 49 (52,7) 9(37,5) 018 53 (51,5) 4(50,0) 1(16,7) 025
25 8(53,3) 53(50,5) ' 22 (53,7) 39 (50,0) ' 14 (48,3) 41 (59,4) ! 49 (46,7) 11(73,3) ' 44 (473) 15 (62,5) ' 50 (48,5) 4(50,0) 5(83,3) '
Padrédo de invaséo
Tipo I/ 1/ NV 12 (80,0) 95 (90,5) 022 36 (87,8) 70(89,7) 074 29 (100,0) 59 (85,5) 003 95 (90,5) 13(86,7) 064 82(88,2) 23(95,8) 027 93(90,3) 7(87,5) 5(83,3) 084
Tipo V 3(20,0) 10 (9,5) ' 5(12,2) 8(10,3) ' 0(0,0) 10 (14,5) ' 10 (9,5) 2(13,3) ' 11 (11,8) 1(4,2) ' 10 (9,7) 1(12,5) 1(16,7) '

Fonte: Da autora.

Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval.
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6 DISCUSSAO

A maioria das caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes analisados
neste trabalho foram similares aos descritos na literatura. CEC oral € normalmente
uma doenca que afeta homens, entre a quinta e sexta década de vida, que fumam e
bebem por longos periodos (DE SANTIS et al., 2017; RIVERA, 2015). Neste
trabalho, 66,1% eram homens, com mediana de idade de 62 anos ao diagndstico,
gue fumavam e bebiam em 48,4% dos casos. O consumo de tabaco e alcool sdo
associados ndo somente como fatores de riscos para o desenvolvimento do CEC
oral, mas também como um dos principais fatores que interferem no progndstico da
doenca (DE AGUIAR; KOWALSKI; DE ALMEIDA, 2007; DE SANTIS et al., 2017,
RIVERA, 2015; CHAPMAN et al., 2018). O consumo de alcool foi significativamente
associado com o decréscimo na sobrevida de pacientes com CEC de lingua em
estadio 1ll/IV e com maior chance de recidiva local precoce no trabalho de Aguiar,
Kowalski e de Almeida (2007). Rodrigues et al. (2014), relacionaram o fumo do
tabaco como fator progndstico independente para sobrevida global e sobrevida
especifica para o CEC oral.

As topografias analisadas neste estudo foram lingua (73,4%) e assoalho de
boca (26,6%), uma vez que essas localizacbes refletem uma provavel tumorigénese
diferenciada em relacdo a outras localizacdes orais. CEC de lingua e assoalho
apresentam uma maior facilidade de invasdo muito provavelmente direcionada a rica
vascularizacdo da regido (RIVERA, 2015; ALMANGUSH et al., 2018).
Independentemente da acessibilidade da cavidade oral durante o exame clinico, o
cancer oral geralmente € diagnosticado em estadios avancados e 0s motivos mais
provaveis para o fato sdo os erros ou atrasos no diagndstico inicial e a falta de
conhecimento do paciente e/ou do profissional que o trata, 0 que, evidentemente,
diminui a chance de sobrevida (MARKOPOULOS, 2012; RIVERA, 2015). O
estadiamento clinico tardio (lll e 1V) esteve presente em 58% dos pacientes aqui
analisados. Considerando 0s parametros anatomo-patolégicos dos espécimes
avaliados, 56 pacientes (45,2%) apresentavam linfonodos comprometidos, a maioria
das pecas cirargicas avaliadas apresentou margens livres (49,2%), presenca de
invasdo vascular (48,4%) e presengca de invasdo perineural (53,2%).

Interessantemente, pacientes com invasdo perineural e vascular apresentaram
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linfonodos positivos, estadiamento 1V e escore do modelo BD alto. Isso ratifica que o
modelo BD pode ser um promissor modelo histopatoldgico na identificagdo de
tumores agressivos 0 que poderia favorecer um tratamento mais individualizado e
com multiplas modalidades.

Apoés 5 anos de seguimento, a taxa de sobrevida foi de 60,5% e a maioria
dos pacientes foi estadiada em |IIl/IV. Curiosamente, esses dados diferem da
literatura que aponta uma sobrevida geral de 50% ou menos apdés 5 anos
(RODRIGUES et al.,, 2014; RIVERA, 2015; NEVILLE et al., 2016). As taxas de
sobrevida de 5 anos para o CEC oral no Brasil variam de 35% a 85% para 0s
tumores em estadio |, 26 a 77% para os tumores em estadio Il, 10 a 50% em estadio
Il e de 0 a 26% em estadio IV (ANATOMICA, 2001). O que poderia justificar tais
dados € que os pacientes estdo sendo tratados com modalidades terapéuticas
associadas como mostram 0s nossos resultados em que 41,9% dos pacientes foram
tratados com cirurgia associada a radioterapia e a quimioterapia, e ainda se
observou que a sequéncia de tratamento revelou significAncia para sobrevida
livre de doenca. Associadamente, especula-se que as margens cirdrgicas mais
amplas possam estar sendo reconsideradas pelos cirurgides durante o tratamento, o
gue poderia ser um bom indicador jA que 0s nossos resultados demonstraram
significancia na analise multivariada de Cox (p=0,03) para sobrevida especifica de
doenca.

A invasdo perineural é uma variavel que correlacionou significativamente
com modelo BD (p=0,03), modelo HR (p=0,005), TSR (p=0,0005) e TSR e MBD
(p=0,01). Essa variavel, que representa envolvimento de ninhos de células tumorais
no espaco perineural, tem sido associada ao aumento da recorréncia local e
metastases regionais (DUNN; MORGAN; BEER, 2009; CAVALCANTE, 2015). Dunn,
Morgan e Beer (2009), afirmaram que a invasao perineural se correlaciona com altas
taxas de recorréncia, comportamento agressivo e baixa sobrevida. Ainda esses
autores destacaram que uma neoplasia que ganha capacidade de invadir o
perineuro encontra um trajeto de baixa resisténcia relativamente protegido das
defesas do hospedeiro, o que facilita a propagagdao do tumor ao longo do nervo,
podendo atingir diversas regides do organismo. A invasao perineural € um processo
lento, e quanto mais cedo diagnosticada melhor sera o progndstico para o paciente
(CAVALCANTE, 2015). Interessantemente, nossos resultados mostraram que

pacientes com invasao perineural e vascular apresentaram linfonodos positivos,
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estadiamento IV e escore do modelo BD alto. Isso ratifica que o modelo BD pode ser
um promissor modelo histopatolégico na identificacdo de tumores agressivos 0 que
poderia favorecer um tratamento mais individualizado e com multiplas modalidades.
Vérias dificuldades sao identificadas no planejamento de um tratamento mais
adequado para o CEC oral, o qual ainda se baseia principalmente na localizacao e
no estadiamento clinico do tumor. Tal constatacdo reforca um grave obstaculo
enfrentado na oncologia clinica, onde pacientes com tumores em sitios e
estadiamentos semelhantes sdo tratados da mesma forma, sem levar em conta a
atividade biolégica tumoral. E consenso, que grandes variagdes existem na resposta
ao tratamento e ao prognostico, com alguns pacientes apresentando sobrevida
prolongada e outros morrendo em pouco tempo devido a recidivas, metastases
regionais ou a distancia (JERJES et al., 2010; KURIAKOSE, 2017). Em virtude
dessas dificuldades, grandes esforcos tém sido feitos para identificar caracteristicas
biolégicas tumorais que auxiliem no diagndstico mais acurado, na melhor
determinacdo do tratamento e, consequentemente, na melhor definicdo do
prognéstico de pacientes com CEC oral. A este respeito, varias caracteristicas
moleculares e histopatologicas tém sido propostas como fatores progndsticos do
CEC oral, porém nenhuma ainda é utilizada na rotina clinica ou indicada para
melhorar o planejamento terapéutico e o prognéstico de pacientes com CEC oral
(WARNAKULASURIYA, 2009; JERJES et al., 2010; KURIAKOSE, 2017).

Véarios pesquisadores, ao longo dos anos, apresentaram propostas de
gradacdo histolégica com intuito de correlaciona-las melhor com o prognéstico do
CEC oral (ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1987; BRYNE et al, 1992;
BRANDWEIN-GENSLER et al.,, 2010; BARNES, 2005) no entanto, tais propostas
criadas até o presente ndo sdo Uteis para predizer o progndstico dos pacientes com
CEC oral em estadios iniciais, constituindo modelos com baixa reprodutibilidade para
0 uso clinico ou ndo mostram significancia progndstica, particularmente para os
tumores de lingua e assoalho bucal. O sistema mais recente foi proposto por
Almangush et al. (2014), que avalia dois parametros em espécimes cirlrgicos:
brotamento e profundidade tumoral (denominado modelo BD), que visa identificar
agueles pacientes com casos agressivos de CEC oral, principalmente, em estagios
iniciais (estadios | e Il), os quais poderiam ser beneficiados por um tratamento com
multiplas modalidades. Tal modelo proposto € relativamente recente, prético,

objetivo e com um promissor valor preditivo ja que varios trabalhos subsequentes
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demonstraram essa aplicabilidade para pacientes com CEC oral em diferentes
estagios, ratificando que esse novo sistema de classificacdo histopatolégica possa
ser uma possivel ferramenta de valor prognostico (SAWAZAKI-CALONE et al., 2015;
XIE et al., 2015; STRIEDER et al., 2016; ALMANGUSH et al., 2017; ARORA et al.,
2017; SEKI et al., 2017; BRENNAN et al., 2017; LEAO et al., 2017; JUNIOR et al.,
2017; SHIMIZU et al., 2018).

Considerando os dois parametros histopatolégicos avaliados no modelo BD
(profundidade de invasdo e brotamentos), vale ressaltar que esses indicadores tém
sido considerados preditores individuais de prognostico para pacientes com CEC
oral (WANG et al., 2015; GANLY et al., 2013, SAWAZAKI-CALONE et al., 2015). A
profundidade tumoral, medida a partir da superficie do tumor até o ponto mais
profundo da invasdo, foi apontada como preditor para a metastase linfonodal
(CHAROENRAT; ARJHANSIRI; KITSUKJIT, 2006; GANLY et al., 2013, SAWAZAKI-
CALONE et al.,, 2015), refletindo a agressividade do crescimento tumoral por
alcancar as estruturas linfo-vasculares subjacentes (HUANG et al., 2010). No
entanto, 0s nossos resultados ndo demonstraram correlacdo entre profundidade e
sobrevida global (sobrevida especifica p=0,49 e sobrevida livre p=0,51). Mas
constatou-se que pacientes com tumores de espessura superior a 4mm,
apresentavam presenca de invasdo perineural e vascular, e independentemente,
sdo preditores do envolvimento do comprometimento linfonodal, ou seja, dos
linfonodos cervicais. Nossos resultados demonstraram que a presenca de invasao
perineural (5 anos; 58,6%) foi associada a uma baixa taxa de sobrevida especifica
de doenca, enquanto a auséncia de invasdo perineural (74,4%) do tumor foi
associada a uma taxa de sobrevida especifica de doenca para 0 mesmo periodo de
5 anos. Dessa maneira, sugerimos que a invasdo perineural é uma variavel
importante para os pacientes com CEC de lingua e assoalho e devem ser
mencionadas em um laudo de diagndstico patolégico.

J& o brotamento tumoral, as células neoplasicas Unicas ou grupamentos de
até cinco células no estroma da regido de fronte tumoral, representa fenétipos
importantes de malignidade: a falta de coesao celular e a capacidade de invaséo
ativa. Tal parametro tem sido demonstrado ser um marcador prognostico valioso
para neoplasias malignas de célon e reto (UENO et al., 2014), esbdfago
(TERRAMOTO et al., 2013), pulmao (YAMAGUCHI et al., 2010), laringe (SARIOGLU
et al., 2010) e lingua (WANG et al., 2015; ALMANGUSH et al., 2014; SAWAZAKI-
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CALONE et al., 2015; ARORA et al., 2017; PETERS; PHILLIPS; MURRAH, 2017).
Interessantemente, em nossos resultados, o brotamento correlacionou
significativamente com sobrevida especifica (p=0,03) e livre de doenca (p=0,01),
confirmando assim que este parametro pode ser um preditivo de progndstico para
CEC oral. Nossas amostras obtiveram a maior prevaléncia de tumores com
profundidade de invasdo maior ou igual a 4mm (78,2%) e menor que 5 brotamentos
no fronte de invaséo (50,8%), consequentemente o escore 1 e 2, de baixo risco e
risco intermediario (58,9%) foi o mais frequente. Almangush et al. (2014), sugeriram
que os CECs de lingua clinicamente iniciais (T1 e T2) de 4 mm ou mais profundos,
ou com um padréo de crescimento com brotamentos, devam ser considerados como
tumores de alto risco que requerem tratamento de multimodalidade. Adicionalmente,
0S nossos resultados mostraram, que pacientes em estadio iniciais estdo
correlacionados com um escore alto do modelo BD, ratificando que o modelo BD
pode ser promissor na identificacdo de pacientes com maior risco de ébito em fase
precoce com os parametros altos do modelo BD.

Além disso, o modelo BD apresentou associagdo com a sequéncia de
tratamento (p=0,03) e com a invasdo perineural (p=0,03). Quanto maior a
complexidade do tratamento realizado (ex: cirurgia, radio e quimioterapia), mais alto
0 escore do modelo BD, ratificando que o modelo BD tem um alto poder de
identificar casos mais agressivos e/ou com estadiamentos mais avancados. A
invasdo perineural € um fator significativo e preditor independente para recorréncia
local e metastases a distancia, além de estar associada a menor sobrevida global
em pacientes com CEC oral (BRANDWEIN-GENLER et al., 2005; GARZINO-DEMO
et al.,, 2006; FAGAN et al., 2008; ARORA et al., 2017). Nossos resultados indicam
gue pacientes com escore alto do modelo BD terdo maior probabilidade de invasao
perineural, favorecendo a associacao entre modelo BD e sobrevida.

Considerando os resultados do nosso trabalho que contrastou o modelo BD
com outros sistemas de classificacdo histopatolégicas, foi demonstrado que o
brotamento, em analise univariada, correlacionou significativamente com risco de
morte e com o risco de recorréncia (p=0,03 e p=0,01, respectivamente) e o0 modelo
BD correlacionou significativamente com risco de morte (p=0,05). Curiosamente,
guando o modelo BD foi associado com o TSR (TSR e MBD), foi observada
uma significante correlagdo com risco de morte e com o risco de recorréncia (p=0,05

e p=0,01, respectivamente), e ainda tais resultados resistiram para sobrevida
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especifica (p=0,03) e livre de doenca (p=0,03) na analise multivariada de Cox ap0s
ajuste para outros fatores progndésticos. Tanto TSR quanto o modelo BD sé&o
meétodos simples de avaliar, utilizando apenas laminas coradas em HE, e juntos tém
demonstrado um valor importante para predizer o prognéstico de CEC oral
(ALMANGUSH et al., 2018). Dessa forma, ratificou-se a influéncia do modelo BD em
predizer progndstico para pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal.

O modelo HR revelou uma associacéo significativa (p=0,05) com sobrevida
especifica de doenca, mas ndo persistiu ao ajuste da analise multivariada de Cox.
Este sistema de gradacdo histopatolégica foi proposto por Brandwein-Gensler et al.
(2005), como um sistema para determinar a necessidade de terapia pds-operatoria e
0 prognostico de pacientes com CEC oral (BRANDWEIN-GENSER et al., 2005).
Embora alguns estudos tenham confirmado seu valor preditivo (BRANDWEIN-
GENSLER et al., 2010; VERED et al., 2010; LI et al., 2013; LINDENBLATT et al.,
2012; SINHA et al., 2013), outros mostraram uma falta de correlagdo do modelo HR
com caracteristicas clinicas patologicas para o CEC oral (ALMANGUSH et al., 2014;
RODRIGUES et al.,, 2014). Rodrigues et al. (2014), mostraram que este modelo
histolégico ndo foi um bom indicador de prognédstico, enfatizando que os trés
parametros utilizados apresentam falta de consisténcia para predizer prognéstico em
CEC oral, principalmente a resposta linfocitaria, considerando que a resposta
linfocitaria é considerada uma tentativa do organismo de eliminar células tumorais
(efeito antitumoral) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SANCHEZ-ROMERO et al.,
2018). Entretanto, evidéncias mostram que células imunes e inflamatérias podem ter
efeitos protumorais (SALO et al, 2014; IMURA et al.,, 2005; ESSA et al.,, 2014;
CHAUDHARY et al, 2014; MURPHY et al., 2014; SANTOS et al.,, 2017). Dessa
forma, parece que a composicao do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral
€ mais importante do que a abundancia avaliada no modelo HR (SAWAZAKI-
CALONE et al., 2015).

Embora neste estudo observou-se uma correlagdo significativa entre a
classificacdo da OMS e sobrevida especifica de doenca na andlise univariada,
destacamos que o grupo analisado (93,5% das amostras foram classificadas como
bem ou moderadamente diferenciada e apenas 6,5% como pobremente
diferenciado) ndo foi homogéneo para interpretagfes estatisticas em andlise
multivariada. Sugerimos que muito provavelmente os valores significantes podem

estar correlacionados a esta diferenca na amostra. Além disso, de acordo com a
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literatura, a aplicacdo da classificacdo da OMS para predizer o prognéstico para
pacientes com CEC oral tem sido alvo de muitas criticas ao longo dos anos
(ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1987; BRYNE et al., 1989; WEIJERS et al., 2009;
SAWAZAKI-CALONE et al., 2015; ALMANGUSH et al., 2018). Especificamente, as
criticas sobressaem na subjetividade da analise das amostras, na auséncia de
avaliagcdo de importantes caracteristicas relacionadas a tumorigénese e na fraca
correlacdo com o resultado e a resposta ao tratamento desses pacientes
(ALMANGUSH et al., 2018). Acompanhando os resultados da literatura, sugerimos
que a classificacdo da OMS ndo é um sistema de gradacdo histopatolégico
apropriado para pacientes com CEC oral, por fraca associagdo com o prognéstico do
paciente e ndo auxilia na definicdo de tratamento mais adequado.

O intenso esfor¢co pela busca de marcadores que consigam servir COmo
alvos terapéuticos para novas drogas, além de contribuir na escolha da melhor
opcdo de tratamento ou na predicdo do prognostico sdo essenciais para modificar
este cenario associado ao CEC oral em relacéo ao prognaostico ruim. Alguns estudos
demonstraram que células estromais no microambiente tumoral, como por exemplo
linfécitos, macréfagos, fibroblastos ativados e células endoteliais vém sendo
demonstrado, um grande poder de influéncia sobre a agressividade das células
cancerigenas, devido a inducdo de invasdo e metastase (HANAHAN; COUSSENS,
2012; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018; SANTOS et al., 2017; SHIGA et al., 2015;
ALBINI; SPORN, 2007; PRALL, 2007; LIANG, 2011; WANG et al., 2011; LIANG,
2013, CURRY et al., 2014). Neste estudo, observou-se que a expressédo de STC2 e
PINP apresentaram associacdo com a taxa de sobrevida dos pacientes com CEC de
lingua e assoalho bucal. No entanto, nenhuma correlacdo foi observada para
fascina, plectina e EEF1D.

A expressao de STC2 em células tumorais, revelou significancia para
sobrevida especifica de doenca (p=0,05) e para sobrevida livre de doenca (p=0,02) e
tais resultados resistiram a andalise multivariada de Cox (p=0,04) para sobrevida livre
de doenca ap0s ajuste para outros fatores prognosticos. Ainda, avaliando STC2 com
parametros clinico-patolégicos, observou-se significancia com invasao perineural
(p=0,02), resposta linfocitaria (p=0,03), profundidade de invasao (p=0,03) e padrao
de invasao (p=0,03). Alguns estudos demonstraram que a expressao de STC2 foi
correlacionada com um pior progndéstico para neoplasias malignas de rim, préstata,
colo-retal, mama, estdbmago e ovario (BOURAS et al.,, 2002; CHANG; JELLINEK;
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REDDEL, 2003; LAW et al., 2008; LAW; WONG, 2010; TAMURA et al., 2009; HOU
et al., 2015). Arigami et al. (2013), demonstrando que uma alta expressao de STC2
foi significativamente correlacionada com idade, profundidade de invasdo tumoral,
metastase linfonodal, estagio e invaséo vascular em cancer de estbmago. A taxa de
sobrevida de 5 anos foi significativamente menor em pacientes com alta expressao
de STC2 em comparagédo com pacientes com baixa expressdo de STC2. Atualmente
o primeiro trabalho que avaliou STC2 em CEC oral foi o de Bagordakis et al. (2016),
que identificou que a superexpressao de STC2 também pode estar associada a
maior capacidade das células tumorais se tornarem mais invasivas e pro-
metastaticas, através da andlise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC
oral (CAFs). Nosso trabalho representa o primeiro na literatura a identificar um
significante valor progndstico de STC2 em CEC de lingua e assoalho bucal. Dessa
forma, o STC2 é uma proteina superexpressa no secretoma de CAFs em CEC oral,
pode permitir que as células de CEC de lingua e assoalho bucal se tornem mais
invasivas e pré-metastatica.

Adicionalmente, identificamos que a expressdao de PINP no estroma
apresentou significancia (p=0,04) para sobrevida livre de doenca. O teste de qui-
guadrado nos mostra que existe correlagcdo entre os paramentros: estadiamento
clinico (p=0,01), comprometimento linfonodal (p=0,03) e profundidade de invasao
(p=0,0002) revelando que a diferenca na quantidade de células estromais interfere
no resultado. A positividade nas células estromais e tumorais e a intensidade foi
menor em células tumorais (PINP tumor) em comparacdo as células estromais
(PINP estroma). Resultados descritos previamente revelaram que os CAFs
expressam uma diversidade de proteinas reguladas que controlam 0s processos
metabdlicos do colageno (BAGORDAKIS et al., 2016).

O colageno tipo | e seus peptideos bioativos derivados da maturacao do pro-
colageno, do secretoma CAF esta correlacionado a um estroma invasivo em células
tumorais de ovéario, célon e mama (KENNY et al., 2007; HAN et al., 2015; TANG et
al., 2015). O colageno tipo | esta correlacionado com diversos processos biolégicos
superexpessos em CAF e as marcagdes imuno-histoquimicas de colageno tipo |
(PINP) esta correlacionada com uma sobrevida especifica e livre de doenca baixa
em pacientes com CEC oral. Importante mencionar que Bagordakis et al. (2016),
relataram a existéncia de uma grande correlacdo entre a expressdo do PINP e a

densidade dos CAFs observada no fronte tumoral, sugerindo que os CAFs sao as
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principais células produtoras de colageno do tipo I. Observamos nossos resultados,
que pacientes com 250% de células no estroma tem uma maior probabilidade de
apresentar estadiamento clinico avancado, o que difere de pacientes com 1 a 50%
de células no estroma apresentam uma maior probabilidade de apresentar
estadiamento clinico iniciais. Quando analisamos o0 segundo parametro
comprometimento linfonodal temos que pessoas com 250% de células no estroma
apresentam maior probabilidade da presenca de comprometimento linfonodal do que
as pessoas com 1 a 50% de célula no estroma. Ainda Bagordakis et al. (2016),
confirmaram que a abundante presenga de CAFs no estroma tumoral, entre as ilhas
de células tumorais ou no fronte invasivo, € significantemente correlacionada com o
pior prognostico para pacientes com CEC oral. Kellermann et al. (2007),
demonstraram que a presenca de CAFs em CEC oral em regido do fronte invasivo,
revela um comportamento mais agressivo ao tumor, ocasionando em menor
sobrevida global destes pacientes. Varios trabalhos apresentados na literatura,
confirmam o nosso resultado, mostrando que a alta densidade de CAFs € um fator
preditivo de progndstico desfavoravel, e que os CAFs no estroma de CEC orais,
podem favorecer na proliferagdo e invasao tumoral, ocasionando um tumor mais
agressivo, contatando que a progressao do cancer € o resultado de um complexo
dialogo entre as células tumorais e o estroma (KAWASHIRI et al., 2009; VERED et
al., 2010; BELLO et al., 2011; MARSH et al., 2011; SOBRAL et al., 2011; HINSLEY
et al., 2012).

Em suma, nossos achados indicam que os sistemas de gradacao
histopatolégica TSR e MBD, revelaram um forte modelo progndéstico para pacientes
com CEC de lingua e assoalho bucal e também identificamos novos potenciais
marcadores progndésticos como PINP e STC2 também significantemente associados

ao prognadstico desses pacientes.
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7 CONCLUSAO

A associacdo dos sistemas de gradacdo histopatolégico TSR e MBD
apresentou a melhor correlacdo com a evolucdo da doenca e sobrevida especifica e
livre de doencga, portanto, a melhor performance como ferramenta progndstica pos-
operatoria de CECs de lingua e assoalho bucal.

TSR e MBD séo métodos simples de avaliar, utilizando as laminas de rotina
em coloragéo de HE na peca cirurgica.

CECs de lingua e assoalho bucal agressivos apresentam alta expressédo de
STC2 e PINP (estroma).

A expressdo de STC2 associou-se a sobrevida especifica e livre de doenca
em pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal.

A expressao de PINP no estroma foi associada com uma pobre sobrevida
livre de doenca em pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal.

A expressdo de STC2 e PINP revelaram ser Uteis para predizer o progndéstico
para pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal.
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ANEXO C- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Institui¢cdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Validagdo do modelo BD e anélise de marcadores originados de fibroblastos
associados ao carcinoma espinocelular oral

Pesquisador: LIVIA MARIS RIBEIRO PARANAIBA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 54284116.4.3001.5418

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.839.967

Apresentagéo do Projeto:

Trata-se de estudo laboratorial, baseado em arquivo, em co-participagéo entre a Universidade Federal de
Alfenas-MG (Unifal-MG) e a Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp. O objetivo sera verificar o
valor prognéstico do sistema de gradagéo histopatolégica denominado Modelo BD (brotamento e
profundidade de invaséo) e a imunoexpressédo da proteina relacionada aos fibroblastos associados ao
carcinoma (do inglés CAF - carcinoma-associated fibroblasts), a isoforma da actina de musculatura lisa (-
SMA), além de outras que demonstram papel importante na tumorigénese de carcinoma espinocelular
(CEC) oral, como o pré-peptideo N-terminal do pré-colageno tipo | (PINP) e a stanniocalcin 2 (STC2). A
escolha dessas proteinas se baseou em estudos prévios do laboratério do Dr. Ricardo Della Coletta que
identificou a superexpressao dessas proteinas, que séo envolvidas na organizagéo e remodelagéo da matriz
extracelular e no metabolismo do colageno, no secretoma de CAFs. Tais proteinas podem representar
novos potenciais alvos terapéuticos e/ou marcadores de prognéstico para o CEC oral. Nas informagdes
gerais do projeto de pesquisa os pesquisadores declaram que a amostra do estudo serd composta por 180
casos de CEC oral do laboratério de Patologia Bucal da Universidade Federal de Alfenas, Unifal-MG, e do
Hospital Bom Pastor de Varginha, MG, diagnosticados entre os anos de 1998 a 2010. Os critérios de
inclusdo serdo: (1) Pacientes que apresentaram CEC oral diagnosticados no
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laboratério de Patologia Bucal da Unifal-MG e que foram tratados no Hospital Bom Pastor de Varginha entre
1998 a 2010 sem tratamento antineoplasico prévio a bidpsia; (2) Pacientes com diagnéstico de CEC oral do
Hospital Bom Pastor e tratados nesse hospital; (3) Tratamento cirurgico realizado de acordo com
procedimento padréo e consistindo em ressecgdo do tumor primario; (4) Dados clinicopatoldgicos completos
e o material do tumor emblocado em parafina suficiente para avaliagdo. A fim de aumentar o nimero de
amostras e melhor caracterizar o padrdo de expressdo de alfa-SMA, PINP e STC2, a andlise imuno-
histoquimica também sera realiza em uma série de amostras que caracterizam CEC em desenvolvimento,
contendo 70 leucoplasias orais, dos quais 20 serdo histologicamente classificadas como displasia epitelial
leve, 20 de displasia moderada, 20 de displasia severa, e 10 carcinomas in situ. 50 amostras de hiperplasia
fibrosa oral também serédo analisadas como grupo controle. Tais amostras (n=120) seréo selecionadas do
arquivo de bi6psias provenientes do laboratério de Patologia Bucal da Unifal-MG. Os dados demograficos
(idade, género e raga), habitos nocivos (habito de fumar e consumo de &lcool), clinicos (tempo de queixa,
local do tumor e estadio clinico, comprometimento linfonodal, recidiva, metastase, tratamento realizados,
sobrevida global e sobrevida livre da doenga) serédo coletados dos prontuarios em ficha apropriada. Na
descri¢do da recidiva locoregional da doenca sera discriminada por meio dos registros clinicos se essa foi
local (no sitio do tumor primario), regional (no sitio da metastase cervical) ou a distancia. A sobrevida livre
da doenga sera mensurada em dias, do dia inicial da cirurgia até o primeiro evento patolégico documentado
(tanto recidiva loco-regional como primeira metéstase a distancia) ou ultima proservagéo (follow-up) com
classificagéo de livre da doenga. A sobrevida global serd medida em dias, do dia inicial da cirurgia até o
ébito ou ultima proservagao, indiferente ao status da doenga. Serdo realizados cortes histoldgicos com 4 m
de espessura dos blocos contendo o fronte de invaséo (considerado como a porgéo de tecido conjuntivo
entre as células tumorais mais invasivas e o tecido normal adjacente) e serdo corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina. A andlise dos cortes seréa realizada em microscopia de luz. A leitura das laminas
seré realizada de modo independente por dois avaliadores e, casos onde houver discordancia, a lamina
seré4 reavaliada. A andlise histopatolégica seguird os critérios publicado por Almangush et al. (2014) que
avalia duas caracteristicas histopatoldgicas: brotamento tumoral (B) e profundidade de invaséo (D). As
reagdes de imuno-histoquimica serdo realizadas com a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase
(Kellermann et al., 2007). Nas reagdes imunoistoquimicas as laminas seréo contra-coradas com
hematoxilina de Carazzi. Controles negativos serdo sempre realizados. Seguindo os critérios utilizados por
Kellermann et al. (2007), a porcentagem de células positivas para alfa-SMA, PINP e STC2 sera determinada
apods
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contagem de 1000 células de cada lamina, em aumento de 400x por um sistema de andlise de imagem. Os
anticorpos primarios, as especificagdes e as titulagbes empregadas serdo utilizados de acordo com os
fabricantes. A analise estatistica sera realizada por meio de testes paramétricos e ndo paramétricos por
meio do software de estatistica SPSS (SPSS® para Windows 15.0, SPSS Inc.,Chicago, IL, USA). Curvas de
sobrevida de Kaplan-Meier serdo utilizadas quando apropriadas. O cronograma de execugdo da pesquisa
prevé 24 meses para conclusdo do estudo. Pendéncia 1 (atendida): Em sua resposta de 24/11/2016, os
pesquisadores esclareceram que se pretende iniciar a avaliagdo dos casos com cerca de 200 casos de CEC
oral previamente diagnosticados no laboratério de Patologia Bucal da Unifal-MG, e do Hospital Bom Pastor
de Varginha MG, entre os anos de 1998 a 2010, mas que possivelmente serao perdidos diversos casos por
material inadequado, falta de dados, etc. e que o nimero final de casos deve ficar em cerca de 150.
Pendéncia 2 (atendida): Em sua resposta de 24/11/2016, os pesquisadores esclareceram que nao sera
executada qualquer etapa no FOP, que o Prof Ricardo Della Coletta atuara em consultoria, mas néo serdo
utilizados equipamentos ou casos da FOP.

Obijetivo da Pesquisa:

Verificar o valor prognéstico do sistema de gradagéo histopatoldgica denominado Modelo BD (brotamento e
profundidade de invasdo) e a imunoexpressao da proteina relacionada aos fibroblastos associados ao
carcinoma (do inglés CAF - carcinoma-associated fibroblasts), a isoforma da actina de musculatura lisa (-
SMA), além de outras que demonstram papel importante na tumorigénese de CEC oral, como o pro6-
peptideo N-terminal do pré-colageno tipo | (PINP) e a stanniocalcin 2 (STC2).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o parecer CEP da UNIFAL-MG, o projeto amplia e melhora o conhecimento dos eventos
genéticos e bioldgicos relacionados a carcinogénese oral, bem como a identificagdo de biomarcadores que
possam contribuir na determinagao de um diagnéstico e um tratamento individualizado de pacientes com
esse tumor. Através dessas investigagdes os pacientes com cancer oral poderdo ter uma taxa de sobrevida
total aumentada. Pendéncia 3 (atendida): Em sua resposta de 24/11/2016, os pesquisadores esclareceram
que nao ha risco previsto pela participagdo na pesquisa, assim como néo héa beneficio direto previsto. A
pesquisa utilizard dados secundérios, como prontuérios e blocos de pegas cirirgicas em parafina e podera
ser benéfica a futuros pacientes diagnosticados com CEC oral pela identificagdo de biomarcadores que
contribuam na determinagédo de um diagnéstico mais assertivo e um tratamento individualizado para o CEC
oral.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

De acordo com o CEP da UNIFAL-MG, a pesquisa pode apresentar resultados promissores na busca de
novas solugbes ao diagnéstico e tratamento no desenvolvimento de Carcinoma espinocelular. Metodologia
esta adequada, referencial tedrico bem apresentado e atualizado e o cronograma esta coerente com a
demanda do projeto. Pendéncia 4 (atendida): Em sua resposta de 24/11/16 os pesquisadores informaram A)
descrigdo das medidas para protegdo ou minimizagéo dos desconfortos e riscos previsiveis: Como o projeto
utilizara dados secundarios, os pesquisadores declararam que ndo havera riscos e/ou desconfortos aos
pacientes; B) descrigdo das medidas de monitoramento da coleta de dados e protegéo a confidencialidade:
Os pesquisadores declararam que o monitoramento da coleta de dados sera feito pela coordenadora da
pesquisa, Profa. Dra. Livia Méris Ribeiro Paranaiba, que assumira toda e qualquer responsabilidade pelas
coletas das informagdes necessarios ao projeto; A confidencialidade da pesquisa sera garantida com sigilo
absoluto de todos os dados confidenciais envolvidos na pesquisa; C) previséo de ressarcimento de gastos:
os pesquisadores declararam que como o projeto utilizara apenas dados secundérios, ndo havera gastos
relacionados aos pacientes; D) previsdo de indenizagdo e/ou reparagdo de danos: os pesquisadores
declararam que como nZo terdo contato direto com pacientes, por utilizar apenas dados secundarios, nédo
haveréa previsdo de indenizagéo e/ou reparagéo de danos; E) critérios para suspender ou encerrar a
pesquisa: os pesquisadores declararam que a pesquisa somente serd suspensa ou encerrada caso nao
tenham acesso aos blocos de parafina.

Consideragdes sobre os Termos de apresentac@o obrigatéria:

Foram apresentadas a FR. O orgamento financeiro consta na PB e no projeto de pesquisa e estd adequado.
Os pesquisadores apresentaram a justificativa para nédo aplicagdo do TCLE. Os pesquisadores
apresentaram o Termo de Compromisso do Hospital Bom Pastor e um Termo de Compromisso do
Laboratério de Patologia Bucal da Universidade Federal de Alfenas autorizando o uso dos arquivos
(prontuérios clinicos e bidpsias, respectivamente). As declarages dos pesquisadores e da instituigdo foram
apresentadas. Pendéncia 5 (atendida): Em sua resposta de 24/11/16 os pesquisadores responderam a
pendéncia (vide resposta pendéncia 1). Pendéncia 6 (atendida): Em sua resposta de 24/11/16 os
pesquisadores responderam a pendéncia (vide resposta pendéncia 2).

Recomendacgoes:

1- Apés a aprovacio os pesquisadores devem atentar para a necessidade de envio de relatérios parciais de
atividades (no minimo um a cada 12 meses) e do relatdrio final de atividades (ao término da pesquisa). 2-
Reforga-se necessidade de registro dos eventuais materiais biolégicos
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coletados que venham a ser estocados para uso em pesquisas futuras na forma de Biorrepositérios ou
Biobancos e com registro desta intengdo no TCLE assinado pelo participante. 3- Destaca-se que o parecer
consubstanciado é o documento oficial de aprovag¢ao do sistema CEP/CONEP e os certificados emitidos
pela secretaria do CEP-FOP, a pedido, apds a aprovagao final do protocolo, sé tém valor simbdlico e devem
ser evitados. 4- Intercorréncias ou eventos adversos devem ser relatados ao CEP por meio da PB. 5-
Eventuais mudancas pretendidas no protocolo devem ser comunicadas como emendas ao CEP por meio da
PB. 6- O parecer do CEP-FOP é fortemente baseado nos textos do protocolo encaminhado pelos
pesquisadores e pode inclusive conter trechos transcritos literalmente do projeto ou de outras partes do
protocolo. Trata-se, ainda assim, de uma interpretagdo do protocolo e, caso algum trecho do parecer ndo
corresponda ao que efetivamente foi proposto no projeto, os pesquisadores devem se manifestar sobre esta
discrepancia. A ndao manifestagdo dos pesquisadores serd interpretada como concordancia com a
fidedignidade do texto do parecer no tocante a proposta do protocolo. 7- Pesquisas com dentes doados por
profissionais de saude ainda séo toleradas em hipé6tese pelo CEP-FOP, mas os pesquisadores devem estar
cientes de que esta solugao dista do ideal ético de consulta direta ao participante por meio de TCLE
especifico da pesquisa ou da obtengao dos dentes a partir de um biobanco de dentes e que estas ultimas
situagdes deveriam ser escolhidas em substituicdo a primeira.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha pendéncias por resolver (vide texto acima).

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Parecer de aprovagdo de Co-Participagéo emitido "ad referendum” conforme autorizagdo do Comité na
reunido de 06/04/2016. Serd submetido para homologagéo na reunido de 14/12/2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informagdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_681353.pdf 12:40:46
TCLE/Termosde |TCLE_ADEQUADO.pdf 15/09/2016 |LIVIA MARIS Aceito
Assentimento / 12:40:20 |RIBEIRO
Justificativa de PARANAIBA
Auséncia
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_681353.pdf 15:37:59
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QOutros AutorizacaoeanuenciadoHospital.pdf 30/08/2016 |LIVIA MARIS Aceito
15:37:35 | RIBEIRO
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_681353.pdf 15:42:15
Outros Termodecompromisso.jpg 09/08/2016 |LIVIA MARIS Aceito
14:25:51 | RIBEIRO
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 17/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_681353.pdf 10:35:45
Projeto Detalhado / | Projeto_PlataformaB.pdf 17/03/2016 |LIVIA MARIS Aceito
Brochura 10:35:13 |RIBEIRO
Investigador PARANAIBA
Folha de Rosto Folhaderostook.pdf 17/03/2016 |LIVIA MARIS Aceito
10:31:40 | RIBEIRO
Declaragéo de Termosassinadosok.pdf 17/03/2016 |LIVIA MARIS Aceito
Instituicdo e 10:03:25 |RIBEIRO
Infraestrutura PARANAIBA
TCLE/Termos de |TCLE.doc 16/03/2016 |LIVIA MARIS Aceito
Assentimento / 16:53:49 |RIBEIRO
Justificativa de PARANAIBA
Auséncia

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
PIRACICABA, 28 de Novembro de 2016
Assinado por:
jacks jorge junior
(Coordenador)
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ANEXO D- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Valparaiso

o Universidad

Direccién de [nvestigacidn
Comith Instiucionsl de Bodicy de fa
Invesigacion con Seres MuTaros

deValparaiso
CHILE

ACTA DE EVALUACION BIOETICA N* 19
CBO51-14

E) Comité Institucional de Bioética de la Ivestigaddn con Seres Humanos de la Universidad de Valparaiso én su
sesion del 18 de Diclambre de 2014 declara haber evaluado el proyecto denominado “'Valor prondstico de la
axpresion de microRNA y su asociacidm con quimioquinas y vias moleculares involucradas en la
meatdstasis ragional de carcinoma escamocelular oral”, dal  Investigader Se. Wilfredo Gonzilez Arriagada,
adserito ala Facultad de Odontologia de Universidad de Valparaisa,

I, Para su evaluaddn el Comité de Bioética revisd los siguientes antecedentes

o
b.

r

Protecolo de Investigacian

Autorizacon de ka instituddn clinkca donde el estudio se lievard a cabo Jefe de Servicio de Anatomia
Patologica del Hospetal Carios van Buren)

Carta del Investigador en respuesta a observaciones del Comité

Comunicacion escrita y verbal del investigador respecto de la Aprobacion del Camité de Etica del
Hospital van Buren para utifzacion de muestras de archivo [pendiente entrega del ceetificado)

Il En la valoracion bioética del proyecto, se consideraron las siguientes aspectas wnculados con @

\

a. Valor cientifico: ) estudio busca responder Interrogantes que son de Interés a temas
disciplinares,

b. Valider dentifica: of disefio metodoldgico corresponde a los abjetivos generales del estudio

¢. Balance Riesgos y Beneficies: No ofrece riesgos. Resguarda conservaddn del material diagnostico
de archivo

d. Seleccldn Justa de suletos: La selecddn responde a los abjetivos del estudio.

e. Consentimiento Informado: Estd justificade suficientemente el no induirlo, dada antigiedad de
los casos y anonimizocion de los muestrasise cuenta con autorizacidn del servido dinico
correspondiente (sdlo falta &l documento oficial del Comité de Etica dal Hospital)

Mancs 853, Valparatan! rorcr 4o [32) 2e0esioe| Eemalln albl, ubeuar, ol
W o, 2 )



’ Universidad

deValparaiso
CHILE

Direccidn de Investigaciin
Cords lethucors de Bostcs de n
mestgosim con Seres Mumanos

[ Respeto por los sujetos: Se cumple desde 1a seleccidn de los sujetos y de las debidas garantias de
ananimidad y conservacion del matesial diagndstico archwado
g Conflicto de Interés: No exsten conflictas da interds.

. Ante la inexistencia de aspectos Inadecuados, revisados de acuerda a los pestulados de |3 Deciaracion de
Helsinki, las Pautas Eticas para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos vigentes {CIOMS, 2002)
v Guia de Buenas Practicas Clinicas, se APRUEBA, por un plazo de un afo y condicionado a la entrega
ded certificado del Comité de Ftica del Hospital Carlos van Buren antes del iniclo de |a elecuddn del
proyecto, o protocolo de investigacian identificado en esta acta.

IV, Firma el acta en representacion dei Comité

\Valparaiso, 18 de Didembre de 2014,

slanco 951, Valparaiso| Eomar o (2] zenyiaw) Cemari: simioshouv.el
war.uv.cl
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