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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral € um relevante problema de saude publica, com
taxa de sobrevida inferior a 50% em 5 anos, e ndo apresenta marcadores especificos
capazes de predizer um prognostico assertivo. No intuito de ampliar o conhecimento
acerca dos eventos biologicos relacionados a carcinogénese oral, bem como validar
0 papel de marcadores que possam contribuir para o prognostico de pacientes com
esse tumor, este estudo objetivou avaliar o valor prognoéstico da densidade de
fibroblastos associados ao cancer (do inglés CAF - carcinoma-associated fibroblasts),
por meio da imunomarcacao da isoforma a da actina de musculatura lisa (a-SMA),
tanto no fronte de invasdo quanto no estroma tumoral, em 91 amostras (pecas
cirirgicas) de CEC de lingua e assoalho bucal diagnosticados e tratados no Hospital
Bom Pastor, Varginha/MG, entre os anos de 1998 a 2012. Além disso, considerando
que umas das principais alteracdes na 82 edicdo da American Joint Committee on
Cancer (AJCC) para estadiamento do cancer oral foi a inclusdo da profundidade de
invasao (depth of invasion - DOI) na categoria T, avaliamos a performance desta nova
categoria na nossa amostra de CEC de lingua e assoalho bucal relacionando com
sobrevida e densidade de CAFs. Os resultados da analise clinico-epidemioldgica
revelaram um predominio de pacientes do género masculino (74,7%), tabagistas
(71,4%) e etilistas (52,7%). A maioria dos casos apresentou-se em estagio avancado
Il e IV (57,1%). ApOs 5 anos, andlises de sobrevida evidenciaram que 65% dos
pacientes estavam vivos e que 75% dos pacientes estavam livres de recorréncia. Os
resultados também revelaram que a abundante densidade de CAFs interferiu
significativamente na sobrevida especifica (risco de morte) de doenca (p=0,005; OR:
3,94; IC 95%: 1,50-10,34) dos pacientes tanto no fronte de invasao quanto no estroma
tumoral, resistindo (p=0,04) na analise multivariada de Cox ap0s ajuste para outros
fatores prognaosticos. Ao analisar as diferentes classificacoes da AJCC (72 e 82 edi¢éo)
quanto a categoria T, ndo se observou diferenga significativa na anélise de sobrevida
e na abundéancia de densidade de CAFs (p=0,36 e p=0,40, respectivamente). Dessa
maneira, os resultados deste estudo demonstraram que a densidade de CAFs pode
ser uma ferramenta util para determinar o prognostico de CEC de lingua e assoalho,
tanto no fronte de invasdo quanto no estroma tumoral. Além disso, mais estudos

precisam ser encorajados para melhor avaliar a categoria T na 8?2 classificacdo da



AJCC considerando especialmente o adequado ponto de corte do estadio T e a melhor

forma de mensuracéo do DOI.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Biomarcador. Prognadstico.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a relevant public health problem, with a still gloomy
prognosis (survival rate below 50% in 5 years) and has no specific markers capable of
predicting an assertive prognosis. In order to increase the knowledge about biological events
related to oral carcinogenesis, as well as to evaluate the role of markers that may contribute
to the prognosis and treatment of patients with this tumor, this study aims to verify the
prognostic value of carcinoma-associated fibroblast density (CAF) by immunostaining the a
smooth muscle actin (a-SMA) isoform at the invasion front and tumor stroma in 91 tongue
and floor OSCC samples (surgical specimens) diagnosed and treated at the Bom Pastor
Hospital, Varginha / MG, from 1998 to 2012. The results of the clinical and epidemiological
analysis revealed a predominance of male patients (74.7%), smokers (71.4%). and
alcoholics (52.7%). Most cases were in advanced stage Il and IV (57.1%). Survival analyzes
showed that 65% of patients were alive and 75% of patients were free of recurrence after 5
years. The results also revealed a significant correlation between a-SMA immunostaining
and patient survival rate, with abundant a-SMA expression significantly interfering with
disease-specific survival (risk of death) (p = 0.005; OR: 3.94; 95% CI: 1.50-10.34) of patients
on both invasion front and tumor stroma, resisting (p = 0.04) multivariate Cox analysis after
adjustment for other prognostic factors. When analyzing a-SMA immunostaining and AJCC
T stage classifications (7th and 8th edition), no significant difference was observed (p = 0.36
and p = 0.40), the same was observed when associating stage classifications AJCC T (7th
and 8th edition) and survival (p = 0.36 and p = 0.40). Thus, the results of this study
demonstrated that the density of CAFs can be a useful tool to determine the prognosis of
OSCC of the tongue and floor, both in the invasion front and in the tumor stroma. In addition,
further studies need to be encouraged to improve category T in the AJCC specifications (7th
and 8th edition), especially considering the appropriate point for cutting the internship and

the best way of measuring the DOI.

Keywords: Oral neoplasms. Biomarker. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

Carcinoma espinocelular oral (CEC) € um tumor maligno de cavidade oral que
tem sua origem a partir dos queratindcitos que revestem a cavidade oral. E a neoplasia
mais frequente em cavidade oral, apresenta um prognoéstico desfavoravel com
sobrevida permanecendo entre 50 e 60% para um periodo de 5 anos (JERJES et al.,
2010). Isso reflete um diagnéstico da doenca normalmente em estdgio avancado e a
elevada propensdo para a invasao local e a disseminagéo regional e a distancia
(WARNAKULASURIYA, 2009; PELTANOVA et al.,, 2019; VERED et al., 2019). A
identificacdo de novos marcadores de progndstico pode auxiliar na determinacéo de
um prognostico mais assertivo para o CEC oral. Vale ressaltar que véarias
caracteristicas moleculares e histopatoldgicas tém sido propostas como fatores
prognésticos do CEC oral, porém nenhuma ainda é utilizada na rotina clinica, levando
a utilizacao do tradicional estadiamento clinico do paciente, baseado no sistema TNM,
para indicar o manejo e prognostico 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 da busca pornovos
marcadores bioldgicos, que possam refletir melhor a diversidade biolégica da doenca
e prever com mais acuracia a resposta do paciente as terapias utilizadas
convencionalmente (DOURADO et al. 2018a). No intuito de um melhor conhecimento
dos eventos bioldgicos relacionados a carcinogénese oral, bem como a validacao de
marcadores que possam contribuir para o diagndéstico e tratamento de pacientes com
esse tumor, este estudo objetivou validar o valor prognéstico da densidade de
fibroblastos associados ao carcinoma (do inglés CAF - carcinoma-associated
fibroblasts), por meio da imunomarcagéo da isoforma a da actina de musculatura lisa
(a-SMA) no fronte de invaséo e no estroma tumoral, em amostras de CEC de lingua

e assoalho bucal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo do presente estudo esta embasada em definicbes e exemplos,
encontrados na literatura, que denotam a importancia da identificacdo de marcadores

imunoistoquimicos para melhor predizer o prognéstico do CEC oral.

2.1 CARCINOMA ESPINOCELULAR ORAL

O CEC, também denominado carcinoma de células escamosas ou carcinoma
epidermoide, é uma neoplasia maligna que tem sua origem a partir dos queratindcitos
que revestem a cavidade oral. E um problema altamente relevante em satde publica
e representa coletivamente o sexto cancer mais comum no mundo dentre os canceres
de todas as regides da cavidade oral e faringe (RIVERA, 2015; ALl et al. 2017; NG et
al., 2017). Por representar mais de 95% de todas as neoplasias malignas em cavidade

oral, os CECs séo genericamente chamados de cancer oral (BARNES, 2005).

De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC), o
cancer oral acomete a mucosa labial, mucosa bucal, assoalho da boca, rebordo
alveolar e gengiva, dois tercos anteriores da lingua (corpo lingual), palato duro e
trigono retromolar. A estimativa mundial de incidéncia de cancer de cavidade oral e
labios, para ambos os sexos, de todas as idades, de 2018 a 2040, é de 545.396 casos
e no Brasil 18.195 casos (IARC, 2019).

Especificamente por regido geogréfica, 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 Europeu (Franca), 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 et al., 2015; RIVERA, 2015). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estimou 4.010 novos casos em mulheres e 11.180 em homens, para o ano de 2020.
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. A incidéncia € considerada uma das
mais altas do mundo, sendo o quinto tipo de cancer mais comum em homens e 0

décimo segundo nas mulheres (INCA, 2018).
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Preferencialmente, o CEC oral acomete homens brancos (homem-mulher: 2:1)
ap6s a quinta década de vida, que fumam e bebem (BARNES, 2005).
Interessantemente, estudos epidemioldgicos 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; ALl et al., 2017). Tais pacientes parecem fugir do “padrao
tipico”, ja que nao fazem uso de tabaco e/ ou ndo ingerem bebidas alcodlicas, o que
reforca a sugestdo de que o CEC oral representa uma entidade clinica distinta, na
qual fatores genéticos, infecgBes virais e fatores de risco comportamentais poderiam
estar envolvidos (MAJCHRZAK et al., 2014; MORAIS et al., 2017; HUSSEIN et al.,
2017).

Nenhum agente ou fator carcinogénico isolado tem sido claramente definido ou
aceito, porém tanto fatores extrinsecos como intrinsecos podem contribuir para o
desenvolvimento da doenca. Dentre os fatores ambientais, os mais associados sdo o
fumo de tabaco e a exposi¢cdo da mucosa oral ao alcool presente em mais de 90% de
todos os casos de CEC oral (RIVERA, 2015). O risco de desenvolver o cancer oral €
3 vezes maior em fumantes em comparacdo com nao fumantes (GANDINI et al., 2008;
CHAPMAN et al., 2018). Além disso, o risco de cancer oral € 35% menor em pessoas
que param de fumar h& quatro anos do que aqueles que continuam a fumar. Ainda,
exposicdo ambiental a fumaca do tabaco (fumantes passivos) também aumenta em
87% o0 risco de cancer em individuos que nunca fumaram ativamente quando

comparado a individuos que nunca fumaram nem foram expostos (LEE et al., 2009).

Existe uma associacdo entre 0 consumo crbnico e excessivo de alcool e o
desenvolvimento do cancer oral. O risco associado ao alcool é dose-dependente e
todos os tipos de bebidas alcodlicas contribuem como fator de risco proporcional a
concentracdo de etanol. A atividade carcinogénica do alcool esta intimamente
relacionada ao metabolismo do etanol e a producdo de acetaldeido, um agente
cancerigeno capaz de interferir com a sintese e reparo do DNA e de formar adutos
com diferentes moléculas, comprometendo o metabolismo celular (POSCHL et al.,
2004; SEITZ et al., 2007). O alcool é também capaz de amplificar os efeitos do
tabagismo por meio da sua acao de solvente quimico, aumentando a permeabilidade
da mucosa e prolongando a sua exposi¢éo as substancias cancerigenas presentes no
tabaco (BOFFETTA, et al., 2006; PAI et al., 2009).

Um estudo de meta-analise e de revisao sistematica forneceu evidéncias de
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uma associacgao 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 etal., 2014).
Entre os outros fatores associados ao céancer oral, destaca-se a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV), principalmente associado ao carcinoma de orofaringe
(particularmente afetando palato e tonsila lingual) (DALIANIS, 2014; CHI et al., 2015;
ALl et al., 2017). Caracteristicas demogréficas revelam um perfil especifico para os
canceres orais positivos para o HPV, os quais incluem pacientes jovens (abaixo dos
50 anos), do género masculino, com melhor estado econémico e que ndo fumam ou
bebem (ALl et al., 2017).

A IARC classifica 0 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 pesco¢o sdo as
tonsilas palatinas, base da lingua, com uma taxa de prevaléncia de 75% (RIVERA,
2015). A deteccdo de HPV é um estabelecido biomarcador de progndstico favoravel
para o cancer de orofaringe localmente avancado, estando associado a idade mais
jovem de inicio, reducdo dos habitos de tabaco, aumento do risco de metastase a
distancia e baixa sobrevida (KANG et al., 2015; YETE et al., 2017). Os mecanismos
pelos quais o HPV contribui para a carcinogénese envolvem a participacdo das
proteinas E6 e E7 codificadas pelo virus, que sdo capazes de promover ainativacéo
das proteinas supressoras tumorais p53 e retinoblastoma (RB), levando a aceleracéo

do ciclo celular e comprometendo os sistemas de reparo do DNA (DALIANIS, 2014).

Clinicamente, o CEC oral se apresenta, ha maioria dos casos, como uma leséao
ulcerada, algumas lesGes podem ser leucoplasicas e/ou eritroplasicas, indolor, com
area central necrética e bordas elevadas. Pode afetar qualquer local da mucosa, mas
a lingua e o assoalho bucal sdo os locais de predilecao (PIRES et al., 2013). A lingua
compreende de 25 a 40% dos casos de CEC oral e juntamente com o CEC de
assoalho de boca (15 a 20%) somam mais da metade dos canceres orais excluindo
agueles que afetam os labios. Dor, perdas dentérias, sialorréia, trismo, sangramento,
disfonia e emagrecimento sdo vistos nas fases tardias da doenca (KOWASLKI E
CARVALHO, 2000). Devido a sua arquitetura histolégica com riqueza de vasos
linfaticos e predominancia de estrutura muscular, o CEC de lingua é mais

frequentemente associado com metastases para linfonodos do que qualquer outro
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sitio da cavidade oral. Seu curso clinico também é imprevisivel devido a grande taxa
de metastases ocultas, o que torna o0 seu prognoéstico pior em relacdo a lesdes
similares em orofaringe, laringe, hipofaringe e outros sitios da cavidade oral (BELLO
et al., 2011).

Histologicamente as lesdes de CEC oral se caracterizam por uma proliferacao
de células epiteliais pleomérficas com nucleos hipercrométicos, nucléolos
proeminentes e figuras mitdticas tipicas e atipicas. A proliferacdo epitelial
frequentemente mostra um padréo invasivo ao tecido conjuntivo subjacente, formando
ninhos ou ilhas de células epiteliais malignas. Observa-se também queratinizacdo com
formacao variavel de ceratina e disceratose. Invaséo angiolinfatica e perineural séo
sinais adicionais de malignidade (JOHNSON et al., 2005).

A avaliacdo histopatologica do grau em que esses tumores lembram o seu
tecido de origem (epitélio escamoso) e produzem seu produto normal (ceratina) €
denominado gradacgéo histoldgica. De acordo com a OMS, os tumores podem ser
avaliados de acordo com a sua semelhanca com o epitélio escamoso de origem, onde
considera-se bem diferenciado um tumor que € maduro o suficiente para lembrar muito
bem seu tecido de origem (PINDBORG et al., 1997). Um tumor com muito
pleomorfismo celular e nuclear e predominéncia 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 um grau entre esses dois extremos €é considerado
carcinoma moderadamente diferenciado (JOHNSON et al., 2005). CECs pobremente
ou moderadamente diferenciados apresentam células com maior variacdo em
tamanho e forma, mitoses anormais e menor adesao, caracteristicas que aumentam

sua agressividade e tendéncia a metastase (KUMAR et al., 2012).

O tratamento do CEC oral baseia-se em cirurgia, radioterapia e/ou
quimioterapia. A realizagao do esvaziamento cervical pode ocorrer em 3 situacgoes: a
primeira indicacdo se faz para linfadenopatia cervical palpavel, a segunda quando ha
linfadenopatia positiva evidenciada por exames especiais de imagem como tomografia
computadorizada ou imagem de ressonancia magnética, e a terceira indicacao
guando nado ha linfadenopatia evidente, mas suspeita-se de metastase oculta no
pescoco em funcéo do local anatdmico do cancer primario (REGEZI et al., 2008). A

radioterapia adjuvante € planejada ap0s uma avaliacdo completa do exame
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histopatoldgico do paciente. As indicacdes gerais para a administracao pos-operatoria
da radioterapia incluem: margens positivas do tecido mole, mais do que um linfonodo
positivo sem invasao extracapsular, um ou mais linfonodo com invasao extracapsular,
invasdo Ossea pelo cancer com margens 0sseas nhegativas, invasao perineural no
espécime e a presenca de doenca imunossupressora com morbidade, como
HIV/AIDS. A quimioterapia concomitante a radioterapia mostrou melhora na sobrevida
total de pacientes em 8 a 10% em CEC de cabeca e pescoc¢o avancado localmente,
sendo a cisplatina o agente isolado mais ativo. A quimiorradiacéo € preferivel para
pacientes com neoplasia maligna linfonodal avancada (REGEZI et al., 2008; VEDAM,
et al., 2014). A utilizacdo do quimioterapico Cetuximabe demonstrou induzir
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos aumentando a
atividade de células natural killers (NK) e em um modelo de xenoenxerto murino, a
combinacdo do anticorpo CD137 e Cetuximabe resultou em efeitos antitumorais
sinérgicos e aumento da sobrevida (WILSON et al., 2011; KOHRT et al., 2014; KANG
et al., 2015).

Apesar dos avancos nas pesquisas e opcdes de tratamento, principalmente na
investigacdo de novas drogas quimioterapicas, o prognostico dos pacientes com CEC
oral se manteve praticamente estatico nas Ultimas décadas com sobrevida
permanecendo entre 50 e 60% para um periodo de 5 anos (JERJES et al., 2010;
KARNOV et al., 2017; NG et al., 2017; PELTANOVA et al., 2019; VERED et al., 2019.
Este baixo indice de sobrevida € principalmente devido ao diagndstico da doenca
normalmente em estagio avancado e a elevada propenséo para a invasao local e a
disseminacdo regional e a distancia (WARNAKULASURIYA, 2009). Varias
caracteristicas moleculares e histopatolégicas tém sido propostas como fatores
prognésticos do CEC oral, porém nenhuma ainda € utilizada na rotina clinica, levando
a utilizacao do tradicional estadiamento clinico do paciente, baseado no sistema TNM,

para indicar o manejo e progndéstico do paciente.

O sistema foi desenvolvido pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) e
é denominado de sistema TNM de Classificagdo 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 cancer, mas existem principios gerais onde estes
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parametros recebem graduacdes, de TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1(Tabela 1).
Uma leséo in situ é classificada como Tis, e com 0 aumento no tamanho do tumor a
classificagao varia de T1 a T4. Uma vez determinado os trés parametros, seus valores
sdo registrados conjuntamente a fim de determinar o estagio adequado. As categorias
de estadiamento clinico TNM variam de estagio | a IV, sendo que o estagio IV ainda
possui subdivisbes em IVA, IVB e IVC (Tabela 2). Quanto maior for o estagio de

classificacdo, pior sera o prognéstico (NEVILLE et al., 2016).

Quadro 1 — Estadiamento clinico (TNM) de acordo com a 72 edi¢cdo da AJCC*.

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 didmetro
T2 _ ~ . .
Tumor com mais de 2 cm, mas ndo mais do que 4 cm em seu maior
didametro
T3 Tumor com mais de 4 cm em seu maior diametro
T4a
Doenca local moderadamente avancada. L&bio: 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. L&bio e cavidade oral: Tumor invade
espaco mastigatério, placas petrigoideas ou base de cranio; ou artéria
cargtida interna.
Linfonodos regionais (N)
NX N&o pode ser avaliado
NO Nenhum linfonodo regional metastatico
N1 Metastase em um Unico linfonodo ipsilateral, 3 cm ou menos em seu
maior didmetro
N2 Metéastase como especificada em: N2a, 2b, 2c (veja abaixo)
N2a

Metéastase em um unico linfonodo ipsilateral, maior do que 3 cm mas nao
mais do que 6 cm em seu maior didmetro

N2b Metéstase em mudltiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior do que 6
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cm em seu maior diametro

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

N3
Metéastase em um linfonodo maior do que 6 cm em seu maior didmetro

Metastase a distancia (M)
MX Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Nenhuma metastase a distancia

Fonte: Modificado de International agency for research on cancer (IARC), data: 17/02/2020

Tabela 1 — Estadiamento TNM para o cancer oral*

Estadios clinicos (T+N+M)

0 Tis NO MO
I Tl NO MO
Il T2 NO MO
i T3 (somente), T2 N1 MO
ouTl

VA
T4a NO ou N1 MO
T1, T20u T3 N2 MO
VB Qualquer T N3 MO
T4b Quall\lquer MO

IV C
Qualquer T Quall\lquer M1

Fonte: Modificado de International agency for research on cancer (IARC), data: 17/02/2020

A American Joint Committee on Cancer Eighth Edition Cancer Staging Manual
(AJCC), na secéao de cabeca e pescoco, com o intuito de estabelecer claramente o
comportamento biolégico de tumores profundamente invasivos, porém pequenos,
incorporou a profundidade de invaséo (depth of invasion — DOI) a categoria T para
cancer de cavidade oral (Tabela 3). O DOI é avaliado a partir do nivel da membrana
basal da mucosa normal adjacente mais préxima, onde uma “linha de prumo” é
tracada deste plano até o ponto mais profundo da invasédo do tumor (Figura 1). A
categoria T, com a incorporagcdo do DOI, melhora a distincdo entre tumores
superficiais ou exofiticos e os mais invasivos. Para cada aumento de 5 mm no DOlI,

as categorias cT e pT aumentam um nivel de acordo com o seguinte: <5 mm,>5 mm
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mas <10 mm e > 10 mm (AMIN et al., 2017).

Figura 1 — Imagem representativa da avaliacio da profundidade de invasdo (depth of invasion — DOI)

Fonte: Lydiatt et al. 2017.

Tabela 2 — ModificagBes do sistema de estadiamento clinico (TNM) de acordo com a 82 edicao da

AJCC
Tumor primario (T)
TX N&o pode ser avaliado
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor <2 cm, <5 mm profundidade de invasao
T2 Tumor €2 cm, DOI> 5 mm e <10 mm ou tumor> 2 cm mas
<4 cm e <10 mm DOI
T3 Tumor> 4 cm ou qualquer tumor> 10 mm DOI

T4 Doenca local moderadamente avancada ou muito avancada
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T4a Doenca local moderadamente avancada. Labio: Tumor
invade cortical 6ssea, 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 espacgo mastigatorio, placas pterigoideas ou base de
cranio; ou artéria carotida interna.

Fonte: MB et al. 2017.

No entanto, em muitos casos estes fatores sao insuficientes para discriminar o
comportamento biolégico de tumores com o0 mesmo estadiamento. A desvantagem
mais proeminente no uso deste sistema € a alta propensdo de metastases ocultas
loco-regionais. A palpacdo clinica para nédulos cervicais apresenta uma taxa
aproximada de 30% de falsos negativos (BELLO; SOINI; SALO, 2010). Assim,
evidencia-se a necessidade da pesquisa de novos marcadores moleculares, que
possam refletir melhor a diversidade bioldgica da doenca e prever com mais acuracia

a resposta do paciente as terapias utilizadas convencionalmente (SHAH et al., 2011).

A taxa de sobrevida de 5 anos para o CEC oral varia de 53% a 68% se o tumor
for relativamente pequeno (< 4 cm) e ndo tenha ocorrido metastase no momento do
diagndstico (estagios | e 1), 41% quando o tumor for 24 cm sem metastase ou com
metastase em um unico linfonodo regional ipsilateral < 3cm (estagio 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 unico linfonodo ipsilateral >3 cm e < 6 cm ou um linfonodo > 6 cm (estagio IV). A
grande maioria das mortes ocorre dentro dos primeiros 5 anos (NEVILLE et al., 2016).
No entanto, a evolugao clinica nem sempre segue estes parametros, indicando que
outros fatores relacionados ao paciente ou as caracteristicas bioldgicas do tumor
podem ser relevantes (NEVILLE et al., 2016). A gradacao histopatoldgica detalhada
da peca cirurgica, aliada ao sistema de estadiamento clinico TNM é um critério padréo

para 0 manejo pés-operatorio e também para predicdo de prognostico atualmente.

Por muitos anos as pesquisas investigando a carcinogénese se concentraram
nas células tumorais, especialmente em suas alteracbes genéticas e epigenéticas,
acreditando que apenas nelas estariam as respostas e as solu¢cdes da tumorigénese.

No entanto, varios estudos realizados ao longo das ultimas décadas demonstram que
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0 microambiente tumoral exerce um papel importante para o desenvolvimento e
progressdo tumoral. O microambiente é formado por componentes da matriz
extracelular, células imunes, células endoteliais sanguineas e linfaticas e diferentes
subtipos de fibroblastos, alguns recebendo a denominacgao de miofibroblastos. Todos
estes componentes demonstraram ser capazes de influenciar criticamente a
carcinogénese e o fendtipo maligno nas multiplas etapas do tumor (CURRY et al.,
2014; RIVERA E VENEGAS, 2014; WU et al.,, 2017; DOURADO et al., 2018b;
HANLEY et al., 2018, PELTANOVA et al.,, 2019). Para controlar e erradicar as
neoplasias malignas, os esfor¢cos ndo estdo somente sobre as células malignas, mas
também nas células do estroma tumoral (SHIGA et al., 2015; HONG et al., 2018;
HUET et al., 2019; GIENIEC et al., 2019). De fato, a doenca ocorre em um tecido
altamente complexo e as células tumorais sdo dependentes desse meio para o seu
desenvolvimento e sua progressdo nos tecidos adjacentes, o que levou ao conceito
do microambiente tumoral (ALBINI E SPORN, 2007).

2.2 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CARCINOMA

As interacdes entre células malignas e estroma tém atraido consideravel
atencdo e evidéncias consistentes sdo acumuladas sobre esse assunto. Varios
pesquisadores tém progressivamente esclarecido as origens, as caracteristicas e as
funcdes dos CAFs. Esses elementos séo fibroblastos fenotipicamente alterados, que
se assemelham funcionalmente aos miofibroblastos presentes durante a cicatrizagéo
de feridas (SHIGA et al., 2015). No entanto, durante a cicatrizacao de feridas, quando
0 processo € completado, a ativacdo de fibroblastos € diminuida (TOMASEK et al.,
2002). Em contraste, os CAFs sao diferenciados, e ndo revertem para um fenoétipo
normal, ndo sofrem apoptose e nem sao eliminados como fibroblastos normais (LI et
al., 2007). Eles demonstram exercer um importante papel na progressao tumoral por
apresentar grande habilidade em secretar fatores estimuladores como citocinas,
fatores de crescimento, quimiocinas, hormonios, neurotransmissores, mediadores
inflamatorios, proteinas de adesédo e proteinas da MEC (DE WEVER et al., 2008;
MARSH et al., 2011; SOBRAL et al., 2011; DOURADO et al., 2019; HUET et al, 2019;
GIENIEC et al.,, 2019; PELTANOVA et al., 2019). Mutacdes em TP53 em células

tumorais estédo associadas com o aumento da migracdo de CAFs para o MT, enquanto
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que TP53 ndo mutado inibe sua migracao (LIN et al., 2013). Em um modelo animal
murino, usando injecao heterotopica de células de CEC de cabeca e pescoco com
fibroblastos normais ou CAFs, Wheeler e colaboradores (2014) demonstraram que 0s
CAFs favoreceram o crescimento do tumor primario e a ocorréncia de metastases

linfonodais e a distancia comparadas a injecao com fibroblastos normais.

Para identificar CAFs no estroma tumoral, € necessario a utilizacdo de
marcadores especiais. O mais amplamente utilizado é a isoforma a da actina de
musculatura lisa (a-SMA). Apds os danos aos tecidos, os fibroblastos proliferam e
diferenciam-se em miofibroblastos. Esses miofibroblastos adquirem um novo perfil
como a capacidade de expressar a-SMA, as fibras de estresse contrateis, e a variante
EDA de splicing de fibronectina (SHIGA et al., 2015). Outras moléculas, tais como
proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP), proteina 1 especifica de fibroblastos (FSP-
1), receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas a/f (PDGFR a/B) e
vimentina séo utilizadas para identificagcdo de CAF ativados (KRAMAN et al., 2010;
PELTANOVA et al., 2019).

Em um estudo experimental com ratos, CAFs em carcinoma de c6lon promoveu
metastase do tumor confirmando que eles podem estar envolvidos na capacidade de
invasdo de células tumorais epiteliais in vivo, mesmo quando a expressao de E-
caderina impede a invasdo de células neoplasicas em diferentes ensaios in vitro
(DIMANCHE-BOITREL et al., 1994). Além disso, CAFs também apresentam influéncia
na remodelagcédo de MEC por expressar membros da familia de metaloproteinases de
matriz (MMPs), como MMP-2 e MMP-9, os quais degradam membrana basal e
contribuem para a proliferacéo tumoral (STUELTEN et al., 2005; PELTANOVA et al.,
2019). Estudos também mostram que CAFs afetam a angiogénese tumoral por varios
mecanismos, via secrecao de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do
inglés — vascular endotelial growth fator) e outros fatores angiogénicos como fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF, do inglés — platelet-derived growth fator),
fator de crescimento fibroblastico (FGF, do inglés — fibroblast growth fator) e fator 1
derivado de células estromais (SDF-1, do inglés — stromal cell-derived fator 1) (SHIGA
etal., 2015; PELTANOVA et al., 2019). Gonzalez e colaboradores (2014) descobriram
gue CAFs secretam lactato e piruvato como metabdlitos de energia através da via
glicolitica, e as células malignas podem utilizar esses metabdlitos no ciclo mitocondrial
TCA (ciclo de acido tricarboxilico) (GONZALEZ et al., 2014). Pavlides e colaboradores
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(2009) nomearam esse conceito de "efeito reverso de Warburg”, uma vez que CAFs

contribuem como fonte de energia para as células malignas.

Os CAFs desempenham um papel no desenvolvimento do tumor por meio da
interacdo ceélula-célula ou conversacdo cruzada com células tumorais, secretando
fatores de crescimento, citocinas e exossomos (Li et al., 2018). Dourado e
colaboradores (2019) identificaram que vesiculas extracelulares (VE) liberadas pelo
CAF séo os principais promotores da migracao e invasédo em CEC oral por meio da
ativacdo de processos biolégicos especificos, incluindo vias estruturais e de
motilidade. CAF-EV revelaram uma expressao génica modificada associada a vias
metabdlicas e regulacdo positiva de genes associados a invasdo tumoral, como
ROCK2, FLOT1 e FAM129B (DOURADO et al., 2019)

Vered e colaboradores (2019), em um estudo com CEC de lingua, identificaram
que os CAFs sdo uma populacao celular heterogénea que representa fenotipos de
diferentes origens celulares ou estados celulares e que podem ser modulados de
acordo com determinadas condicdes temporais e espaciais. Verificou-se também que
os fendtipos de CAF variam nos CECs e que isso tem um impacto significativo nos
resultados clinicos (VERED et al., 2019).

Pesquisas mostram que CAFs também afetam a sensibilidade de drogas por
secretarem diversos fatores. Por exemplo, no CEC de cabeca e pescoco, a inducdo
de MMP-1 por CAFs protegem células de Cetuximab (anticorpo monoclonal do
receptor do fator de crescimento epidérmico) (JOHANSSON et al., 2012). CAFs
também protegem células de carcinoma de préstata do efeito citotoxico de Sorafenibe
(inibidor de multiplas enzimas tirosina-quinase) através da superexpresséo de BCL-
XL (B-cell ymphoma-extra large), proteina anti-apoptética (KHARAZIHA et al., 2012).
A presenca de CAFs em CECs orais, particularmente na regido do fronte invasivo,
demonstrou promover um comportamento mais agressivo do tumor, resultando em
menor sobrevida global dos pacientes (KELLERMANN et al., 2007). De modo geral,
os estudos demonstram que a alta densidade de CAFs € um forte fator preditivo de
prognoéstico desfavoravel (KELLERMANN et al.,, 2008; KAWASHIRI et al., 2009;
VERED etal., 2010; BELLO et al., 2011; MARSH et al., 2011; FUJIl et al., 2012; DING
et al., 2014; LIN et al., 2017; DOURADO et al., 2018a; GRAIZEL et al., 2019; VERED
et al., 2019), e sugerem ainda que a presenca dessas ceélulas no estroma dos CECs

orais pode influenciar na proliferacao e invasédo tumoral, resultando em um tumor mais
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agressivo (SOBRAL et al.,, 2011; HINSLEY et al.,, 2012). No estudo de Sobral e
colaboradores (2011) foi demonstrado que produtos de sintese dos miofibroblatos sé&o
capazes de modular a proliferacdo e invasao de linhagens celulares de CEC oral.
CAFs podem superexpressar uma grande variedade de fatores, como citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas (MMPs, TGF-B, MCT4, VEGF, HGF, IL-22) que
tém papel importante na inducao da deposi¢cdo de MEC, na promocao da angiogénese
e da transicdo epitélio mesénquima (epithelial mesenchymal transition - EMT),
regulacdo da reprogramacao metabodlica e aumento da proliferacdo e resisténcia a
guimioterapicos (MADAR et al., 2013; MARTINEZ-OUTSCHOORN et al., 2014), como
mencionado acima de forma genérica. Os mecanismos subjacentes aos efeitos de
CAFs nas neoplasias malignas ainda ndo estdo claras. Maiores esclarecimentos
desses efeitos sdo necessarios e poderéo conduzir a novos modelos terapéuticos anti-

cancer contra os CAFs e as interacdes de estroma e células malignas.

Os biomarcadores de cancer podem ser classificados com base no estado da
doenca, incluindo biomarcadores preditivos, de diagnostico e prognéstico. Desde a
identificacdo de um biomarcador promissor até seu uso clinico, existe um longo
caminho envolvendo muitos obstaculos, como estimar o numero de pacientes
necessarios para a fase de validacéo estatistica, entre outros (BUYSE et al., 2011;
GOSHO et al., 2012). Neste contexto, uma revisdo sisteméatica foi realizada com o
objetivo de identificador um biomarcador para CEC oral, porém nenhum dos estudos
apresentou moléculas validadas. Os resultados mostram biomarcadores na fase de
descoberta, levando-os a chamé-los de "potenciais biomarcadores". Em outro estudo,
de meta-andlise e revisado sistematica, foi verificado que nenhum dos biomarcadores
relatados com mais frequéncia podem ser recomendados como preditivos de
prognostico valido para uso clinico, demonstrando que a qualidade na conducéo e nos
relatorios dos estudos originais € globalmente insatisfatoria, 0 que néo permite
conclusbes confiaveis (ALMANGUSH et al., 2017; RIVERA et al., 2017; ALMANGUSH
et al., 2018a; DENG et al., 2019; MARKAROV e GORLIN, 2019).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o valor prognoéstico da
densidade de CAFs, por meio da imunomarcagéo de a-SMA, no fronte de invasao e
no estroma tumoral, de amostras de CEC de lingua e assoalho bucal, correlacionando
com as variaveis clinico-patologicas, presenca de metastase e sobrevida. Além disso,

considerando que umas das principais alteracbes na 82 edicdo da American Joint
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Committee on Cancer (AJCC) para estadiamento do cancer oral foi a inclusdo do DOI
na categoria T, avaliamos a performance desta nova categoria ha nossa amostra de

CEC de lingua e assoalho bucal relacionando com sobrevida e abundancia de CAFs.
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar o valor prognéstico da densidade de CAFs, tanto no fronte de invasao
guanto no estroma tumoral, em amostras de CEC de lingua e assoalho bucal
e avaliar o impacto da inclusdo do DOI na categoria T na 82 edigdo da
American Joint Committee on Cancer considerando sobrevida e a

abundancia de CAFs.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a densidade de CAFs, no estroma e fronte de invasdo tumoral, por
meio da imunomarcagdo de a-SMA, em amostras de CEC de lingua e
assoalho bucal. Correlacionando com as variaveis clinico-patolégicas, de
recorréncia, de metastase e sobrevida;

e Analisar e comparar as amostras de CEC de lingua e assoalho bucal de
acordo com a 7° e 8° edicdo do American Joint Committee on Cancer
considerando a categoria T e relacionar com a sobrevida e densidade de
CAFs.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi cadastrado na Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa
(CONEP), através da Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Alfenas (CEP/UNIFAL-MG), (Anexo
A), nimero 58517516.1.0000.5142, de acordo com a resolucéo 466/12.

4.2 CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS

Foram analisadas 91 amostras de CEC com histéria clinica completa de
pacientes tratados no Hospital Bom Pastor de Varginha-MG, entre os anos de 1998a
2013. Os critérios de inclusao escolhidos para este trabalho foram: (1) Pacientes com
diagnéstico de CEC oral tratados nesse hospital; (2) Tratamento cirargico realizado de
acordo com procedimento padréo e consistindo em ressec¢do do tumor primario; (3)
Dados clinico-patologicos e material do tumor emblocado em parafina suficiente para

avaliacao.

As informacdes clinicas, demograficas, de tratamento, recorréncia e sobrevida
foram coletadas dos prontuarios médicos e as caracteristicas histopatoldgicas,
incluindo grau de diferenciacdo tumoral, infiltracdo vascular e infiltracdo neural foram
determinadas por meio da andlise de todas as laminas coradas com hematoxilina e
eosina (DOMINGUETI, 2018). Todas as recorréncias foram confirmadas
histopatologicamente e a sobrevida livre de doenca foi determinada como o periodo
entre o tratamento inicial e a confirmacédo da recorréncia, enquanto que a sobrevida
global foi o periodo entre o diagndstico do paciente e a morte ou a Ultima visita de

acompanhamento.

Além disso, considerando que uma das principais modificagfes na 8 2 edi¢édo
do AJCC para estadiamento do cancer oral foi a inclusdo do DOI na categoria T,
reanalisamos as 91 amostras de CEC de lingua e assoalho bucal nesta nova
classificagéao (Tabela 3) (AMIN et al. 2017), para demonstrar a diferenca no estadio T
entre a 72 e a 82 edicdo da AJCC. Na 82 edicao da AJCC, T1 refere a tumores com <
2 cm de diametro e DOI <5 mm. T2 refere a tumores com <2 cm de diametro e DOI
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>5 mm e <10 mm, ou tumores com >2 cm mas <4 cm e DOI < 10 mm. T3 refere a
tumores com > 4 cm ou qualquer tumor com DOI > 10 mm. T4 refere a tumores
moderadamente avancados ou doenca local muito avangada. De acordo com a 82
edicdo da AJCC, DOI néo influencia o estadio T4.

4.3 ESTUDO MORFOLOGICO

4.3.1 Estudo imunoistoquimica

Todas as reacfes de imunoistoquimica foram realizadas no Laboratorio de
Anatomopatologia da UNIFAL-MG. Para reagcédo imunoistoquimica cortes de 3um de
espessura foram desparafinizados, hidratados em solugbes com concentragbes
decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e lavados. O procedimento para a
recuperacdo antigénica foi realizado em solucdo aquosa de 10 mM de acido citrico,
pH 6,0 e panela de presséo elétrica por 15 min apds o inicio da presséo. Apos o
resfriamento do material, a inativacao da peroxidase enddgena foi realizada com a
incubacdo com peroxido de hidrogénio (20 volumes) por 25 min. Apos lavagem em
solucéo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS), os cortes foram incubados com
0 anticorpo primario anti-a-SMA (Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle
Actin, Dako, EUA) (tabela 2) na diluicdo de 1:400 em camara Umida por 18 h a 4°C.
Apods a incubacao do anticorpo primario, as amostras foram incubadas no sistema de
visualizacdo ENVISION ™ (Dako, Denmark) durante 30 minutos a 36° C em estufa. A
revelagdo foi realizada em solucdo contendo 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB +
Substrate, Dako, EUA) a temperatura ambiente durante 1 min. A contra coloracéo foi
realizada com hematoxilina de Carrazi durante 3 min. O processo foi finalizado com

desidratacédo, diafanizagdo e montagem da laminula.

Quadro 2 - Anticorpo e diluicdo

Anticorpo Diluicao Fabricante

Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth
) 1:400 Dako Denmark A/S
Muscle Actin

Fonte: Dako Denmark A/S
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4.3.2 Analise da marcacao imunoistoquimica

A analise da marcagao imunoistoquimica da proteina a-SMA foi realizada de
forma semi-quantitativa. Toda a area do espécime foi verificada por dois examinadores
previamente calibrados através de microscopio Optico (Leica DM500, Wetzlar,
Germany). As células que exibiram coloragdo acastanhada e granular no citoplasma
foram consideradas positivas. Os escores foram atribuidos de acordo com a densidade
de CAFs idetificados na regido de fronte e estroma tumoral (Figura 1 e 2). Para a
quantificacdo da imunomarcacao, os escores foram os seguintes: 0- negativo; 1- <
50% escasso; e 2- > 51% abundante (BAGORDAKIS et al., 2016).



Figura 2 - Imagem representativa com os padrdes de marcagao imunoistoquimica da proteina a -SMA no estroma tumoral
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Fonte: da autora
Legenda: (A) A reacéo de controle negativo foi realizada por omissdo do anticorpo primario.
(B) citoplasma das células tumorais apresentando baixa expressao da proteina a —SMA.

(C) citoplasma das células tumorais apresentando alta expressao da proteina a —SMA.



Figura 3 - Imagem representativa da marcagao imunoistoquimica da proteina a -SMA em fronte de invasdo de carcinoma espinocelular de lingua

Fonte: da autora



4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio do software de estatistica MedCalc
(versdo 17.8.1). O nivel de significAncia empregado foi de 5% (p < 0,05). Realizou-se
0 teste estatistico do qui-quadrado, tanto para as caracteristicas clinico-patoldgicas,
estadio T (72 e 82 edigdo da AJCC) como para o marcador a -SMA. 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
e marcador imunoistoquimicos. Para a analise estatistica realizamos a unido dos

escores 0- negativo e 1- < 50% escasso versus escore 2- > 51% abundante.
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5 RESULTADOS

Dos 91 pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal, 45 (49,5%)
apresentavam idade acima da quinta década de vida, e a mediana de idade foi de 61,8
anos (variacao de 45 a 88 anos). O género masculino foi predominante entre 0s casos,
representando 68 casos (74,7%). A maioria desses pacientes era tabagista (n: 65;
71,4%) ou etilista (n: 48; 52,74%), e os que fumavam e bebiam conjuntamente eram
48 (52,74%) (Tabela 5).

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CEC de lingua e assoalho bucal

Caracteristicas N° de pacientes | %
Idade

>61 45 49,50
<61 46 50,50
Género

Masculino 68 74,73
Feminino 23 25,27
Habito de Fumar

Nao 9 9,89
Sim 65 71,43
Habito de beber

Nao 19 20,88
Sim 48 52,75

Fonte: da autora.

A maioria dos pacientes (n: 52; 57,1%) apresentava estadiamento clinico Ill e
IV, e 36 casos (39,5%) foram classificados entre estadiamentos | e Il (Tabela 6). Em
relacdo ao sistema TNM, de acordo com a sétima edi¢céo, a maior prevaléncia (n: 38;
70,3%) era de tumores T1 (tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimenséo) e T2
(tumores entre 2cm e 4cm) (Tabela 6), seguido dos tumores T3 e T4 (n: 16; 29,7%).
Considerando a oitava edicao, a maior prevaléncia (n: 40; 75%) era de tumores T1
(Tumor <2 cm, <5 mm profundidade de invaséo) e T2 (Tumor <2 cm, DOI> 5 mm e
<10 mm ou tumor> 2 cm mas <4 cm e <10 mm ) (Tabela 6), seguido dos tumores T3
e T4 (n: 13; 25%). Quanto ao comprometimento linfonodal, a maioria dos pacientes

(n: 23; 25,27%) apresentou comprometimento positivo.
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Tabela 4 - Estadiamento clinico e sistema TNM dos pacientes com carcinoma espinocelular de lingua

Caracteristicas

N° de pacientes

%

Estadiamento clinico
I/
/v

Estadio T (72 Edicdo da AJCC)
T1+T2
T3+T4

Estadio T (82 Edicdo da AJCC)
T1+T2
T3+T4

Linfonodos comprometidos
N&o
Sim

36
52

38
16

40
13

17
23

39,56
57,14

70,3
29,7

75,0
25,0

18,68
25,27

Fonte: da autora.

A maioria das pecas cirdrgicas avaliadas apresentou margens livres (n: 41,

45%), presenca de invasdo vascular (n: 58, 63,7%) e presenca de invasao

perineural (n: 49, 53,8%) (Tabela 7). Quanto ao tratamento estabelecido para 0s

pacientes, 10 (11%) realizaram apenas cirurgia, 38 (41,7%) associaram cirurgia e

radioterapia e 41 (45%) se submeteram a cirurgia, radioterapia e a quimioterapia

(Tabela 7).
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Tabela 5 - Tipo de tratamento e caracteristicas anatomo-patoldgicas das pecas cirdrgicas analisadas

dos pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

Caracteristicas | N°de pacientes | %
Tratamento

Cirurgia 10 10,98
Cirurgia + RTX 38 41,76
Cirurgia + RTX + QTX 41 45,0
Margens cirurgicas

Livres 41 45,05
Comprometidas 9 9,89
Invaséo vascular

Nao 9 9,89
Sim 58 63,74
Invasao perineural

N&o 42 46,15
Sim 49 53,85

RTX: Radioterapia, QTX: Quimioterapia

Fonte: da autora.

Dos 91 pacientes analisados, pode-se observar que em 60 meses (5 anos)
aproximadamente 65% dos pacientes estavam vivos (Grafico 1) e 75% dos pacientes
estavam livres de recorréncia (Grafico 2). A sobrevida especifica foi medida em meses
e avaliada entre o dia inicial do tratamento cirirgico até a data de 6bito ou ultima
informacao do paciente. A andlise de sobrevida livre da doencga também foi realizada
em meses e avaliada entre o dia inicial do tratamento cirdrgico até a data de recidiva

ou a ultima informacao do paciente.



Graéfico 1 - Sobrevida especifica de doenca em pacientes com carcinoma de lingua e assoalho
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Gréfico 2 - Sobrevida livre de doenga em pacientes com carcinoma de lingua e assoalho
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As associagbes entre a marcagao imunoistoquimica de a-SMA e as

caracteristicas clinicas e patologicas sdo mostradas na Tabela 8. Uma significante

correlagdo entre a marcacdo de a-SMA e a intensidade do infiltrado inflamatério foi

observada (p= 0,03).

Tabela 6 - Analise dos parametros clinico-patolégicos com imunomarcacao de a-SMA em pacientes

com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

a-SMA
A Negativo/Escasso Abundante
Parametros N° de pacientes | N° de pacientes P valor
(%) (%)
Idade
<61 anos 22 (55,0) 21 (46,7) 0.44
= 61 anos 18 (45,0) 24 (53,3) ’
Género
Masculino 30 (75,0) 34 (75,6) 0.95
Feminino 10 (25,0) 11 (24,4) '
Habito de fumar
N&o 4 (12,5) 4(11,1)
Sim 28 (87,5) 32 (88,9) 0,86
Habito de beber
N&o 10 (34,5) 8 (24,2)
Sim 19 (65,5) 25 (75,8) 0,38
Estadiamento clinico
[+l 18 (47,4) 15 (34,1) 0,22
H+1V 20 (52,6) 29 (65,9)
Sequéncia de tratamento
Cirurgia 5(13,1) 3 (6,6) 0.56
Cirurgia + RxT 15 (39,5) 21 (46,7) '
Cirurgia + RxT + Quimio 18 (47,4) 21 (46,7)
Margens cirdrgicas
Livres 17 (50,0) 19 (50) 1,00
Comprometidas 17 (50,0) 19 (50)
Recidiva/metéastase
N&o 27 (71,1) 38 (88,4) 0.92
Sim 11 (28,9) 5(11,6) ’
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Invaséo perineural

N&o 11 (50,0) 15 (39,5)

Sim 11 (50,0) 23 (60,5) 0,43
Intensidade do infiltrado

inflamatorio

Escassa 12 (30,0) 10 (22,2) 0,03
Moderada 20 (50,0) 33(73,3)

Abundante 8 (20,0) 2 (4,4)

Classificacdo da OMS

Bem diferenciado 7 (17,5) 6 (13,3) 031
Moderado diferenciado 28 (70,0) 37 (82,2) '
Pobre diferenciado 5(12,5) 2 (4,5)

Fonte: da autora.

De acordo com as curvas de sobrevida construidas com base no método de
Kaplan-Meier, sobrevida especifica de doenca correlacionada com imunomarcacao
de a-SMA na fronte de invasdo e no estroma tumoral (Grafico 3 e 4), mostrou
significAncia em ambos (p=0,01 e p=0,005, respectivamente). Em 60 meses,
observou-se que na fronte de invasdo a sobrevida especifica foi de aproximadamente
43% e no estroma tumoral aproximadamente 50%. A sobrevida livre de doencas
também foi correlacionada com a imunomarcacao de a-SMA na fronte de invasao e
no estroma tumoral (Grafico 5 e 6), porém ndo houve correlacdo significante.
Observou-se que na fronte de invasdo, em 60 meses, aproximadamente 65% dos
pacientes estariam livres de recorréncia e que no estroma tumoral, aproximadamente

75% dos pacientes estariam livres de recorréncia.
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Gréfico 3 - Sobrevida especifica de doenga correlacionada com imunomarcacao de a-SMA em fronte tumoral

em pacientes com carcinoma de lingua e assoalho bucal
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Graéfico 4 - Sobrevida especifica de doenga correlacionada com imunomarcacgao de a-SMA em estroma

tumoral em pacientes com carcinoma de lingua e assoalho bucal
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Graéfico 5 - Sobrevida livre de doenca correlacionada com imunomarcagao de a-SMA em estroma tumoral em

pacientes
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Graéfico 6 - Sobrevida livre de doencga correlacionada com imunomarcagao de a-SMA em fronte tumoral em

pacientes com carcinoma de lingua e assoalho bucal
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Considerado os parametros clinico-patologico indicados na Tabela 9, nenhum
parametro clinico-patolégico correlacionou significativamente com sobrevida
especifica de doenca. No entanto, margens cirdrgicas mostrou uma tendéncia a
significancia (p=0,07) para sobrevida especifica de doenca. JA& na Tabela 10,
sequéncia de tratamento correlacionou significativamente com sobrevida livre de
doenca (p=0,02), e este resultado permaneceu (p=0,009) na analise multivariada de

Cox apos ajuste para outros fatores prognosticos (Tabela 11).
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Tabela 7 - Analise univariada para sobrevida especifica de doenca com parametros clinicos-

patoldgicos em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

Sobrevida especifica P
[o] 0,

Parametros .N de b em S HR (95% CI) valor

pacientes (%) anos
Idade
< 61 anos 44 (50,0) 80,8 Referéncia 0.20
=61 anos 44 (50,0) 40,4 1,85 (0,71 — 4,82) ’
Género
Masculino 66 (75,0) 67,3 Referéncia 087
Feminino 22 (25,0) 58,6 1,10 (0,35 - 3,50) ’
Habito de fumar
N&o 9(12,3) 41,7 Referéncia 0.60
Sim 64 (87,7) 69,9 0,63 (0,11 — 3,62) ’
Habito de beber
N&o 19 (28,8) 63,5 Referéncia 0,74
Sim 47 (71,2) 67,5 1,23 (0,36 — 4,14)
Estadiamento clinico
[+11 36 (41,4) 83,5 Referéncia 0.20
H+1V 51 (58,6) 56,1 1,87 (0,71 — 4,90) ’
Sequéncia de
tratamento
Cirurgia 10 (11,36) - Referéncia
Cirurgia + RxT 37 (42,04) 69,6 1,31 (0,50 — 3,42) 0,42
Cirurgia + RxT + QT 41 (46,6) 55,1
Margens cirurgicas
Livres 39 (52,0) 77,7 Referéncia 0.07
Comprometidas 36 (48,0) 56,4 2,64 (0,91 - 7,63) ’
Invaséo perineural
N&o 25 (47,7) 67,5 Referéncia 0.62
Sim 35 (58,3) 58,3 0,76 (0,26 — 2,22) ’
Resposta linfocitaria
Escassa 21 (23,8) 68,8 Referéncia 078
Moderada 56 (63,6) 62,1 1,15 (0,40 - 3,27) ’
Abundante 11 (12,6) 80,0

Fonte: da autora.
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Tabela 8 - Analise univariada para sobrevida livre de doenca com parametros clinicos-patolégicos em

pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

Sobrevida livre de doenca

A (] 0,
Parametros _N de Yoem 5 HR (95% CI) P valor

pacientes (%) anos

Idade

<61 anos 44 (50,0) 80,2 Referéncia 0,62

> 61 anos 44 (50,0) 62,6 0,77 (0,26 — 2,24) 0,90

Género

Masculino 66 (75,0) 78,8 Referéncia 0.19

Feminino 22 (25,0) 51,3 1,08 (0,28 — 4,06) ’

Habito de fumar

Nao 9(12,3) 55,6 Referéncia 033

Sim 64 (87,7) 78,6 0,22 (0,02 - 2,11) ’

Habito de beber

Nao 19 (28,8) 52,7 Referéncia 033

Sim 47 (71,2) 80,8 0,49 (0,12 - 2,02) ’

Estadiamento Clinico

[+l 36 (41,4) 66,0 Referéncia 0.30

H+1V 51(58,6) 82,9 0,58 (0,21 - 1,62) ’

Sequéncia de

tratamento

Cirurgia 10 (11,4) 80,0 Referéncia 0,02

Cirurgia + RxT 37 (42,0) 87,4 0,43 (0,05 - 3, 87)

Cirurgia + RxT + QT 41 (46,6) 63,9

Margens cirurgicas

Livres 39 (52,0) 77,6 Referéncia 0.29

Comprometidas 36 (48,0) 63,1 1,81 (0,60 —5,42) '

Invaséo perineural

N&o 25 (41,7) 78,4 Referéncia 0,90

Sim 35 (58,3) 78,2 0,90 (0,21 - 3,81)

Resposta linfocitaria

Escassa 21 (23,9) 69,5 Referéncia

Moderada 56 (63,6) 85,6 0,50 (0,18 — 1,37) 0,33

Abundante 11 (12,5) 37,5

Fonte: da autora.
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Tabela 9 - Analise multivariada para sobrevida livre de doenca com parametros clinicos-patoldgicos em

pacientes com  carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

Sobrevida livre de doenga

Parametros HR (95% CI) P valor
Sequéncia de
tratamento
Referéncia
Cirurgia 8,75 (1,70 — 44,99) 0,009

Cirurgia + RxT
Cirurgia + RxT + QT

Fonte: da autora.

Ao analisar a imunoexpressao de a-SMA em relacdo a sobrevida dos pacientes,
observou-se que a abundante expressédo de a-SMA interferiu significativamente na
sobrevida especifica (risco de morte) de doenca (p=0,005; OR: 3,94; IC 95%: 1,50-
10,34) dos pacientes (Tabela 12), e ainda este resultado permaneceu (p=0,044) na
analise multivariada de Cox apds ajuste para outros fatores prognésticos (Tabela 13).
Considerando a sobrevida em 5 anos, 51,5% dos pacientes que apresentaram
expressao abundante de a-SMA sobreviveram, e 84,2% dos pacientes sobreviveram
guando apresentavam tumores com escassa ou negativa expressao de a-SMA, tendo
um risco de morte de 3,94 vezes quando 0s pacientes apresentavam abundante

expressdo do marcador.

Tabela 10 - Caracteristicas da imunomarcagao de a-SMA e andlise univariada para sobrevida
especifica e livre de doenca de pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e

assoalho bucal

Sobrevida Sobrevida
Parametros especifica de P valor livre de P valor
doenca doenca
HR (95% CI) HR (95% CI)
Alfa-SMA
Negativo/Escasso Referéncia Referéncia
Abundante 3,94 (1,50 - 0,005 0,64 (0,22 — 0,42
10,34 1,90)

Fonte: da autora.
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Tabela 11 - Analise multivariada para sobrevida especifica de doenga com a imunomarcagéao de a-

SMA em pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

Parametros Sobrevida especifica P valor
HR (95% CI)

Alfa-SMA Referéncia

Negativo/Escasso 5,26 (1,03 — 26,71) 0,04

Abundante

Fonte: da autora.

Ao analisar se a imunoexpressao de a-SMA estava relacionada as diferentes
classificagOes de estadio T da AJCC (72 e 82 edi¢cdo), observou-se que ndo houve
diferenca significativa (Tabelas 14 e 15). O mesmo resultado foi encontrado quando
se avaliou as diferentes classificacdes de estadio T da AJCC (72 e 82 edicao) e
sobrevida (Tabelas 16 e 17).

Tabela 12 - Caracteristicas da imunomarcacéao de a-SMA e estadio T da 72 edi¢do da AJCC em

pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

_ N° de pacientes (%)
72 edicdo AJCC : P valor
Negativo/Escasso Abundante
T 8 (27,6) 4 (17,4)
T2 12 (41,4 12 (52,2
(41,4) (52,2) 0.36
T3 6 (20,7) 2(8,7)
T4 3(10,3) 5(21,7)
T1/T2 20 (69,0) 16 (69,6) 0.96
T3/T4 9 (31,0) 7 (30,4) ’

Fonte: da autora.
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Tabela 13 - Caracteristicas da imunomarcacgao de a-SMA e estadio T da 8% edicdo da AJCC em

pacientes com carcinoma espinocelular de lingua e assoalho bucal

- N° de pacientes
8% edigdo AJCC Negativo/Escasso | Abundante P valor

T1 5(17,2) 1(4,6)
T2 18 (62,2) 14 (63,6) 0.40
T3 3(10,3) 2(9,1) ’
T4 3(10,3) 5(22,7)

T1/T2 23 (79,3) 15 (68,2) 037

T3/T4 6 (20,7) 7 (31,8) ’

Fonte: da autora.

Tabela 14 - Andlise de sobrevida especifica e sobrevida livre de doenga dos casos de carcinoma

espinocelular de lingua e assoalho bucal com o estadio T da 72 Edicdo da AJCC

Sobrevida especifica

Sobrevida livre de

Parametros P valor P valor
de doenca doencga
HR (95% CI) HR (95% CI)
T1/T2 1,85 (0,38 - 8,92) 0.44 0,49 (0,098 - 2,44) 038
T3/T4 0,54 (0,11 - 2,60) ’ 2,04 (0,41 - 10,22) ’

Fonte: da autora.

Tabela 15 - Andlise de sobrevida especifica e sobrevida livre de doenga dos casos de carcinoma

espinocelular de lingua e assoalho bucal com o estadio T da 82 Edicdo da AJCC

Sobrevida especifica

Sobrevida livre de

Parametros P valor P valor
de doenca doenca
HR (95% CI) HR (95% CI)
T1/T2 1,68 (0,35 -8,17) 052 0,42 (0,09 - 1,96) 027
T3/T4 0,59 (0,12 - 2,87) ’ 2,37 (0,51 - 11,01) ’

Fonte: da autora.
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6 DISCUSSAO

Vérias dificuldades séo identificadas no planejamento do tratamento mais
assertivo para o CEC oral, o qual ainda se baseia principalmente na localizac&o e no
estadiamento clinico do tumor. Tal constatacao reforca um grave obstaculo enfrentado
na oncologia clinica que é pacientes com tumores em localizacdo anatdmicas e
estadiamentos semelhantes serem tratados da mesma forma, sem levar em conta a
atividade biolégica tumoral. E consenso que grandes variacdes existem na resposta
ao tratamento e ao progndstico, com alguns pacientes apresentando sobrevida
prolongada e outros indo a ébito em pouco tempo devido a recidivas, metastases
regionais ou a distancia (JERJES et al., 2010; KURIAKOSE, 2017). Em virtude dessas
dificuldades, grandes esforcos estdo sendo direcionados para a identificacdo de
caracteristicas e marcadores tumorais visando auxiliar a determinacdo de um plano
de tratamento individualizado, bem como, na predi¢cdo do progndstico dos pacientes
com CEC oral. Neste contexto, varias caracteristicas moleculares e histopatolégicas
tém sido propostas como fatores prognésticos do CEC oral, porém nenhum marcador
esta em uso na rotina clinica (WARNAKULASURIYA, 2009; JERJES et al., 2010;
ALMANGUSH et al., 2017; RIVERA et al., 2017; KURIAKOSE, 2017, DOURADO et
al., 2018a; GRAIZEL et al., 2019). Assim, buscando validar o valor progndéstico de um
marcador tumoral, avaliamos a presenca de CAFs, no estroma e fronte de invasao
tumoral, correlacionando a densidade celular com as variaveis clinico-patolégicas, de

recorréncia, de metastase e de sobrevida.

Corroborando estudos anteriores (RIVERA, 2015; DE SANTIS, et al.,, 2017),
nossos resultados demonstraram que a maioria dos pacientes eram do género
masculino, acima de 60 anos de idade, tabagistas e etilistas. 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
prognostico da doenca (DE AGUIAR, et al., 2007; RIVERA,2015; DE SANTIS, et al.,
2017). 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 de acordo com Aguiar, et al. (2007). Rodrigues, et al., (2014)
relacionaram o fumo do tabaco como fator prognostico independente para sobrevida

global e sobrevida especifica para o CEC oral.



48

Os locais anatbmicos mais comuns para a apresentacdo do cancer oral séo a
lingua (borda ventral-lateral, 40% dos casos) e o0 assoalho de boca (30% dos casos)
(RIVERA, 2015). Pesquisas evidenciam que o CEC nestes locais apresenta maior
capacidade de invasdo e disseminacdo, além de apresentar uma tumorigénese
provavelmente diferente dos outros locais da cavidade oral (SATHYAN et al., 2006;
VERED et al., 2010).

Independentemente da acessibilidade da cavidade oral durante o exame clinico,
o cancer oral geralmente € diagnosticado em estadios avancados em paises
subdesenvolvidos, como o Brasil, e 0s motivos mais provaveis para este fato sdo o
diagnéstico tardio ou errado inicial e a falta de conhecimento do paciente ou do
profissional que trata, o que, evidentemente, diminui a sobrevida (MARKOPOULOS,
2012; RIVERA; 2015). O estadiamento clinico tardio (lll e IV) esteve presente em
57,14% dos pacientes analisados neste estudo e em relacdo ao sistema TNM, a

prevaléncia foi de tumores T1 e T2 (63,74%).

Considerando a sobrevida dos pacientes, observou-se que em 60 meses,
aproximadamente, 65% dos pacientes estavam vivos e 75% dos pacientes estavam
livres de recorréncia. Curiosamente, esses dados diferem da literatura que aponta
uma sobrevida geral de 50% ou menos apds 5 anos (RODRIGUES et al., 2014;
RIVERA, 2015; NEVILLE et al., 2016; NG et al., 2017). As taxas de sobrevida de 5
anos para o CEC oral no Brasil variam de 35% a 85% para os 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 é que pacientes
estdo sendo tratados com modalidades terapéuticas associadas como mostram 0s
nossos resultados (45% dos pacientes tratados com cirurgia associado a radioterapia
e quimioterapia), e a sequéncia de tratamento revelou significancia a analise
univariada e multivariada de Cox (p= 0,02 e p= 0,009, respectivamente) para
sobrevida livre de doenca, ap0s ajuste para outros fatores prognosticos e/ou as
margens cirdrgicas podem estar mais amplas como nossos resultados mostraram

uma tendéncia a significancia (p=0,07) com sobrevida especifica de doenca.

Rivera (2017) em um estudo de revisdo sistematica, ndo identificou nenhum
marcador progndstico associado ao CEC oral. Em contraste, os componentes do
microambiente tumoral (por exemplo, células inflamatérias, células endoteliais e

células estromais) tem mostrado uma importante contribuicdo para a progressao do
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tumor, com relevante impacto na sobrevida dos pacientes (DAYAN et al. 2012;
HANLEY et al, 2018; DOURADO et al. 2018a; GRAIZEL et al., 2019; PELTANOVA et
al., 2019). Mais especificamente, os CAFs representam um dos componentes mais
dominantes do microambiente tumoral presente em todos os estagios da progresséo
e ainda, produzem uma grande diversidade de fatores moleculares que reforcam a
proliferacdo das células tumorais, remodelam a estrutura da MEC, alteram as
propriedades metabdlicas das células tumorais, reprogramam a resposta imune
antitumoral, facilitam o processo metastatico e influenciam a resisténcia a terapia e,
se ndo bastassem, estéo relacionados ao prognostico ruim em varios tipos de cancer,
incluindo o CEC oral (KELLERMANN et al., 2007; KELLERMANN et al., 2008;
KAWASHIRI et al., 2009; VERED et al., 2010; BELLO et al., 2011; MARSH et al., 2011;
DAYAN et al., 2012; KALLURI, 2016; LIU et al. 2016; MEZAWA e ORIMO, 2016;
BAGORDAKIS et al.,, 2016; PARAJULI et al., 2017; DOURADO et al., 2018a;
DOURADO et al., 2018b; HANLEY et al., 2018; GRAIZEL et al., 2019; HUET et al.,
2019; PELTANOVA et al, 2019; VERED et al.,, 2019). No entanto, apesar das
evidéncias demonstrarem o papel pro-tumorigénico dos CAFs, os dados

especificando seu valor progndstico ainda séo limitados na carcinogénese oral.

Com o proposito de avaliar o valor prognéstico de CAFs em estroma tumoral e
fronte de invasdo em amostras de CEC exclusivamente de lingua e assoalho bucal,
este trabalho correlacionou a imunomarcacdo de a-SMA com as caracteristicas
clinico-patolégicas dos pacientes afetados pela neoplasia maligna. Observou-se que
a intensidade do infiltrado inflamatério (p=0,03) foi correlacionada significativamente
com imunomarcagéo de a-SMA, evidenciando que intensidade moderada do infiltrado
inflamatorio esta correlacionada com abundante expressdo de a-SMA. Evidéncias
cientificas mostram que células imunes e inflamatérias podem ter efeitos pro-tumorais
e parece que a composicao do infiltrado inflamatorio no microambiente tumoral € mais
importante do que a abundancia de células no estroma tumoral (VERED et al., 2010;
SALO et al, 2014; IMURA et al., 2005; ESSA et al., 2014; CHAUDHARY et al, 2014;
MURPHY et al., 2014; SANTOS et al., 2017). Dayan et al. (2012) caracterizaram o
infiltrado inflamatdrio de 64 casos de CEC de lingua mostrando que a densidade de
CAFs foi inversamente correlacionada com a intensidade do infiltrado inflamatorio,
porém houve correlacdo positiva com um infiltrado inflamatério mais pro-tumorigénico

e anti-inflamatério composto por células T reguladoras, macrofagos associados a
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tumor e potencialmente células imunes indutoras de células T regulatérias (DAYAN et
al., 2012).

Em relac@o a sobrevida dos pacientes, foi significante a correlacdo entre o risco
aumentado de morte (sobrevida especifica de doenca) (p=0,005 para estroma tumoral
e p=0,01 para fronte tumoral) e a abundancia da expressao de a-SMA, persistindo a
significancia na anélise multivariada de Cox (p= 0,04). Considerando a sobrevida em
5 anos, 51,5% dos pacientes que apresentaram expressao abundante de a-SMA em
estroma tumoral e 45% dos pacientes que apresentaram expressao abundante de a-
SMA em fronte tumoral, sobreviveram. Em relacdo a pacientes com tumores com
escassa ou negativa expressao de a-SMA em estroma tumoral e fronte de invaséo,
84,2% e 85% dos pacientes sobreviveram, respectivamente. O risco de morte
aumentou para 3,94 vezes quando houve abundante expressdo do marcador.
Consolidando os resultados obtidos neste estudo, trabalhos presentes na literatura
descrevem a associacao significativa entre a densidade de CAFs e diminuicdo da
sobrevida geral e ainda confirmam que a presenca de CAFs é um marcador
progndstico significativo para sobrevida geral (BELLO et al., 2011; VERED et al., 2010;
MARSH et al., 2011; DAYAN et al., 2012; DING et al., 2014; LI et al., 2015; LUKSIC
et al.,, 2015; DOURADO et al., 2018a). Em 2019, Graizel et al., em uma revisao
sistematica e meta-analise, verificaram que pacientes com alta densidade de CAFs
apresentaram um risco significativamente maior de morrer da doenca do que aqueles
com baixa densidade de CAFs, considerando assim como um forte fator prognéstico
negativo para os pacientes com CEC oral. Além disso, 0s autores sugeriram que um
ponto de corte clinicamente validado para a densidade de CAFs poderia servir como

uma ferramenta confiavel de progndstico.

Um dos principais objetivos da classificacdo TNM €& fornecer aos clinicos
informacé&o a respeito do prognostico eficiente para distinguir pacientes de baixo risco,
gue serdo tratados com cirurgia exclusiva, de pacientes com alto risco, que receberao
além de cirurgia com esvaziamento cervical, tratamento complementar com radio e/ou
guimioterpia. A mais recente classificagcdo da AJCC (82 edi¢do) incorporou o DOI no
estadio T com o objetivo de aumentar o poder progndéstico do sistema TNM (AMIN et
al., 2017). Neste trabalho analisamos o efeito desta modificagdo em 52 amostras de
CEC de lingua e assoalho bucal. Identificamos que metade dos casos classificados

como T1 e T3 de acordo com a 72 edicdo da AJCC se tornaram T2 na 82 edicdo da
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AJCC e com isso nao houve interferéncia em sobrevida e na relacdo com a
abundéancia dos CAFs. O que poderia justificar esta migracéo para T2 seria o intervalo
extenso entre 5mm e 10mm de DOI proposto para T2 na 82 edicao da AJCC. Por isso
varios estudos na literatura investigam novos pontos de corte, como por exemplo de
2mm a 4mm para T2, a fim de minimizar este intervalo e melhorar a definicdo da
estratificacdo de progndstico com esta nova classificacdo incorporando o DOI
(ALMANGUSH et al.,, 2018b). Varios estudos recentes tem avaliado o valor
prognéstico do DOI e relatado consistentes resultados como um parametro promissor
de prognostico para CEC oral (MELCHERS et al.,, 2012; MELKANE et al., 2012;
PIAZZA et al., 2014; ALMANGUSH et al., 2015; XIE et al., 2015; ALMANGUSH et al.
2018b; VUITY et al., 2018; BOEVE et al., 2019).

Vale ressaltar que o DOI tem sido um fator progndstico independente para casos
pT1/T2, mas ndo tem discriminado o risco em pacientes com doenca pT3/T4 (MATOS
etal., 2017; ALMANGUSH et al., 2018a; VUITY et al., 2018). Embora o ponto de corte
tenha variado neste estudos, o valor de 4mm tem sido bastante utilizado e sugerido
como um ponto de corte ideal em estudos de meta analises de CEC oral (HUANG et
al., 2009). Ainda ressaltamos a dificuldade de avaliar com acuracia o DOI através de
imagem em casos de CEC oral extensos o que representou uma limitacdo da nossa
analise uma vez que 41 casos foram descartados por conta desta condicdo. Em suma
nossos resultados demonstraram que a abundancia de CAFs, tanto no estroma quanto
no fronte de invaséo tumoral, foi associada com pior sobrevida especifica de pacientes
com CEC de lingua e assoalho bucal, sugerindo seu potencial marcador para a
predicao progndstica. Além disso, mais estudos precisam ser encorajados para melhor
definir o ponto de corte do estadio T da 82 edicdo da AJCC afim de potencializar a
discriminagéo dos casos de CEC oral, e para melhor forma de incorporar e mensurar
o DOI, através de exames deimagem, no pré-operatério para que se torne til no

planejamento terapéutico.
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7 CONCLUSAO

Destaca-se que a abundéancia de CAFs, tanto no estroma quanto no fronte de
invasdo tumoral, foi associada com pior sobrevida especifica de pacientes com CEC
de lingua e assoalho bucal, sugerindo seu potencial papel como marcador para a
predicdo prognoéstica. Além disso, mais estudos precisam ser encorajados para
melhor definir o ponto de corte do estadio T da 82 edicdo da AJCC afim de potencializar
a discriminacao dos casos de CEC oral, e para melhor forma de incorporar e mensurar
o DOI, através de exames de imagem, no pré-operatorio para que se torne util no

planejamento terapéutico.
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