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RESUMO

Introducio: O carcinoma epidermoide de boca (CEB) ¢ a neoplasia maligna mais comum na
cavidade oral. A classificagdo clinica através do sistema TNM tem sido universalmente aceita
ao longo dos anos como fator determinante para o prognostico e estratificagdo em técnicas
apropriadas de tratamento. No entanto, mesmo casos de CEB categorizados em estagios
iniciais pela classificagdo TNM podem apresentar um comportamento agressivo com um
resultado fatal. Isso enfatiza a necessidade de buscarmos novos fatores prognosticos que
otimizem a estratificacao de risco e guiem o plano de tratamento. A avaliagdo histopatolédgica
de brotamentos tumorais (BT) tem se mostrado como um biomarcador prognostico emergente
reconhecido como um fator desfavoravel no prognoéstico de diversos carcinomas, no entanto,
seu valor em CEB ainda ndo é completamente compreendido. Os BT sao definidos como a
presenca de células cancerigenas isoladas ou em grupos de até 4 células presentes na fronte de
invasdo. O BT representa uma alteragdo parcial em células epiteliais coesas para um fenotipo
com motilidade, similar ao que ocorre no processo conhecido como transi¢do epitélio-
mesenquimal (TEM). A expressdo diferenciada de diversas proteinas coordena a dindmica da
TEM, incluindo a diminuicdo da proteina e-caderina (e-CAD) e o aumento da proteina
vimentina (VIM). Essa alteracdo nas propriedades das células malignas, de epitelial para
mesenquimal, ¢ considerada um pré-requisito para a invasdo e metastase. Objetivo:
determinar a significAncia prognostica do BT em CEB e sua possivel associacdo com a
expressdo das proteinas e-CAD e VIM. Metodologia: 47 amostras de CEB foram submetidas
a marcagdo imunoistoquimica para pancitoqueratina, e-CAD e VIM. Todas as laminas foram
digitalizadas e analisadas com o software QuPath. Os casos foram submetidos a classificagdao
histolégica em relacdo a diferenciagdo neopldsica e a intensidade de BT, com auxilio da
imunomarca¢ao com anti-pancitoqueratina. O BT foi avaliado quantitativa e qualitativamente,
classificadas em alta intensidade (>4 células) ou baixa/ausente (<4 células). A mensuragdo do
BT foi realizada em uma area correspondente ao aumento de 200x na fronte de invasdo e
areas de “hot spot”’, em ressecgOes e bidpsias incisionais respectivamente. Para avaliagao das
proteinas da TEM a mesma area de “hot spot” foi identificada para a e-CAD e VIM. A
avaliacdo foi quantitativa (% de células positivas em relagdo ao nimero total de células) e
qualitativa (classificada em fraca, moderada e forte). A andlise estatistica ndo paramétrica,
realizada separadamente para o grupo das ressecgdes € das bidpsias incisionais, investigou
associacoes do BT e proteinas da TEM com as caracteristicas clinicas e patologicas. A
sobrevida foi avaliada pelo método de Kaplan Meier e a comparacao entre as curvas pelo teste
de log rank. A significancia estatistica estabelecida foi de 5%. Resultados: No grupo das
resseccdes (N=27) o alto nimero de BT, na andlise quantitativa e qualitativa, apresentou
associacdo com uma menor diferencia¢do histopatoldgica das amostras (p=0,033 e p=0,05,
respectivamente). A alta intensidade de BT também foi associada a uma maior expressdo da
proteina VIM (p=0,029) e menor expressao da e-CAD (p=0,030). A expressao de e-CAD nas
resseccOes foi associada a um menor tempo livre de recorréncia (p=0,046). O grupo das
biopsias incisionais evidenciou uma correlagdo positiva moderada entre a expressao de VIM e
a uma menor diferencia¢do histopatologica (rtho de Spearman= 0,628; p=0,003). Um maior
numero de células positivas para e-CAD foi associada a presenga de metastase em linfonodos
regionais (p=0,031). Conclusdo: O BT estd associado a alteragdes semelhantes a TEM, e
evidéncias de TEM parcial foram encontradas em nosso estudo. Nossos dados fornecem
indicios para o significado bioldgico e clinico da expressdo de VIM e e-CAD como potenciais
biomarcadores preditivos para identificar pacientes com metastase linfonodal ou prognostico
ruim no CEB.



Palavras-chave: Carcinoma epidermoide de boca; brotamento tumoral; transi¢ao epitélio-
mesenquimal; e-caderina; vimentina.



ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignancy of the
oral cavity. The clinical TNM classification has been the universally accepted determinant for
prognosis and stratification into appropriate treatment strategies. However, even OSCC
classified as early-stage tumours by the TNM classification may behave aggressively with a
fatal outcome. This emphasizes the demand for novel prognostic factors to optimize risk
stratification and guide treatment decisions. Despite the extensive association of tumor
budding (TB) with tumor progression and unfavorable prognosis for diverse types of cancer,
there are only limited reports on the role of TB in OSCC. TB is the presence of single
carcinoma cells or small clusters (up to 4 cells) located at the invasive front of malignant
epithelial tumors. TB represents a partial switch in epithelial cells from a cohesive to a mobile
phenotype, similar to what happens in a process known as epithelial-mesenchymal transition
(EMT). Differential expression of several proteins dictates the dynamics of EMT, including
downregulation of E-cadherin (E-CAD) and upregulation of vimentin (VIM). This change in
carcinoma cells properties from epithelial to mesenchymal, is considered a prerequisite for
invasion and metastasis. Aim: Investigate the prognostic value of TB in OSCC, as well as
determine its association with E-CAD and VIM expression. Methodology: We examined the
expression of cytokeratin, E-CAD, and VIM in 47 OSCC samples. Glass slides were scanned,
and the images were imported to the open-source software QuPath. TB was examined by
quantitative and qualitative methods, using a two-tier system with a cut-off point of 4 tumor
buds to classify in high (>4 cells) or low intensity (<4 cells). The cases were submitted to
histological classification concerning neoplastic differentiation and BT intensity, with the aid
of immunostaining with anti-pan-cytokeratin. The field area where the counting was
performed corresponds to a 200x magnification at the tumor invasion front and hot spot areas
for resection and biopsies, respectively. Immunoreactivity was performed at the same hotspot
areas for each marker. Evaluation based on staining intensity was examined by quantitative
(% of positive cells) and qualitative (weak, moderate, and strong) methods. Nonparametric
statistics were performed, separately in resection and biopsy samples, to evaluate the
correlation between TB, e-CAD, and VIM with clinicopathological parameters. The survival
rate was estimated using the Kaplan—-Meier method and compared by the log-rank test. A P-
value <0.05 was considered statistically significant. Results: The resection group (N=27)
showed that high-grade TB was correlated with the worst pattern of histopathological
differentiation in quantitative and qualitative analysis (p=0,033 and p=0,05, respectively).
High-grade TB 1is associated with strong VIM expression (p=0,029) and adversely low
presence of e-CAD expression (p=0,030). The analysis for disease-free survival also showed
that e-CAD expression was correlated with poorer survival (p=0,046) in the resection group.
The incisional biopsy group showed a positive correlation between VIM expression and poor
differentiation (Spearman’s rho= 0,628; p=0,003). A higher number of e-CAD positive cells
was also correlated with regional lymph node metastasis (p=0,031). Conclusion: Tumor
budding was associated with EMT-like changes, and at least partial EMT was found in our
series. Our data provide evidence for the biological and clinical significance of e-CAD and
VIM expression as potential predictive biomarkers for identifying patients with lymph node
metastasis or poor prognosis in OSCC.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma; tumor budding; epithelial-mesenchymal
transition; e-cadherin; vimentin.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) representa a neoplasia maligna epitelial de
maior prevaléncia envolvendo cabeca e pescoco. As taxas de morbidade e mortalidade
relacionadas ao CEB permanecem elevadas mesmo com os avangos no tratamento oncologico
indicando a necessidade do desenvolvimento de marcadores prognodsticos mais precisos e
tratamento mais efetivos.

O estadiamento clinico da doenca baseado no sistema tumor-nodulo-metastase
(TNM) ¢ um dos principais guias para o estabelecimento do prognostico e tratamento do
CEB. No entanto, variagcdes na resposta ao tratamento oncologico ¢ no curso da doenga,
mesmo em pacientes com caracteristicas semelhantes, indica que esse sistema ndo consegue
estratificar a heterogeneidade tumoral.

A andlise da fronte de invasdo tumoral tem ganhado relevancia por refletir melhor a
interagdo tumor-hospedeiro e consequentemente a agressividade e o progndstico do CEB. O
biomarcador progndstico emergente chamado brotamento tumoral (BT), ou do inglés “fumor
budding”, presente na margem invasiva do tumor, representa a dissociagdo de células
cancerigenas invasivas da massa tumoral principal. Esse processo de invasdo € caracterizado
pela alternancia do fendtipo epitelial para o fenotipo mesenquimal, assemelhando-se aos
eventos da transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) que ocorrem na embriogénese € na
regeneragdo tecidual.

Durante o processo de TEM as jungdes intercelulares sdo perdidas através da
diminui¢do da expressdo de proteinas como a E-caderina (e-CAD), uma molécula que
desempenha um importante papel na adesdo celular através de seus dominios extracelulares,
citoplasmaticos e transmembranicos. Concomitantemente com a diminui¢do na expressao de
e-CAD, um fenétipo migratorio se desenvolve por meio do aumento da expressdo de
vimentina (VIM), um filamento intermediario, reconhecido como marcador mesenquimal, que
tem dentre suas fungdes manter a integridade do citoplasma, reparar a célula e estabilizar as
interagdes que ocorrem no citoesqueleto. No cancer, a dinamicidade desse processo indica os
primeiros passos para o crescimento invasivo e a metastase.

Na tentativa de melhor adequar o manejo individual dos pacientes, uma variedade de
marcadores moleculares tem sido explorada para avaliar a progressaio do CEB. A rede

complexa de eventos que levam a carcinogénese e a progressao tumoral faz com que alguns
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dos marcadores sejam frequentemente debatidos e por vezes os resultados achados sao
contraditorios.

Apesar de estudos recentes reconhecerem o BT como um fator progndstico em outras
malignidades, ele ainda ndo ¢ utilizado como critério para a estratificacdo de risco do CEB
devido ao desconhecimento do mecanismo molecular de funcionamento.

No intuito de esclarecer o processo de progressao tumoral, o objetivo deste estudo foi
avaliar o valor prognostico de BT em CEB e determinar sua correlagdo com biomarcadores

moleculares da TEM, como a e-CAD e VIM.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o valor progndstico da presenca de brotamento tumoral (BT) em carcinoma
epidermoide de boca (CEB) e adicionalmente determinar sua correlacdo com a expressdo
imunoistoquimica dos biomarcadores moleculares da transi¢do epitélio-mesenquimal, E-

caderina e vimentina.

1.1.2 Objetivos Especificos

* Classificar os casos de CEB conforme a intensidade de BT em: baixa intensidade
de BT ou auséncia de BT (4< focos de brotamento) e alta intensidade de budding tumoral (>4
focos de brotamento);

* Avaliar a presenca de marcadores de TEM nos casos de CEB;

* Analisar possiveis correlagdes entre a intensidade de BT e marcadores de TEM;

» Analisar possiveis associagdes entre a intensidade de BT e a presenca de
marcadores de TEM com as varidveis clinicas dos pacientes;

* Estabelecer a relacdo entre a intensidade de BT e a presenca de marcadores de TEM
com a gradagao histologica dos casos de CEB;

* Correlacionar a intensidade de BT e a presenga de marcadores de TEM com os

desfechos sobrevida dos pacientes e recorréncia das lesdes;
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1.2 PERGUNTA NORTEADORA
Qual a relagdo entre a intensidade do brotamento tumoral, expressao de marcadores

de TEM e sobrevida de pacientes em casos de carcinoma epidermoide de boca?
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) ¢ definido como a proliferagao maligna dos
queratindcitos presentes no epitélio de revestimento oral, representando 90% de todas as
neoplasias malignas da cavidade oral'.

Estimativas realizadas pelo Observatorio Global do Cancer (GLOBOCAN) indicam
que a incidéncia mundial de cancer de ldbio e da cavidade oral de 2020 a 2040 chegue a
535.157, tendo o continente asidtico como primeiro colocado no ranking mundial
representando 67% (362.155) dos novos casos. As taxas de mortalidade nesse mesmo periodo
podem chegar a 261.254 casos?.

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que os nimeros de novos
casos de cancer de boca e orofaringe para cada ano do triénio 2020/2022 chegue a 15.190.
Segundo esse levantamento, as taxas de incidéncia chegam a 11.180 casos para sexo
masculino e 4.010 para o sexo feminino®. Esses dados colocam o Brasil em 18° no ranking

mundial®.

2.1.1 Fatores de risco

Dentre os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CEB estdo o lcool e
o tabaco. Estudos apontam que mais de 72 componentes carcinogénicos presentes no tabaco
estdo associados com a mutagdo de diversos genes, perda do controle do ciclo celular,
diminuicdo da apoptose e aumento da angiogénese.* Pacientes fumantes apresentam um risco
sete a dez vezes maior para o desenvolvimento de CEB quando comparados a ndo fumantes.’

O consumo de alcool também causa danos ao material genético através da producao
de acetaldeido resultante do metabolismo de espécies reativas de oxigénio.® Apesar de serem
fatores de risco independentes, os efeitos mutagénicos do alcool e do tabaco ocorrem de
maneira sinérgica aumentando para 15 vezes o risco de desenvolver CEB quando consumidos
em conjunto.’ Isso ocorre porque o 4lcool exacerba a permeabilidade da mucosa oral e age
como solvente dos componentes do tabaco, aumentando seu potencial carcinogénico.’

As diferencas na incidéncia do CEB quando observamos regides especificas, como a
Asia, refletem fatores associados com diferentes praticas culturais, por exemplo, o consumo
do kit Betel.’ A populacio indiana e taiwanesa consome em maior quantidade esses produtos,

apresentando assim um risco significativamente aumentado para o desenvolvimento do CEB,
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retratada pela alta incidéncia dos casos estimados pela GLOBOCAN no continente asiatico.”*

Noz-de-areca, Cannabis e narcéticos também foram identificados como fatores de risco para
A 9
o cancer oral.
Além dos fatores citados, uma resposta imune inadequada do hospedeiro pode levar a
uma predisposi¢ao ao desenvolvimento do CEB e/ou a um pior progndstico, como pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)!®, pacientes submetidos a

transplantes de orgdos!! e aqueles sob terapia imunossupressora.'?

2.1.2 Patogénese molecular do CEB

O CEB ¢ uma neoplasia maligna resultante de multiplos eventos combinados,
influenciados por caracteristicas genéticas e pela exposi¢do a agentes carcinogénicos. Os
danos ao DNA podem ativar mutagdes ou amplificacdes dos oncogenes, responsaveis pela
sobrevivéncia e proliferacio celular.'?

Em 2011 foram propostas as dez principais caracteristicas centrais na progressao
tumoral, sendo elas: manuteng¢do de sinais proliferativos, evasao dos supressores naturais,
evasdo da destrui¢do imune, ativagdo da invasdo e metastase, inflamagao promotora de tumor,
imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese, mutagdo e instabilidade gendmica,
resisténcia a morte celular e desregulagio energética.'*

Os oncogenes promovem a proliferagdo e a sobrevivéncia celular simultaneamente a
inativacdao dos genes de supressdo tumoral, envolvidos na inibicdo destes processos. Essas
alteragdes sdo significativas por conferirem as células tumorais a capacidade de
desenvolvimento autébnomo e evasao de sinais inibidores de crescimento, resultando em uma
atividade celular descontrolada.'?

Concomitantemente ao aumento na quantidade celular e a invasdo tecidual ocorre o
processo de neovascularizagdo, ponto essencial para manter o suprimento das células
tumorais. As células carcinogé€nicas conseguem estimular o desenvolvimento de neovasos
ocasionando a prolifera¢do de células endoteliais para a formagio tumoral.!'®

O conceito “campo de cancerizacao”, do inglés “field cancerization”, propde que o
tecido adjacente a origem do tumor também carrega caracteristicas moleculares pré-
neoplasicas que eventualmente podem ocasionar uma recorréncia ou o desenvolvimento de
um novo tumor primario.'®

No cancer de origem epitelial, a ativagdo de oncogenes, a mutacdo de genes

supressores tumorais, perda de heterozigose e instabilidade genomica sdo as principais
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caracteristicas moleculares observadas no campo de cancerizagdo.!” Essas células mutantes
pré-cancerosas sao conhecidas por possibilitar o desenvolvimento e expansdo do campo
neoplasico. E conjecturado que as células molecularmente alteradas substituam células
epiteliais normais da mucosa, aumentando a susceptibilidade ao acimulo de novas alteragdes
genéticas e epigenéticas, desencadeando a tumorigénese.'®

Os campos de cancerizacao tém sido caracterizados pela expressao mutada do gene
de supressao tumoral TP53, que codifica a proteina p53. O gene TP53 ¢ conhecido como
“guardido do genoma”, pois apresenta um papel essencial no reparo de danos causados ao
material genético e controle do ciclo celular. Células com a proteina p53 mutada formam
aglomerados desorganizados, sugerindo sua natureza clonal, que ao se expandirem
gradualmente perpetuam as mutagdes e permitem vantagens para a proliferacdo celular,
formando um campo pré-neoplasico confluente que desloca o epitélio normal."®

Mutagdes na enzima transcriptase reversa de telomerase também foram identificadas
na maioria dos casos de CEB, representando cerca de 80% dos casos. O ndo funcionamento
dessa enzima ocasiona uma instabilidade cromossomica e acarreta a desregulacdo do ciclo
celular e a proliferagdo descontrolada.®

Mutagdes nos genes CDKN2A, CCNDI, PIK3CA, PTEN e HRAS (quadro 1) sdo
responsaveis pela desregulagdo do ciclo celular e pela imortalizacdo das células,
desempenhando papel importante na iniciagdo e progressdo do CEB. Outro ponto chave
constantemente indicado ¢ a perda da heterozigose (auséncia da regido cromossOmica que

contém o gene, seja na parte materna ou paterna) dos cromossomos 3p, 8p, 9p (pl6) e 17p

(p53)."
Quadro 1 - Alteragdes genéticas e moleculares identificadas no carcinoma epidermoide de boca
(CEB).
GENE PROTEINA ALTERACAO FUNCAO
CDKN2A pl6 Delegdo ou inativagao Regula progressdo do ciclo celular
CCND1 Ciclina D1 Amplificagdo Permite a progressdo do ciclo celular
PIK3CA pl10a Amplificagdo Ativacdo da cascata de sobrevivéncia
Fosfatase Aumenta a migracdo e sobrevivéncia celular
PTEN homologa a Delecao ou inativacao grag . A ’
) favorece a angiogénese
tensina
) . Regula a divisao celular em resposta ao
HRAS H-Ras Amplificagdo , .
estimulo do fator de crescimento
N Regula a diferenciacdo da epiderme e
NOTCH1 Notch 1 Perda de funcao

homeostase

Fonte: adaptado de Li e colaboradores."”




21

Embora os avancos na biologia oncolégica tenham elucidado alguns dos mecanismos
moleculares do CEB, o prognéstico do cancer loco regional e metastatico avangado aguarda

melhorias.

2.1.3 Caracteristicas clinicas

O CEB pode apresentar-se em diversas formas com caracteristicas variando segundo
o local do tumor primario, os fatores etioldgicos e o estdgio de desenvolvimento das lesdes.'
Tipicamente, as lesdes em mucosa oral, quando em estadgio avancado, sdo caracterizadas por
ulceras, de bordas elevadas e que ndo cicatrizam, porém, quando em estagios iniciais as lesoes
apresentam-se clinicamente como uma leucoplasia e/ou eritroplasia.!-?°

As leucoplasias sao consideradas placas brancas que ndo podem ser caracterizadas
clinicamente ou histopatologicamente como nenhuma outra desordem. Ja as lesdes
eritroplasicas sdo areas vermelhas ardentes que ndo podem ser identificadas como nenhuma
outra desordem. Algumas lesdes podem apresentar combinagdo entre areas leucoplasicas e
eritroplasicas, o que chamamos de eritroleucoplasia ou leucoeritroplasia, nomeando conforme
o aspecto predominante.’!

A leucoplasia e a eritroplasia sd@o as principais lesdes intraorais que compdem o
grupo das desordens orais potencialmente malignas (DOPM) e constituem um grupo de
interesse na detec¢io precoce do CEB.2! As DOPM sio definidas pela Organizagio Mundial
da Saude (OMS) como um grupo de desordens onde o tecido epitelial apresenta um risco
maior de transformag¢do maligna quando comparado ao tecido normal devido a presenga de

displasia epitelial no histopatoldgico destas lesdes, fato explicado na proxima se¢io.?!

2.1.4 Caracteristicas histopatologicas

Nas DOPM, a presenca de displasia epitelial representa um maior potencial de
progressdo para o cancer quando comparada a um epitélio sem alteragdes displasicas.?! A
displasia epitelial inclui um conjunto de caracteristicas anormais na proliferacdo, maturagao e
diferenciagdo das células epiteliais causadas pelo acimulo de alteracdes genéticas que elevam
progressivamente as chances de transformagdo em CEB.?! O diagnéstico e a gradagdo das
displasias epiteliais em leve, moderada ou severa (carcinoma in situ) € realizado com base nos
critérios de alteracdes citoldgicas e/ou arquiteturais (apéndice A) presentes no componente

epitelial do tecido (Quadro 2).2!
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Quadro 2 - Alteracdes celulares e arquiteturais presentes nas displasias epiteliais.

CRITERIOS CITOLOGICOS CRITERIOS ARQUITETURAIS
Pleomorfismo nuclear e celular Estratificacdo epitelial irregular
Alteracao do tamanho nuclear e celular Alteracao na polaridade das células basais
Proporgao nucleo/citoplasma alterada Pérolas de ceratina
Figuras mitoticas atipicas Mitoses superficiais anormais
Aumento no nucleo e tamanho dos nucléolos Disceratose

Hipercromatismo nuclear

Fonte: adaptado de El Nagar e colaboradores.??

O CEB também apresenta alteragdes compativeis com a displasia epitelial, porém, a
invasdo das células neoplésicas de origem epitelial no tecido conjuntivo adjacente é o ponto
de diferenciacio entre a displasia severa (carcinoma in situ) e o CEB propriamente dito.?!

Um pré-requisito da transi¢do do carcinoma in sifu para carcinoma invasivo ¢ a
progressao para o tecido conjuntivo por meio do rompimento da membrana basal do epitélio e
migracao das células epiteliais em direcdo a lamina propria. Durante este processo as células
epiteliais passam por alteragdes fenotipicas, como perda de adesdo e ganho de motilidade,
evento conhecido como transigio epitélio-mesenquimal (TEM).?

Um acompanhamento constante das lesdes que compdem as DOPM pode identificar
displasias epiteliais em estagios iniciais, evitando a progressao para CEB, porém a
identificacdo dessas lesdes ainda ¢ um ponto insatisfatorio tanto pela falta de campanhas
preventivas que incentivem um acompanhamento odontologico periddico quanto pela falha na
realizagio de um exame intraoral criterioso por profissionais da satide.?'** Outro ponto é a
necessidade de descentralizacdo das campanhas para atingir um publico populacional e

profissional maior, promovendo uma maior consciéncia do problema do cancer de boca.

2.1.5 Classificacao histopatologica

A classificagdo histopatologica do CEB foi publicada pela primeira vez por Broders®*
durante a analise histopatologica de 537 casos de carcinomas de labio, onde o autor abordou
as diferentes caracteristicas de diferenciacdo entre os tumores. Segundo a classificacdo do
autor, os tumores sdo divididos em grau I (até 25% das células indiferenciadas), grau II (25-
50% das células indiferenciadas), grau III (50-75% das células indiferenciadas) e grau IV (75-

100% das células indiferenciadas).?*
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Ao longo dos anos outros sistemas de classificagdo com maior complexidade foram
apresentados considerando caracteristicas multifatoriais relacionadas: aos tumores em si
(diferenciacao), ao hospedeiro (resposta inflamatoria) e as interagdes na interface
tumor/hospedeiro (padrdes de invasdo).?

Bryne e colaboradores, na tentativa de aprimorar a classificacdo tumoral com a
capacidade de prever o comportamento biologico das malignidades orais, consideraram
apenas a area mais invasiva do tumor, denominada fronte de invasao tumoral, como o local a
ser utilizado para a gradacdo histopatolégica.?® Existe um consenso de que a informagio de
valor progndstico mais significativa esta presente na frente invasiva do tumor, onde estdo as
c¢lulas mais profundas e supostamente mais agressivas, com menor grau de diferenciacdo e
maior grau de dissocia¢i0.2%%” Outra modificacdo feita por Bryne foi a remocdo do pardmetro
morfoldgico niimero de mitoses. Esta alteragdo manteve o valor progndstico do sistema de
gradacdo e aumentou a reprodutibilidade.?®

Em contramio a esse processo de evolucdo, a edicdo atual da OMS?*? aborda a
classificagdo dos tumores de cabeca e pescogco de forma simplificada, baseando-se apenas no
critério proposto por Brothers sem considerar outras caracteristicas histopatologicas no
comportamento biologico do CEB. Segundo a classificagdo sugerida pela OMS, o CEB pode
ser graduado como: a) bem diferenciado, ou seja, muito similar ao epitélio de origem; b)
pouco diferenciado, onde predominam células imaturas, queratinizagdo minima, presenca de
numerosas mitoses tipicas e atipicas, caracteristicas que tornam por vezes dificil a
identificacdo do tecido de origem; c¢) moderadamente diferenciado quando as caracteristicas
estao entre os dois grupos citados.

Varios estudos®®?°

apontam que a classificag¢do histoldgica possui pouca ou nenhuma
relagdo com o prognostico do paciente e a propria OMS reconheceu a limitacdo preditiva em
seu sistema de classificacdo.?’

A classificacio da OMS?? também afirma em sua tltima edi¢do que “tumores bem
diferenciados tendem a invadir em ilhas maiores”, porém essa afirmagdao ndo ¢ uma regra
visto que pequenos grupos de células tumorais também podem estar presentes em tumores
bem diferenciados.?® O fato desse sistema focar apenas na diferenciagdo tumoral pode ser a
razdo do seu baixo valor prognostico. Uma maneira de solucionar este problema seria
considerar também a dissociacdo, além da diferenciacdo tumoral. >
Um estudo realizado por Elseragy®® propds uma revisdo no atual sistema de

classificagdo histopatologico da OMS, incluindo o uso do brotamento tumoral (BT) como
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fator progndstico para o CEB assim como no carcinoma colorretal, como listado pela Unido

Internacional de Controle do Cancer.’!

2.1.6 Estadiamento do CEB

O sistema de estadiamento tumor, nodulo, metastase (TNM) é baseado no tamanho
do tumor primario (parametro “T”’), no envolvimento loco regional dos linfonodos (parametro
“N”) e na presenga de metastases distantes do local de origem do tumor (parametro “M”).
Essa avaliagdo reflete a extensdo do crescimento tumoral e ¢ importante no planejamento do
tratamento, estimativa do risco de recorréncia e de sobrevida.?’

A andlise conjunta desses componentes permite a determinacao do estadiamento da
doenc¢a, como mostrado no Quadro 3. Os estadiamentos variam de I a IV e indicam o avango
progressivo da doenga, no entanto, por considerar apenas a extensdo anatoOmica da doenga

esse sistema também apresenta limitagdes.

Quadro 3 - Estadiamento TNM Cavidade Oral.
ESTAGIOS TUMOR LINFONODO METASTASE

ESTAGIO 0 Tis* NO MO
ESTAGIO I T1 NO MO
ESTAGIO I T2 NO MO
, T1, T2 N1
ESTAGIO III T3 NO-1 MO
. N2
ESTAGIO IVA | T1, T2, T3, T4a N0 MO
ESTAGIO IVB | Qualquer T, T4b N3 MO
q ’ Qualquer N
ESTAGIO IVC Qualquer T Qualquer N M1

*Tis: carcinoma in situ. Fonte: adaptado de O'Sullivan.?!

As limitacdes do uso do sistema TNM no prognostico do CEB sdao observados
quando mesmo casos categorizados em seus estagios iniciais e tratados consoante aos
protocolos preconizados evoluem para recorréncias locais e metastases, muitas vezes levando
o paciente a 6bito.>?

Na tentativa de realizar uma estratificacdo tumoral de maneira mais acurada, o
sistema de classificacdo TNM passou por atualizagdes constantes desde a sua primeira

publicacdo em 1968. Dentre as recentes alteragdes, comparando a sétima e oitava edicao do
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estadiamento TNM, a mais recente de 2017 inclui a profundidade de invasao (DOI, do inglés
depth of invasion) e extensio extracapsular da metastase nodal.>

Os dois novos parametros adicionados alteraram principalmente a distribui¢do das
categorias T e N, impactando no estadiamento do CEB e consequentemente no tratamento.
Mattavelli e colaboradores apontaram que apesar de ganhos positivos provenientes das
atualizagdes, o grupo classificado como T3 apresentou um padrao heterogéneo quanto a

probabilidade e padrio das recorréncias.

2.1.7 Tratamento e Progndstico
O tratamento do CEB em estagios I e II compreende a cirurgia e/ou radioterapia,
resultando usualmente em cura permanente. Em casos mais avangados (estagio III e IV) o uso
da quimioterapia e/ou radioterapia adjuvante ao procedimento cirurgico pode ser necessaria.'
Anatomicamente, CEB localizado em lingua e gengiva sdo 0s mais propensos a
invadir musculos mais profundos e mandibula, respectivamente. O alto potencial de causar
metastase nos linfonodos cervicais também ¢ caracteristico do CEB devido a abundéncia de

1.>* Esse acontecimento reduz as

vasos linfaticos, com intensa anastomose na cavidade ora
taxas de sobrevivéncia a 50%.>° Em relacdo as metastases distantes, estas ocorrem
normalmente no pulmao, porém, outros locais como mediastino, figado e ossos também foram
relatados. As metéstases distantes diminuem as taxas de sucesso do tratamento oncoldgico, o
que, leva a uma piora do prognéstico.*®

O prognostico do CEB ¢ melhor em casos detectados precocemente, especialmente
quando bem diferenciados e sem a presenca de metastase.!® Infelizmente essa nio é a
realidade, ja que a maioria dos casos ¢ diagnosticada tardiamente e a sobrevida em 5 anos ndo
excede 12% dos casos, onde a maioria dos pacientes entra em Obito nos primeiros 30 meses
da doenca.’’

Apesar dos avangos nas técnicas aplicadas ao tratamento, a sobrevida em 5 anos
permanece em torno de 50%.>” Uma limitacdo nas terapias com radiacdo e quimioterapia é a
heterogeneidade intratumoral. Essa diversidade celular ¢ causada tanto por alteragdes
genéticas distintas quanto pelas propriedades pluripotentes e sua habilidade de transitar entre
o fenétipo epitelial e mesenquimal.'®

Na tentativa de mudar esse cenario, a terapia molecular e genética tem sido estudada

em pacientes com CEB. Essas modalidades de tratamento limitam os efeitos colaterais
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causados pelas formas convencionais e podem funcionar como um complemento no plano de

tratamento. '

2.2 BROTAMENTO TUMORAL

Os brotamentos tumorais (BT), do inglés “fumor budding”, sdo caracterizados
histologicamente como um conjunto de células malignas indiferenciadas no estroma tumoral,
localizadas principalmente em proximidade com a frente de invasdo tumoral.*®

Imai foi o primeiro autor a descrever a relagdo deste fenomeno celular com o
prognoéstico do cancer de estdmago.*® Nas décadas seguintes, o BT foi correlacionado com um
pior progndstico em cancer de lingua, laringe, mama, estdmago, cdlon, reto e cérvix.*8

Um fenémeno compativel com a defini¢do do BT também foi descrito de maneira
independente em 1980 através de estudos em ratos com cancer de colon induzido
experimentalmente. Ao analisar a fronte invasiva, evidenciou-se uma notavel desorganizagao
na morfologia tumoral com a desdiferenciacdo ao nivel celular.’® Essas mudangas resultaram
em células tumorais isoladas da massa tumoral principal com um fenotipo uniforme. As
caracteristicas celulares observadas eram compativeis com aquelas presentes durante a
motilidade celular (perda das jungdes celulares e da membrana basal, presenca de
microfilamentos citoplasmaticos, versatilidade no formato celular e pseuddpodes), levantando
a hipotese de que essas alteragcdes ocorrem com o intuito de favorecer a invasdo dos tecidos
adjacentes através da locomogio celular.*

Similarmente, amostras cirtrgicas obtidas de ressec¢des em paciente com cancer de
cOlon encontraram células malignas pobremente diferenciadas destacadas da fronte de
invasdo, tanto individuais quanto em grupos.*® As células agrupadas apresentaram grandes
lamelas citoplasmaticas semelhantes a um bordo de ataque, enquanto células isoladas
evidenciaram proje¢oes semelhantes a lamelipddios, achados esses compativeis com a
aquisi¢io de motilidade.?®

A semelhanca do processo de desenvolvimento do BT com os eventos da invasdo e
metastase levam a acreditar que o BT pode ser considerado um dos primeiros sinais
histopatoldgicos do processo metastatico.® A habilidade de migracdo das células que compde
os BT foi sugerida através de uma forte associacdo entre uma alta intensidade de BT e a
presenca de metastases em diversos carcinomas>®, dentre eles o CEB.3*4

Além da capacidade migratdria, a similaridade do BT com células-tronco tumorais

ou células de iniciagdo tumoral (CIT), explica a capacidade de iniciacdo do cancer em locais
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distantes.*! A expressdo de aldeido desidrogenase (ALDH1), um marcador de células-tronco
tumorais, foi identificado em BT de carcinomas de nasofaringe*’ e em regides de alta
intensidade de BT em CEB* corroborando a hipotese de que as células que compdem o BT
apresentam propriedades fenotipicas semelhantes as CIT que também possuem caracteristicas
da TEM.*!

Outros estudos em amostras de CEB reportaram evidéncias da correlagdo entre a alta
proliferacdo celular em regides de alta densidade de BT**, e a expressdo de CD44, proteina
conhecida por regular a proliferacio e migragdo celular.*’

A capacidade de evasdo dos ataques provenientes do sistema imune também € outra
caracteristica do BT, porém o exato mecanismo de interagdo entre o microambiente tumoral e
a formagdo dos BT ainda ndo foi identificado.*! Evidéncias recentes sugerem uma correlacio
inversa entre a presenca de BT e a infiltragdo de linfocitos T CD8+, células conhecidas por
induzir a morte celular, indicando o papel de defesa contra os BT no microambiente
tumoral.*!

O actimulo de células T FOXP3+, indispensaveis para manutencdo da tolerincia e
homeostase imune, possuem uma forte correlagio com a alta intensidade de BT.** O mesmo
ocorre com os macrofagos CD163+ (M2), conhecidos por promover a invasdo tumoral e

metastase.*’

Além disso, uma forte relagdo entre outros importantes componentes do
microambiente tumoral, miofibroblastos estromais e BT em CEB foi identificada.*®

O BT representa duas caracteristicas importantes: a perda da adesdo celular e a
invasio ativa.*’ Seu valor progndstico em diferentes carcinomas ja foi demonstrado e dentre
suas caracteristicas atrativas no uso da rotina laboratorial estdo a facilidade da visualizagao
mesmo com a coloracdo de hematoxilina/eosina, associada a sua razoavel reprodutibilidade.>

A avaliacdo do BT compreende uma metodologia heterogénea. As principais
diferencas estdo relacionadas a 1) defini¢do, incluindo a escolha de valores dos pontos de corte
para o nimero de células que caracterizam os brotamentos, ii) o método utilizado na
identificacio do BT (coloracio de hematoxilina/eosina ou imunoistoquimica com
pancitoqueratina); iii) identificacdo final do BT apds a exclusdo de estruturas semelhantes,
mas que ndo sdo brotamentos verdadeiros; iv) regido de interesse escolhida (todo o tumor ou
regides de “hot spot”); v) ampliacdo e o tamanho do campo de visdo; vi) quantificacdo da
intensidade do BT (descritiva, semiquantitativa ou quantitativa); vii) escolha dos valores de
corte do progndstico e viii) aplicabilidade de cada método ao estdgio da lesdo primadria.

Diferentes combinacgdes e adaptagdes dessas metodologias sdo encontradas na literatura.>®
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Quanto a categorizacao histoldgica do BT, algumas variagcdes sdo encontradas na
literatura. Segundo Morodomi os BT sdao definidos como células malignas indiferenciadas
isoladas ou grupos >5 de células malignas mostrando uma estrutura microtubular.®
Diferentemente, Ueno definiu o BT como células malignas isoladas ou focos <4 células
malignas agrupadas no estroma na frente invasiva do tumor.*® Alguns autores aumentaram o
valor de corte em uma célula, definindo assim os brotamentos como células malignas isoladas
ou focos de células malignas <5 agrupadas e estudos recentes tem favorecido essa
definicdo.*!

A intensidade do BT também pode ser classificada. Segundo Wang*® a intensidade
do BT ¢ dividida em baixa intensidade ou ausente quando os focos de BT sdo <4 e alta
intensidade quando um numero >4 esta presente no estroma a frente da fronte de invasao em
regides de “hot spot”.

Em CEB o BT ¢ um forte preditor de um progndstico desfavoravel.* A alta
intensidade de BT esta correlacionada com uma menor sobrevida, especialmente em cinco
anos.*>? Em lingua, a alta quantidade de BT est4 relacionada com o tamanho do tumor,
estadiamento clinico, gradag@o histopatologica e a presenca de metastase para os linfonodos
regionais.*

O BT foi considerado pela Unido de Controle Internacional do Cancer como um fator
prognostico adicional em carcinoma colorretal e como potencial fator prognostico segundo as
diretrizes da Sociedade Europeia de Oncologia Médica.?®

Do ponto de vista histopatologico, o BT foi sugerido como um marcador que reflete
o processo de TEM em diferentes tipos de cancer.*! A diminui¢do de marcadores epiteliais
concomitantemente ao aumento de marcadores mesenquimais observados nas areas de BT
indicam uma semelhanca entre esta estrutura ¢ a TEM.* No intuito de entender a semelhanca
entre ambos 0s processos, marcadores caracteristicos da TEM foram utilizados no estudo do
BT, no entanto, as evidéncias conectando esses mecanismos ainda sdo escassas.*’>

Forte evidéncias indicam que o BT pode ter um papel significativo na selegdo da
estratégia de tratamento para casos de CEB.*! No entanto, o BT ainda ndo é considerado
critério para estratificacdo de risco nesses casos. Essas limitagdes ocorrem por uma falta de

exames estatisticos robustos com andlises multivariadas e pelo desconhecimento do processo

molecular que envolve a formagdo do BT.*
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2.3 TRANSICAO EPITELIO MESENQUIMAL

A transi¢ao epitélio mesenquimal (TEM) ¢ um processo pelo qual as células
epiteliais perdem suas caracteristicas e adquirem atributos semelhantes as células
mesenquimais. A TEM ¢ mediada por fatores de transcrigdo nucleares que podem orquestrar
alteracdes intracelulares como a diminuicdo de marcadores epiteliais e aumento de
marcadores mesenquimais.>*

O processo da TEM ocorre durante diversos mecanismos bioldgicos, presentes em
trés momentos. O primeiro ocorre durante o desenvolvimento embrionario, o segundo ¢
associado com a regeneracio do tecido adulto e o terceiro ocorre na progressdo do cincer.>> A

J4

transformagdo maligna em muitos carcinomas ¢ associada com a perda da diferenciagdo
epitelial e ganho do fendtipo mesenquimal.>®

Evidéncias sugerem que a TEM talvez seja uma caracteristica preditora da
progressio do CEB.®7 A expressio de genes mesenquimais associada a progressio do
cancer ¢ acompanhada pelo aumento da motilidade celular e perda de particularidades
epiteliais, incluindo: redugdio da adesdo intercelular e perda da polaridade celular.’® Essas
propriedades da TEM sdo observadas ndo s6 em casos de CEB, mas também em casos de
displasia epitelial, sugerindo que a identificacdo desses genes e seus produtos em estagios
iniciais tem um papel importante no processo de malignizacdo e podem ser potenciais
biomarcadores deste mecanismo.>®

Para que as células percam as caracteristicas epiteliais e adquiram um fenotipo
mesenquimal € necessaria uma reorganizagao no citoesqueleto, acarretando um alongamento
seguido de desconexdo das células vizinhas.>’ Dentre os eventos que fazem parte deste
processo temos: a perda das jungdes aderentes, a diminui¢do da expressao de citoqueratinas e
E-caderinas (marcadores epiteliais especificos) e o aumento na expressdo de fibronectina, N-
caderina e vimentina (marcadores mesenquimais).” As células fenotipicamente mutadas
passam entdo a romper a matriz extracelular, dissipando-se para tecidos adjacentes,
constituindo um dos eventos mais importantes para o inicio da metéstase.>’

O controle da TEM ¢ modulado por complexas vias moleculares que envolvem
marcadores de superficie celular, marcadores do citoesqueleto, proteinas extracelulares,
fatores de transcri¢io, marcadores epigenéticos e microRNAs.>> O quadro 4 apresenta as

principais alteragdes envolvidas no processo da TEM e suas fungdes.
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Quadro 4 - Regulacdo de proteinas durante a transic¢ao epitélio-mesenquimal (TEM).

PROTEINAS PROTEINAS ALTERACOES
ELEVADAS DIMINUIDAS FUNCIONAIS
N-caderina
Vet ) Aumento da migracdo
) i E-caderina
Fibronectina b o Aumento da invasao
: : esmoplaquina
szl [ e.Snaﬂ 2 . . Alongamento celular
Twist Citoqueratina R )
esisténcia a apoptose
Sox 10 Ocludinas ) )
Metaloproteinases de Resisténcia a anoikis
Matriz (2,3 ¢ 9)

Fonte: adaptado de Ribatti.>

O processo de TEM também pode ocorrer de maneira reversa, processo chamado de
transicdo mesenquimal epitelial. Ambos os processos sdo intimamente conectados com a
propriedade pluripotente das CIT durante a carcinogénese. A plasticidade epitelial depende do
tecido e do contexto de sinalizagdo existente no microambiente tumoral, ocasionando elevada
resisténcia a diversas terapias anticincer e o dificultando o entendimento do processo
carcinogénico.”’ O papel da TEM na tumorigénese em diferentes tipos de cancer ja foi
demostrado, dentre eles o cancer hepatocelular, colorretal, pulmonar, pancreatico, de mama e
ora] >

Além da atuagdo no processo de invasdo da matriz extracelular (MEC), a TEM
compromete a efetividade do sistema imune. A indugdo da TEM em células carcinomatosas,
por componentes celulares do estroma, modifica a atividade de células da imunidade inata e
adaptativa.’® As células T CD8+, natural killer (NK) e macréfagos ativados M1 possuem
propriedades antitumorais, porém, essas c€lulas ficam oprimidas por células com fung¢des
imunossupressoras como c¢lulas T regulatorias, macrofagos M2 ativados e células
supressoras derivadas de linhagem mieloide.’ Outrossim, ¢ a capacidade das células tumorais
de escapar da imunovigilancia durante a TEM por exibirem uma protecdo contra lise mediada
por linfocitos através da diminuicao da apresentagdo de antigenos tumorais, como mostrado in
vitro em carcinoma de células mamaérias.® Em conjunto, essas alteragdes favorecem a
progressdo tumoral.*®

E importante ressaltar que a TEM ndo é um sistema binario que se resume na troca
de um fenotipo epitelial para fendtipo mesenquimal, mas sim, um estado intermediario, que ¢
ditado conforme o microambiente.®® Uma variedade de biomarcadores tem sido associada a

TEM, dentre eles estdo a vimentina (VIM) e a E-caderina (e-CAD).
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2.4 E-CADERINA
2.4.1 Definicao e funcio

As caderinas classicas compreendem uma grande familia de glicoproteinas de adesao
transmembrana que contém cinco dominios extracelulares, calcio dependente, responsaveis
por intera¢des homotipicas e uma cauda citoplasmatica que interage com varios efetores para
transdugdo de sinais fisicos e bioquimicos para a célula.®!-¢?

As caderinas sdao reconhecidas como tipo I e tipo II, baseada na presenca da
sequéncia de aminodcidos histidina-alanina-valina no primeiro dominio extracelular. Embora
as caderinas tipo I tenham sido inicialmente nominadas segundo o tipo celular no qual eram
expressas, um novo consenso definiu a nomenclatura como CDH1 (E-caderina), CDH2 (N-
caderina), CDH3 (P-caderina), CDH4 (R-caderina), e CDH15 (M-caderina).®?

A E-caderina (e-CAD), uma glicoproteina do tipo I, ¢ considerada o protdtipo da
familia das caderinas devida a sua extensa caracterizagdo em condi¢des normais e patologicas.
Uvomorulina, L-CAM, cell-CAM 120/180 ou Arc-1, também s3o sindénimos dessa
1representan‘[e.63

O gene CDHI1 localizado no cromossomo 16q22.1 codifica polipeptidios precursores
das moléculas de e-CAD que desempenham um papel importante na morfogénese e na
embriogénese.®! O precursor polipeptidico de 135 kDa é processado proteoliticamente no
Complexo de Golgi a um polipeptidio maduro de 120kDa. A glicoproteina ¢ entdo
transportada do Complexo de Golgi para a superficie celular onde atua como um “ziper” de
adesdo intercelular.®

A adesao mediada pela e-CAD ¢ dinamica e regulada por diversas vias de transdugao
de sinal. Existem evidéncias de que as caderinas ndo sdo apenas alvos para vias de sinalizagao
que regulam a adesdo. Essas glicoproteinas também enviam sinais que regulam processos
celulares bésicos, como migracio, proliferagio, apoptose e diferenciagio celular.®!

Os dominios extracelulares e a cauda citosolica da e-CAD formam um nucleo de
mecanotransdug¢do e sinalizagdo, chamado de juncdes aderentes (JA). As JA sdo responsaveis
por ligar os contatos intercelulares a estruturas externas, como o citoesqueleto de actina e os
microtiibulos.’! Esse processo ocorre em conjunto com as cateninas, mediadoras essenciais de
sinais mecanicos e bioquimicos.**

Em tecidos epiteliais normais, os quais apresentam intensa expressao de e-CAD, a -

catenina ¢ sequestrada na membrana celular, prevenindo a sua liberagdo no citoplasma e
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posterior entrada no ntcleo. Sem acesso ao nucleo, a B-catenina ndo consegue se ligar a
familia de proteinas de ligagao ao DNA (como o fator intensificador de linfoide e de células
T), impedindo assim ativagdo da via de sinalizagdio Wnt, um dos caminhos pelo qual a
carcinogénese tem inicio.%*

A evidéncia da funcdo direta da e-CAD na adesdo intercelular foi provida por um
experimento onde o DNA complementar da e-CAD foi clonado e expresso em fibroblastos,
células que normalmente ndo expressam essa glicoproteina. Esse experimento induziu
alteracdes morfoldgicas, tendo como resultado células que cresceram em grupos coesos em
ambientes com condi¢des calcio dependente.52%4

Durante o desenvolvimento embrionario a expressdo da e-CAD comega em estagios
iniciais, apresentando papel-chave na adesao dos blastomeros € na compactagao de embrides.
A compactagdo no periodo da morula ¢ induzida pela adesao de filopddios mediados pela e-
CAD e tracio de blastdmeros vizinhos através da miosina.® Um estudo que promoveu a
inibicdo em homozigose do gene CDH1 em ratos ocasionou a letalidade embrionéria causada

por uma falha na formagao do trofectoderma (camada celular responsavel pela formacao dos

anexos embrionarios), evidenciando a importancia do papel da e-CAD na embriogénese.®*

2.4.2 Papel na transicio epitélio mesenquimal e na carcinogénese

A deplecdo ou diminuicdo da expressdo de e-CAD ¢ um dos principais eventos
relacionados a TEM, processo que ocasiona a perda da adesdo célula-célula e esta relacionado
a progressdao do cancer. As vias de sinalizacdo de TGF-B, via Wnt e Src além de modular a
expressao de e-CAD ativam genes que tem como produto proteinas que favorecem as adesoes
mesenquimais, causando assim uma alteragio no fenétipo celular.®

Normalmente a analise imunoistoquimica em tecido epitelial normal e tumores
benignos apresenta uma marca¢do homogénea para a e-CAD, no entanto, em tumores
malignos a expressdo torna-se heterogénea, com alteragdes quantitativas e qualitativas na
marcagdo. A perda de funcdo da e-CAD ¢ um dos maiores fatores contribuintes para
progressao do cancer, uma vez que a maioria dos tumores sélidos sdo carcinomas de origem
epitelial.**

A fungdo do gene da e-CAD pode ser alterado em niveis genéticos e/ou epigenéticos.

Mais comumente, a expressdo de e-CAD ¢é reduzida via alteracdes epigenéticas em varios
niveis que incluem a metilagdo do promotor e modificagdes de histonas, condensando a

cromatina e limitando o acesso aos fatores de transcri¢io reguladores cis.** Alguns exemplos
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de alteracdes genéticas do CDHI incluem as mutagdes inativadoras e perda de heterozigose

encontradas em carcinoma lobular infiltrante de mama,%” %

bem como mutacdes
heterozigoticas nas linhagens germinativas que aumentam o risco ao longo da vida do
desenvolvimento de cancer gastrico difuso e cancer de mama lobular.%® No entanto, a mutagio
da sequéncia codificante do gene CDH1 ocorre apenas na minoria dos casos de disfuncao da
e-CAD no cancer.”

A regulagdo negativa da expressao de e-CAD favorece o aumento da expressdao da N-
caderina (n-CAD), resultando em fenotipos com comportamentos divergentes. Células com
maior expressao de n-CAD, apresentam um rearranjo do citoesqueleto que alavanca o estado
de mobilidade.”! Este fato é complementado pelo ganho de outros marcadores mesenquimais
(tais como a VIM, fibronectina) resultando em uma perda da associagdo com as células
epiteliais e aumento da afinidade por componentes do estroma, facilitando a invasao através
da MEC. Nas células tumorais a troca entre e-CAD por n-CAD ¢ um papel-chave na
sobrevivéncia, crescimento, invasio e metastase.’?

Além do papel na movimentacdo celular, a diminui¢cdo na expressdao de e-CAD ou

sua transloca¢ao da membrana plasmatica para o citoplasma permite o acesso da -catenina ao
nucleo ativando fatores transcricionais que induzem eventos relacionados a tumorigénese,
dentre eles o aumento da proliferagdao celular, escape da apoptose e aumento do potencial
invasivo.”%”
A diminui¢do ou perda da expressdo do conjunto e-CAD e B-catenina indica um
progndstico desfavoravel no cancer de pulmdo de ndo pequenas células (74). Em cancer de
prostata com fenotipo invasivo a diminui¢do de e-CAD influencia na invasdo local,
disseminagio sanguinea e recorréncia.’

O gene da e-CAD (CDHI) também tem sido considerado um potente supressor
tumoral porque sua regulacdo negativa ¢ frequentemente encontrada em malignidade de
origem epitelial. Uma das razdes ¢ a importancia da e-CAD na manutencdo do fenotipo
epitelial e da homeostase do tecido por varias vias de sinalizagdo.”®

No entanto, nos ultimos anos foram descritos papéis paradoxais da e-CAD na
progressdo de varios tipos de cancer. Embora o paradigma atual da aquisicdo de um fenétipo
invasivo tenha sido associado a perda de e-CAD durante o processo de TEM, estudos em

varios tipos de carcinoma mostram que os tumores sao bastante heterogéneos e perda de e-

CAD nem sempre esta associada ao aumento do comportamento invasivo. Da mesma forma, a
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manuten¢do da expressdo desta glicoproteina ndo ¢ prejudicial ao processo de invasdo e
metéstase.”’

A analise histopatologica de espécimes de pacientes com cancer colorretal, de mama,
cancer de pulmao, melanoma, carcinoma epidermoide de cabega e pescogo (CECP), cancer de
tireoide e carcinoma cistico adenoide das glandulas salivares indicaram que o processo de
invasdo ocorre em aglomerados celulares, processo denominado “invasio coletiva”.’”® A
invasdo coletiva ¢ caracterizada por um processo de invasdao polarizada e manutengao da
adesdo célula a célula no grupo celular invasor, mantendo as células tumorais conectadas.
Essas células retém a expressdo de e-CAD assim como tem sido observado em células
metastaticas. Essas informag¢des levantam a hipotese que as células tumorais apresentam um
estado hibrido entre as caracteristicas epiteliais € mesenquimais, o que ¢ chamado de TEM
parcial.”® Esses eventos explicam por que apenas a perda da e-CAD nio ¢ suficiente para
evocar as alteragoes associadas a TEM.

A expressdo da e-CAD tem sido foco, também, no estudo de novos métodos de
tratamento. O papel da TEM na tolerancia de células neoplasicas as drogas utilizadas no
tratamento foi documentado através do aumento da resisténcia a apoptose.®* Além de diminuir
o potencial de invasividade e de metéstase das células cancerigenas, os micro RNA (mRNAs)
que aumentam a expressao de e-CAD, tem demonstrado resultados promissores no combate
da resisténcia a farmacos através da redugdo simultanea dos sinais pro-sobrevivéncia
fornecidos pela TEM.”

Em células de cancer de mama, a introdugado ectopica de pré-miR-200b ou pré-miR-
200c em uma linhagem celular altamente invasiva e resistentes a farmacos, diminuiu
significativamente a invasividade celular e aumentou a sensibilidade a doxorrubicina através
do aumento da expressdo de genes da via apoptotica p53. Assim, a regulagdo poOs-

transcricional da e-CAD permite a reversdo do processo de TEM.”

2.4.3 Relacao com o carcinoma epidermoide de boca e brotamento tumoral

A auséncia da e-CAD permite que as células tumorais transgridam o limite da
membrana basal e disseminem-se através do tecido adjacente.’® Isso se torna claro frente a
observagcdo de que a perda de e-CAD ¢ progressiva a medida que a gravidade da lesdo
intraepitelial avanga, como foi observado em CECP.*

Ren e colaboradores®! realizaram uma revisdo sistematica com metanalise para

avaliar o valor prognostico da e-CAD em CECP. O resultado apontou que a alta expressao do
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gene da e-CAD ¢ um fator prognostico positivo resultando em uma melhor sobrevida geral e
sobrevida livre de doenga, no entanto, o autor ressalta que essa apuragdo deve ser interpretada
com cautela devido a algumas limita¢des do estudo.

Em CEB a diminuicao da expressao de e-CAD ¢ associada a um fenotipo mais
agressivo e a um pior prognéstico.?> A infima expressio da e-CAD em CEB foi associada
com o padrdo histoldgico invasivo e com a metastase para os linfonodos cervicais. Em andlise
univariada e multivariada, esse padrao de expressao da e-CAD mostrou ser um indicativo de
menor periodo livre da doenga e menor tempo de sobrevida.?

O BT também parece estar correlacionado com diminui¢do na expressdo de e-CAD
bem como a perda da expressdo de moléculas de adesdo das células epiteliais em carcinoma
colorretal. Esse fenomeno assemelha-se a eventos primordiais no processo de TEM, iniciando
os primeiros passos da carcinogénese: destruicdo da membrana basal e perda das adesdes
intercelulares.”®33

Em carcinoma epidermoide localizado em lingua, a expressao de e-CAD estava
significantemente reduzida em células localizadas no fronte de invasdo tumoral e em células
localizadas no BT quando comparadas aquelas localizadas nas porg¢des centrais e superficiais
das amostras do tumor.* A diminui¢io da expressio de e-CAD nas regides citadas esta
associada ao aumento na expressao de VIM, sugerindo que as cé€lulas tumorais localizadas no
BT sofreram TEM, fato associado a um maior potencial metastatico.*

A e-CAD ¢ significante nos diferentes fendtipos do cancer e o modo de agdo no
contexto da invasdo tumoral e metastase ainda precisa ser totalmente elucidado. Embora a
maioria dos estudos atuais tenha revelado que a expressao alterada da e-CAD durante a TEM
¢ associada a aquisicao de fenotipo metastatico, fica evidente que o microambiente local esta

criticamente envolvido na invasdo e metastase do cancer.

2.5 VIMENTINA
2.5.1 Defini¢ao e Funcao

A vimentina (VIM) € uma proteina multifuncional composta por 466 aminoacidos e
que possui alto grau de conservacdo evolutiva nos vertebrados, sugerindo importantes
participacdes em papéis fisioldgicos.* A VIM ¢ a principal proteina que compde o grupo dos
chamados filamento intermediarios formando uma rede complexa distribuida pelo citoplasma

das células mesenquimais.®
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No desenvolvimento dos ratos foi identificado que a VIM emerge inicialmente em
células com alta capacidade migratoria, mais especificamente, quando o embrido ainda ¢
composto por apenas duas camadas epiteliais e as células do ectoderma comegam a migrar em
direcdo a fenda mesodérmica. Nestas primeiras células mesenquimais os genes da queratina
sdo inativados e, contrariamente, os genes da VIM sdo ativados.®® Ainda no mesmo estudo
observou-se que a expressao pos-natal do gene codificador da VIM ¢ restrito a fibroblastos,
células endoteliais, linfocitos e diversas células especializadas no timo e no cérebro.®

O primeiro experimento realizado décadas atras em ratos geneticamente modificados
com a inativacdo do gene da VIM foi descrito como ausente de fen6tipo,®> o que levou os
pesquisadores a uma erronea conclusdo de que essa proteina nao desempenhava fungdes
fisiologicas de grande importancia. No entanto, estudos posteriores demonstraram o papel da
VIM em maultiplas fungdes celulares relacionadas a manutencdo da pluripoténcia,
diferenciacio, proliferacdo, adesdo, migragio e invasio.®

Juntamente aos microtibulos e filamentos de actina, a VIM forma o citoesqueleto.
Seu funcionamento garante a manuten¢do da forma celular, integridade do citoplasma e a
estabilizacio de interacdes citoesqueléticas.®> Atualmente jao é evidente na literatura que
células moveis e invasivas apresentam uma maior expressao de VIM e estudos demonstram
que esse fenomeno ocorre devido a interacdo desta proteina com demais componentes
celulares.®

A VIM consegue orquestrar rearranjos no citoesqueleto e sinais de mecano-
transducdo para promover a migracao celular. Para que o movimento celular ocorra de
maneira direcionada, um pré-requisito ¢ a manuten¢do da polaridade celular, realizada pela
atuacdo conjunta dos microtibulos e da VIM.** Os microtibulos, com sua alta taxa de turn-
over, estabilizam a polaridade celular durante 0 movimento com a VIM que atua como guia
direcional aos microtiibulos recém-formados no processo de rotatividade.®

A migracao celular também depende dos filamentos de actina para formar protrusdes
(como lamelipodios e filopddios) a medida que se reorganizam em feixes direcionados,
permitindo a propulsio celular no substrato.’® A VIM faz parte deste processo, interagindo
com os filamentos de actina direta ou indiretamente (via proteina plectina).?’

Além do ganho de motilidade, o aumento na expressao de VIM em células epiteliais
induz a alteragdes no formato celular, perda das jungdes intercelulares e aumento da troca das
adesoes focais. Outra consequéncia ¢ o aumento da elasticidade celular, protegendo contra o

estresse mecanico, como, por exemplo, a compressdo.®® O ganho dessa caracteristica ¢é
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essencial para que as células tumorais submetidas a forcas compressivas, a medida que se
multiplicam de maneira descontrolada em um espaco limitado, mantenham suas atividades
essenciais. Além disso, essa caracteristica favorece a migracao e invasividade celular efetiva
em ambientes de alta densidade celular.®

A VIM atua também na regulagdo das adesdes celulares através da interagdo com
integrinas. As integrinas sdo receptores transmembrana que medeiam a intera¢do intercelular
com o meio extracelular através de seus dominios extracelulares, permitindo o funcionamento
da mecanotransdugio através de sua conexiio com o citoesqueleto.”

Estruturas chamadas de adesdes de matriz associada a vimentina (AMAV) sao locais
de onde VIM e actina estdo conectadas as integrinas ¢ onde ocorre a ligagdo de proteinas,
como vinculina e plectina. Durante a migracdo, as AMAV sdo ativamente montadas e
desempenham uma fun¢do semelhante as adesdes focais, tendo seu tamanho e estabilidade
regulados pela VIM 3%

Em células onde a integrina of: estd presente juntamente as AMAVs foi
identificado que essas estruturas funcionaram como um intermedidrio transitorio durante a
adesdo e que a plectina niio estava associada a essas estruturas.”’ A integrina a>Bi reconhece
coldgeno e laminina dependendo do tipo celular. Células epiteliais ndo transformadas
conseguem reconhecer ambos ligantes, porém quando expressam a VIM elas reconhecem
apenas o colageno. Isso sugere que a VIM pode regular a interacao dos receptores de integrina
através da modulagio da afinidade e da arquitetura do sitio de ligagdo.”

A VIM demonstra uma capacidade de promover um sitio de ligagdo com o receptor
do 4cido hialurdnico, um glicosaminoglicano que compde a maior parte da MEC.** A ligacio
ocorre através do receptor CD44 que caracteriza um dos principais locais de adesdo celular a
matriz. A VIM promove um sitio de ligacao direto para CD44 em sua parte N-terminal e o
aumento da expressao de &cido hialuronico foi correlacionada ao aumento dos niveis de VIM,
sugerindo sua influéncia na adesdo celular com o estroma.®’

Com o aumento da expressdo da VIM pelas células tumorais, novas interagdes
positivas e dindmicas com o estroma ocorrem a medida que a neoplasia evolui. Tais
interacdes representam uma violagdo da fronteira normal do tecido que fisiologicamente

previne a mistura de células de diferentes origens, como as epiteliais € mesenquimais.
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2.5.2 Papel na transiciio epitélio-mesenquimal e na carcinogénese

Em situacdes especiais a VIM ¢ exibida por células ndo mesenquimais, como em
c¢lulas malignas de origem epitelial. A medida que as células perdem sua orientagdao
tridimensional elas expressam VIM, que como citado anteriormente, ¢ considerado um dos
principais marcadores da TEM.%

Durante a TEM as células epiteliais passam por alteracdes funcionais e
comportamentais para que ocorra a diferenciagdo em células mesenquimais. Contudo, ainda
ndo foi esclarecido se o funcionamento da VIM contribui para a expressdo padrdo de genes
responsaveis pelo fenotipo TEM ou se a expressdo do gene VIM ¢ somente resultado dessa
transi¢cdo.

A expressdo da VIM confere as células um formato mais plano, fusiforme e alongado
que é caracteristico de células mesenquimais.®® Outra caracteristica é a interacdo com
microtubulos e demais proteinas motoras, promovendo a motilidade celular e o
comportamento invasivo, como explicado na se¢do anterior.>

Estudos apontam que a super expressdao de VIM parece estar correlacionada a um
pior progndstico em diversos tipos de cancer e uma das razdes ¢ devido a sua habilidade de
promover a TEM através do aumento de fatores de transcri¢do relacionados a este fenomeno
(como o Slug) e através da supressio de proteinas adesivas como a e-CAD.”? Os resultados
apresentados por Liu e colaboradores indicam que a expressdo de VIM funciona como um
desencadeador de processos da TEM mediados pelo fator de transcrigdo Slug.”

Caso essa expressao de VIM nao ocorresse nas células epiteliais malignas, nao
haveria a possibilidade de coordenagdo das redes que compdem o citoesqueleto para a
formac¢ao de adesdes focais estaveis e com uma arquitetura apropriada, impedindo assim que
as ceélulas cancerigenas tivessem polaridade e forca celular suficiente para posterior
tumorigénese.”

Por fim, fica claro que o papel da VIM na TEM de células neoplésicas malignas € a
de manutencdo da integridade celular, coordenag¢do a reorganizagdo do citoesqueleto para
formar a polaridade celular, ganho da motilidade e reforcar a geracdo de tensdo celular,
facilitando o processo de migragdo em diversos tecidos.”*

A expressao elevada de VIM ja foi conectada a diversas condi¢des patologicas,
dentre elas a transformacio maligna e a metastase. E importante relembrar que a VIM tem
sido usada por décadas como um marcador clinico da TEM, um processo essencial para a

disseminacio das células tumorais.’® As observacgdes iniciais apontaram que a expressio do
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gene da VIM era observado principalmente em células proliferativas e indiferenciadas, o que
mais tarde foi conectada a outros estudos indicando sua ligagdo com a transformacao maligna
e a disseminagdo metastética.®®

A descaracterizacdo das células que inicialmente eram coesas, justapostas € sem
motilidade indicam um rompimento na homeostase tecidual. As alteragcdes bioquimicas que
ocorrem na TEM conferem as células um aumento da capacidade migratéria, invasividade,
resisténcia a apoptose e produgdo elevada de componentes da MEC. O rompimento da
membrana basal e uma afinidade maior dessas células com o estroma indicam as primeiras
etapas do processo carcinogénico.”

No cancer de pulmio, a expressio de VIM foi identificada em carcinomas
pulmonares de células grandes e adenocarcinomas pulmonares bem diferenciados.” A
presenca desta proteina também foi associada com metastases em carcinomas pulmonares de
ndo pequenas células e a auséncia de diferenciagdo celular. O aumento na expressao da VIM
nesse cancer é um fator prognostico que indica uma menor sobrevida.”

Estudos mais recentes em casos de adenocarcinoma pulmonar mostraram que a
superexpressdo de VIM em fibroblastos associados ao cancer (FAC) ¢ um pré-requisito para a
disseminagdo em estagios iniciais, indicando a participagao da VIM no processo de promogao
da capacidade carcinogénica dos FAC no microambiente tumoral.”®

O cancer de mama também foi relacionado com a superexpressio de VIM,
principalmente em casos com um comportamento invasivo agressivo e estdo associados com a
migragdo de células mamarias epiteliais.”’

Nos casos de melanoma a VIM € uma componente chave para a invasdo celular e
metastase. Estudos indicaram que o aumento da VIM ¢ um indicador hematogénico da
metastase e que, por isso, ela pode agir como um preditor clinico, individualizando as op¢des
de tratamento.”®

No cancer de préstata as andlises in vivo de células epiteliais a VIM mostrou-se
essencial para a manutencdo da homeostase dos 4cinos presentes na prostata. Essa alteragdo
sugere uma alta atividade tumorigénica.”® Além disso, o estudo mostrou que a VIM ¢ na
movimentagdo da integrina B1 para a proje¢do invasiva da célula, uma condigdo migratoria
necessdria para a metéastase. A elucidagdo desse processo também permitiu a sugestdo de
novos tratamentos que bloqueiem essa interacdo integrina-VIM na tentativa de evitar a

ocorréncia de metastases.'?
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Nos tumores do trato gastrointestinal, o aumento dos niveis de VIM estdo geralmente
associados a uma maior agressividade. Em casos de cancer colorretal, a expressao desta
glicoproteina foi correlacionada ao estagio de progressao neoplasica das células cancerigenas.
101

Outros tipos de cancer também foram conectados a expressdo excessiva de VIM,
como, por exemplo, alguns tipos de linfoma, carcinomas endometriais, carcinomas cervicais,
tumores do sistema nervoso central, carcinoma papilifero de tireoide e carcinoma renal de
células claras. Em resumo, a expressao de VIM em varios tipos de células cancerigenas e

FAC parecem estar conectados com a progressio maligna e a resisténcia a tratamentos.*

2.5.3 Relacio com o carcinoma epidermoide de boca e brotamento tumoral

A expressdao de VIM em displasias orais e sua relacdo com TEM foi estudada por
Chaw?® que encontrou aumento na expressio de VIM e B-catenina a medida que as displasias
orais progrediam em severidade.

Sawant'??

e colaboradores avaliaram a expressdo imunoistoquimica de VIM em
DOPM de boca e orofaringe, concluindo que a imunorreatividade desta proteina aumentou
progressivamente em displasias, carcinoma in situ € carcinoma propriamente dito. O mesmo
estudo reportou que em leucoplasias heterogéneas houve maior expressao de VIM do que nas
homogéneas. Esses resultados levam a acreditar que a expressdo de VIM poderia estar
relacionada a diferenca no comportamento clinico entre estas lesdes e que a ocorréncia da
TEM estaria envolvida na progressdo maligna das displasias.'??

103 realizaram um ensaio em cAmara de invasdo e

Ghosh e colaboradores
imunofluorescéncia com células derivadas de queratindcitos gengivais pré-malignos e de
CEB. Os resultados do estudo mostraram que a expressao elevada da VIM est4 associada a
alteracdo na morfologia e no comportamento da célula, j4 que o aumento da proteina foi
observado nas células neoplésicas e naquelas que atravessaram o matrigel.'®>

Em linhagens celulares de CECP subpopulacdes ricas em ALDH-1 foram isoladas,
caracterizando seu potencial invasivo e o fendtipo da TEM.®® Os agregados celulares,
derivadas dessa subpopulacdo agressiva, apresentaram um aumento da expressdo de VIM
quando comparados a células derivadas de monocamada de diferentes linhagens celulares.
Esse mesmo padrao de expressdo foi identificado em células nodais metastaticas quando
comparadas as células dos tumores primarios de CECP, potencializado pelo fator de

crescimento epidérmico e fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-B).%%1%4
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Um modelo desenvolvido por Yoon e colaboradores!® selecionou uma subpopulagio
celular altamente metastatica derivada do CECP e evidenciou que a populacdo adquiriu
caracteristicas mesenquimais, sendo elas: aumento da VIM e integrina 1, bem como a
redugdo da expressao epitelial de e-CAD e involucrina. Em concordancia, no estudo realizado
por Paccione a reducdo da concentragdo dos niveis de VIM por interferéncia no RNA reduziu
a proliferagdo, invasdo e migracdo de células metastaticas quando comparadas com células
controle.'%

O aumento da expressao de VIM foi associado com metastases linfonodais sendo
considerados preditores de um pior progndstico em amostras de CEB.” Outro achado
relevante é o aumento da expressio da VIM e a associagio com recorréncia e morte.!?’
Estudos também apontam a relagdo inversa entre a expressdo de VIM e E-CAD. 104107

A avaliacdo da expressdo de VIM nos BT em casos de CEB evidenciou que houve o
aumento na expressdo deste filamento intermediario em mais de 85% dos tumores
classificados com alta intensidade de BT.'”® Outro estudo realizado em carcinoma
epidermoide localizado em lingua observou que a expressao da VIM ocorreu no citoplasma de
células do estroma em tecido adjacente aos tecidos linguais ndo cancerosos, porém nao foi

1.* Esse achado foi corroborado com outros estudos encontrados

observada no tecido epitelia
na literatura.”> Nenhuma ou marcagio fraca da VIM (<10% das células tumorais) foi
localizada no centro e partes superficiais do tumor. Contrariamente, o aumento da expressao
de VIM foi detectado na frente de invasdo tumoral e no BT.*

4993 indicam que o aumento na expressio de VIM esta relacionada

Diversas pesquisas
a alteracdo na morfologia e no comportamento celular, portanto, a elucidacio do mecanismo
de “cross-talk” entre os filamentos intermediarios e as vias de sinalizagdo intracelular pode
contribuir para o melhor entendimento do desenvolvimento, invasio e metastase tumoral.

Apesar de avancos consideraveis no estudo do CEB, o risco iminente de metastase
regional, mesmo em carcinomas identificados em estadgios iniciais, ainda representa uma
incerteza no tratamento € no prognostico do paciente. Mesmo com estudos recentes
reconhecendo o BT como um fator prognostico em outras malignidades, ele ainda ndo ¢
utilizado como critério para a estratificagdo de risco do CEB devido ao desconhecimento do
mecanismo molecular de funcionamento.

Diante deste cenario, uma melhor compreensdo dos eventos moleculares e a

descoberta de marcadores especificos podem prever a necessidade de tratamentos mais

agressivos em estagios iniciais onde os sinais de metastase sdo incipientes, individualizando o
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protocolo de tratamento dos pacientes de acordo com uma estratificacdo de risco. Além da
melhora no prognostico, a possibilidade do desenvolvimento de tratamentos inovadores deve

ser considerada.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O estudo realizado ¢ do tipo observacional descritivo, retrospectivo. Este estudo ¢
parte de um projeto maior, o qual foi submetido e aprovado pelo comité de ética em pesquisa
com seres humanos do Hospital Universitario (HU)/Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC)/Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH) e do Centro de Pesquisas
Oncolégicas (CEPON) (parecer numero 3.677.018 — 01/09/2019 — anexo A).

3.2 SELECAO DA AMOSTRA

No periodo compreendido entre 2013-2018, foram identificados 171 laudos com
diagnostico de CEB no arquivo do Servigo de Anatomia Patologica do HU-UFSC. Destes, foi
possivel recuperar os prontudrios e as informagdes clinicas de 94 pacientes.

Apds o rastreamento inicial, os critérios de inclusdo e exclusdo foram aplicados.
Foram incluidos pacientes com diagnostico histologico de CEB primario (CID: Cavidade oral:
C02-06: mucosa oral, gengiva, alvéolos superiores, alvéolos inferiores, lingua, assoalho de
boca) e excluidos os casos com material insuficiente para o preparo das laminas e analises
propostas, pacientes com prontudrios incompletos para coleta das informagdes de interesse e
pacientes diagnosticados com carcinoma epidermoide de labio. A amostra final foi composta

por 47 casos, sendo 27 provenientes de ressec¢oes cirirgicas e 20 de bidpsias incisionais.

3.3 COLETAS DAS INFORMACOES CLINICAS

Caracteristicas relativas ao paciente [sexo, idade, exposi¢do a fatores de risco (fumo
e consumo de alcool)] e relativas a doenga (classificagdo TNM, localizacdo do tumor, tempo
de evolucdo da lesdo, tamanho da lesdo, apresentacdo clinica, data do diagnostico) foram
coletadas dos prontuarios e um banco de dados eletronico foi elaborado para registro e anélise
das informacdes. O estadiamento clinico seguiu a classificagcdo pelo sistema TNM.

Os desfechos de interesse coletados sdo definidos abaixo:

*Sobrevida geral: tempo decorrido (dias) entre a data do inicio do tratamento e a data
do obito por qualquer causa;

*Sobrevida livre de metastase: tempo decorrido (dias) entre a data do inicio do

tratamento e a data da metastase;
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*Sobrevida livre de recorréncia: tempo decorrido (dias) entre a data do inicio do

tratamento e a data da recorréncia.

3.4 IMUNOISTOQUIMICA

Cortes teciduais seriados, de 4um de espessura foram realizados nas amostras
selecionadas (fixados em formol e emblocadas em parafina) e montados em lamina preparada
com solugdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene). Os cortes foram desparafinados em
xilol e hidratados por passagens sucessivas em etanol de concentragdes decrescentes (100, 90,
80%). O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado por meio de dois banhos em solugao
composta por 16 ml de peroxido de hidrogénio (H202) e 64 ml de metanol durante 20 minutos
cada.

Para recuperagdo antigénica as laminas foram imersas durante 40 min em solugdo
tampao de citrato 0,001M (pH 6,0) a uma temperatura de 96°C em banho maria.
Posteriormente, o bloqueio das reagdes inespecificas foi realizado através da imersdo das
laminas, durante 40 min, em uma solug¢dao a 5% de leite desnatado com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS).

Em uma camara timida a 4°C os cortes permaneceram incubados durante a noite com
0s anticorpos primarios para citoqueratina, VIM e e-CAD (quadro 5). A amplificagdo da

reacdo exigiu a incubagdo, em temperatura ambiente durante 75 minutos, com a utilizagdao do

sistema EnVision+.

Quadro 5 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados.

] TEMPO DE
ANTICORPO MARCA CLONE DILUICAO | <cvpiioxo
Santa Cruz ] .
PANCITOQUERATINA . %18 "W . AEVAES 1:50 Overnight
E-CADERINA Dako NCH-38 Pm‘:lt:opara Overnight
VIMENTINA S i E-5 1:800 Overnight

Biotechnology, INC.
Fonte: Autoria propria.

Como cromoégeno utilizamos a diaminobenzidina (DAB) e as segdes foram
contrastadas com hematoxilina de Harris. O controle positivo para citoqueratina e e-CAD foi

realizado através de espécimes normais de mucosa hiperplasica e o de VIM através do tecido



45

conjuntivo saudavel da amostra. O controle negativo foi realizado pela supressao do anticorpo

primario.

3.5 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS CARCINOMAS

Todos os casos foram classificados de acordo com os critérios da Organizacio
Mundial da Satude (OMS)* — quadro 6.

Quadro 6 - Classifica¢do histopatoldgica do CEB.

Presenca de células poligonais estratificadas, numerosas e visiveis
Bem Diferenciado pontes intercelulares, pouca mitose, pequeno grau de anaplasia,
evidente queratinizagdao, com visiveis e numerosas pérolas corneas.
Presenca de células poligonais estratificadas, poucas pontes
Moderadamente Diferenciado | intercelulares, mitoses numerosas e atipicas, pleomorfismo nuclear
evidente e formagao de pérolas corneas escassas ou ausentes

Raras células poligonais, com dificil visualizagdo de pontes
intercelulares. Predominio de células pequenas alongadas e
Indiferenciado indiferenciadas, acentuado pleomorfismo e hipercromatismo
nuclear, mitoses numerosas ¢ atipicas, queratinizagdo minima ou

ausente

Fonte: adaptado de El-Naggar e colaboradores.?

A figura 1 ilustra as diferentes classificagdes de acordo com os critérios
estabelecidos pela OMS.

Figura 1 - Gradagdo Histologica OMS.

a OMS: A) in situ, B) bem diferenciado, C) moderadamente
diferenciado, D) pobremente diferenciado. Fonte: autoria propria.
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3.6 AVALIACAO DO BROTAMENTO TUMORAL

A avaliagio das reagdes imunoistoquimicas foi realizada com o software QuPath®'?”
a partir de imagens capturadas com o digitalizador de laminas Zeiss Axioscan 7®.

O BT foi definido como a presenca de células tumorais isoladas ou em pequenos
ninhos, de até 4 células, presentes na fronte de invasao tumoral (em ressecgdes) ou em regioes
intratumorais (em bidpsias incisionais).''°

Nos cortes histologicos submetidos a reacdo imunoistoquimica para as citoqueratinas
AEI/AE3 (pancitoqueratina) a contagem e a classificagdo da intensidade do BT foram

11 em uma area

realizadas, de acordo com recomendacdes estabelecidas na literatura,
quadrangular de 0,785 um? o que correspondente a um aumento de 200X em microscopio
com uma ocular de 20 mm de didmetro.

Nos casos de resseccao cirirgica, primeiramente identificou-se a regido de fronte de
invasdo tumoral, a qual foi definida como uma faixa de Imm de espessura estendendo-se a
partir da margem tumoral (figura 2). A margem tumoral foi desenhada a 500um do limite
tumoral. Toda a extensdao da fronte tumoral foi analisada e a drea com maior nimero de BT
(hotspot) foi selecionada para contagem. Um campo com 0,785 um? foi desenhado com o
auxilio da ferramenta de desenho “rectangle” (apéndice B). O mesmo procedimento foi

realizado para bidpsias incisionais, exceto a identificacdo da fronte de invasdo, sendo a

contagem de brotamentos realizada na regido de hotspot.

Figura 2 - Delimitagdo do fronte de invasdo e regido da contagem.

>

. .‘ ; ‘
e T

BUDDING |1 )
L

Fonte: autoria propria.

A padronizagdo da contagem dos BT seguiu os seguintes critérios: i) conter no

maximo 4 nucleos; ii) os nucleos devem ser visiveis e evidenciados pela coloragdo azulada da
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hematoxilina; iii) independentemente do tamanho do brotamento, serdo contados e
considerados apenas os nucleos visiveis; iv) para serem consideradas independentes, entre
duas ilhotas ndo deve haver linha ou sombra de marcacao com DAB, mesmo que minima; v) a
marcacdo marrom deve ser uniforme e por todo o citoplasma para que uma célula seja
considerada positiva, principalmente em casos de células isoladas; vi) acimulos focais de
DAB no citoplasma nao foram considerados.

Para a calibragdo em relagdo a contagem do BT foi utilizado o indice de correlagao
intraclasse (ICC). Para avaliacao inter-observador, a calibragao foi feita entre um avaliador e
um patologista bucal experiente. O ICC intra-observador foi igual a 0,966 (excelente). Para o
calculo do ICC intra-observador, o avaliador principal realizou a contagem de brotamentos
em dois momentos diferentes, com um intervalo de 21 dias € com 20% da amostra sorteada de
maneira aleatdria. O ICC intra-observador foi igual a 0,932 (excelente).

Apos a calibracdo realizou-se a contagem para classificacdo da intensidade dos BT
em alto (>5 focos) ou baixo/ausente (<5 focos de BT) (figura 3) como reportado na

literatura.*-!!!

Figura 3 - Intensidade de brotamento tumoral (BT) com anti-
SO LR DR - TR

Legenda: setas vermelhas indicam os brotamentos tumorais (BT). A intensidade de BT ¢ classificada como alta
(A) e baixa (B). Fonte: autoria propria.

3.7 AVALIACAO DA VIMENTINA E E-CADERINA

Apds identificar as regidoes de maior intensidade de BT na lamina de
pancitoqueratina, a avaliacdo de E-CAD e VIM foi realizada em cortes seriados, em uma area
quadrangular de 0,392 pm? o que ¢ correspondente a um aumento de 400x em microscopio
convencional com uma ocular de 20 mm de didmetro.!!! As 4reas de “hot spot” selecionadas

na lamina de citoqueratina foram entdo identificadas nas laminas de e-CAD e VIM e
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marcadas através do uso das ferramentas “objects”, “annotation” and “specify annotation”
disponiveis no software e ilustradas no apéndice B.

A positividade da reacdo para e-CAD foi considerada dentro do padrio de
normalidade quando a marcacdo da membrana citoplasmatica das células epiteliais
neoplasicas foi completa e continua (Figura 4). Este padrao foi considerado anormal quando
houve descontinuidade ou auséncia da marcacdo de membrana, com ou sem marcagao
citoplasmatica.

Figura 4 - Padrdo de avaliagdo para E-caderina.

Padrdo de marcagao da e-caderina considerado negativo (A-C) e positivo (D). Fonte: autoria propria

A positividade para a VIM foi considerada quando as células epiteliais neoplasicas
apresentavam o citoplasma com coloragdo castanha. A figura 5 representa a reacao positiva e

negativa para avaliagdo da VIM.

Figura 5 - Padrdo de avaliag@o para vimentina.

- SN %

Padrio de marcagdo da vimentina considerado negativo (A) e positivo (B-C). Fonte: autoria propria
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Para ambos os marcadores da TEM foi realizada a avaliagdo quantitativa e
qualitativa na mesma regido de “hot spot” identificada nas reagdes com pancitoqueratina e
transferida para a imagem digitalizada da VIM e e-CAD. Primeiramente procedeu-se a
contagem do total de células positivas (com a expressdao) e células negativas (sem a

expressdo) com a utilizacdo da ferramenta “counting” (figura 6) disponivel no QuPath®.!%

Figura 6 - Avaliagdo de e-caderina (B) e vimentina (C) de acordo com a area de “hot spot” localizada
na lamina de citoqueratina (A).

O quadrado em vermelho delimita uma area de 0,392 pm?. A) Marcagdo com anti-pancitoqueratina. B) circulos
verdes e laranja representam células com expressdo negativa e positiva, respectivamente para e-caderina (e-
CAD). C) pontos amarelos indicam células positivas para vimentina (VIM) O software permite o aumento da
magnificacdo dentro da area de interesse para a observagdo de maiores detalhes. Fonte: autoria propria

Em seguida foi realizada a categorizagdo da expressdo imunoistoquimica, como
reportado na literatura,''? em fraca (<20%), moderada (20-50%) e forte (>50). A avaliacio foi
executada por um avaliador e um patologista bucal experiente, previamente calibrados. O
teste kappa inter e intra observador obteve concordancia superior a 0,75 em todos os quesitos
como mostrado na tabela 1. A avaliagdo intra-observador foi realizada ap6s um periodo de 15

dias em dez amostras aleatOrias.

Tabela 1 - Teste Kappa para avaliagdo dos marcadores da transi¢do epitélio-mesenquimal.
AVALIACAO MARCADOR KAPPA P

E-caderina K=0,762 P= 0,002
INTRA-AVALIADOR

Vimentina K=1,0 P= 0,002

E-caderina K=0,824 P=0,024
INTERAVALIADOR

Vimentina K=1,0 P= 0,009

Fonte: autoria propria
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software SPSS Statistics 25® (SPSS Inc., IBM) e
valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

As associagdes entre BT, VIM e e-CAD com caracteristicas clinicas e patoldgicas
foram realizadas através dos testes ndo paramétricos: qui-quadrado de Pearson (y?) e Fisher.
Ja as diferengas entre as médias nos grupos avaliados foram realizadas através dos testes de
Mann-Whitney e Kruskall Wallis (post hoc: teste de Dunn). Os dados quantitativos nao
apresentaram distribuicdo normal, justificando a andlise da relag@o entre as varidveis por meio
do coeficiente de correlagdo de Spearman. A utilizagdo de escores e a auséncia de
normalidade na distribuicdo dos dados ordinais também justificam a utilizacdo dos testes de
analise de média ndo paramétricos.

O método de Kaplan-Meier foi aplicado para analise de sobrevida, incluindo analise
de sobrevida geral, sobrevida livre de metéstase e sobrevida livre de recorréncia considerando
o tempo (dias) desde a cirurgia/intervencdo até o evento de interesse, como definido
anteriormente no item 3.3. As diferencas entre as curvas de sobrevivéncia foram avaliadas

através do teste de log-rank.
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4 RESULTADOS
Os dados clinico-demograficos de 171 laudos foram analisados durante o periodo
compreendido entre 2013-2018. Destes, 47 foram elegiveis para o estudo apds selecao por

critérios de inclusao e exclusdo.

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra selecionada para o estudo teve os dados clinicos dos pacientes coletados a
partir da analise dos prontudrios, demonstrado na tabela 2. A distribuicdo das varidveis
dependentes de acordo com caracteristicas clinicas e patoldgicas da amostra total pode ser
visualizada no apéndice C. Todos os resultados estatisticos entre as variaveis clinicas e
demograficas em relacdo a quantidade e intensidade do BT estdo apresentados nos apéndices
D eE.

Tabela 2 - Caracteriza¢do da amostra total.

VARIAVEIS INTENSIDADE DE VARIAVEIS INTENSIDADE
INDEPENDENTES BT INDEPENDENTES DE BT

BAIXO ALTO BAIXO ALTO

IDADE 39-59 11 15 G* In situ 3 0
>60 6 15 Diferenciado * 6 6
SEXO M 15 19 Moderadamente P 7 21
F 2 11 Indiferenciado P 1 3
CIGARRO  Nio 1 5 ESTAGIO 1/2 3 10
Sim 16 24 3/4 9 14
ALCOOL  Nio 2 7 OBITO Néo 9 21
Sim 15 20 Sim 1 3

LOCAL Lingua 8 19 Perdidos 13
Assoalho 6 6 RECORRENCIA Nao 7 16
Outro 3 5 Sim 3 8

T T1/T2 9 16 Perdidos 13
T3/T4 7 12 METASTASE Nio 10 23
N N- 9 16 Sim 0 2

N+ 6 9 Perdidos 12

TIPO DA

M M- 16 28 AR ERTTRA Resseccao 6 21
M-+ 0 1 Incisional 11 9

T: tamanho do tumor, N: envolvimento linfonodal (+) positivo (-) negativo, M: metastases distantes (-) ausente
(+) presente, G: gradacdo histopatoldgica segundo a OMS, BT: brotamento tumoral. G*: indica que houve
significancia estatistica no grupo das resseccdes. ®°: letras diferentes nas colunas indicam significincia
estatistica entre os subgrupos da gradacao histopatoldgica. Fonte: autoria propria
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A andlise dos dados clinicos revelou maior prevaléncia de individuos do sexo
masculino (72,3%) e uma razdo homem:mulher de 2,61:1. A idade dos pacientes variou de 47
a 90 anos, com média e desvio padrao de 59,83+9,69 anos. A média e desvio padrao do sexo
feminino foi de 64+11 anos, enquanto no sexo masculino a média foi de 58+9 anos. Em
relagdo aos fatores de risco, foi observado que uma alta porcentagem (89%) dos pacientes
fazia uso de tabaco e/ou consumia bebidas alcoolicas.

Quanto a localizagdo das lesdes encontradas, aproximadamente 57% estavam
localizadas em lingua, seguida do assoalho bucal (25%). Outras localizagdes compreenderam
17% das lesdes. A aparéncia clinica descrita na grande maioria dos casos foi de tulcera,
seguida de leucoeritroplasia.

No que concerne ao estadiamento clinico TNM, o estagio IVA foi o mais prevalente
(44,4%), seguido do estagio I (19%), estagio II (16%), estagio III e IV (ambos com 8,3%) e
por fim o estagio IVC (2,8%). Quando agrupado em estagios iniciais (I e II) e estagios
avancados (III e IV), as porcentagens foram 36,1 e 63,9 respectivamente.

O tratamento de escolha para o CEB foi excisdo cirtrgica isolada (29,8%), ressec¢do
associada a radioterapia (21,3%) e ressec¢do associada a radio e quimioterapia juntamente
(14,9%). Casos tratados com a radioterapia e quimioterapia corresponderam a 25,5%. A
radioterapia administrada isoladamente foi o tratamento em 4% dos pacientes.

A tltima atualizacdo nos dados de sobrevida ocorreu em dezembro de 2021. O tempo
médio de acompanhamento foi de 27,81 meses (amplitude 1-95 meses). Conforme indicado
na tabela 4, obitos ocorreram em 11,8% dos casos (tempo médio de 897 dias) e recorréncias
em 32% dos casos (tempo médio de 787 dias). 5,7% dos pacientes evoluiram para metastase
em um tempo médio de 897 dias.

A distribuicdo das varidveis dependentes (BT, VIM e e-CAD) conforme as

caracteristicas clinicas e patologicas da amostra total pode ser visualizada no apéndice C.

4.2 RESULTADOS NA ANALISE MORFOLOGICA

A gradagdo histopatologica dos tumores segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) foi predominantemente moderadamente diferenciada (59,6%). 25% dos casos foram
considerados bem diferenciados, 8,5% indiferenciados e apenas 6,4% classificados como
carcinoma in situ.

O resultado da avaliagdo quantitativa do ntimero de BT na amostra total ndo

apresentou uma distribui¢do normal dos dados, com mediana de 12 BT. A mediana em
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bidpsias incisionais foi de 6 BT e nas ressec¢des 18 BT. Devido a discrepancia dos niimeros,
as correlagdes com caracteristicas clinicas e patologicas foram realizadas separadamente no
grupo das resseccoes € nas bidpsias incisionais.

Em ressecgoes, a analise quantitativa do BT foi estatisticamente significativa dentre
os diferentes grupos de classificagdo histopatologica [x%2)=6,829; p=0,033]. Comparagdes em
pares (grafico 1) evidenciaram diferencas no nimero de BT entre o grupo bem diferenciado e
moderadamente diferenciado (p=0,018) e entre o grupo bem diferenciado e indiferenciado

(0,044).

Grafico 1 - Numero de brotamentos e diferenciagdo histopatologica dos tumores.
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Legenda: Diferengas significativas em comparagdo com o grupo bem diferenciado (Kruskal-Wallis e teste de
Dunn). Fonte: autoria propria

Ao comparar a intensidade do BT e a diferencia¢do dos tumores observou-se que a
alta intensidade de BT esta associada a uma pior diferenciagdo histopatologica das amostras
(x*(3)=6,992; p=0,05), apresentando uma correlacdo positiva moderada entre as varidveis
(p=0,012; tho=0,479) segundo o teste de Spearman.

As avaliagdes quantitativas e qualitativas do BT ndo apresentaram associagcdo com
variaveis clinicas ou patologicas em bidpsias incisionais. Os apéndices D e E apresentam os
valores estatisticos para relacdo entre as varidveis independentes e dependentes,

separadamente nas bidpsias incisionais e excisionais.
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4.3 AVALIACAO E-CADERINA E VIMENTINA
4.3.1 Amostra Total

O padrao de expressao imunoistoquimica da e-CAD apresentou diferentes versoes. A
maioria das amostras, tanto nas bidpsias incisionais quanto nas ressecc¢des, apresentou
marcagdo positiva focalmente, encontrada principalmente nas regidoes de pérolas de ceratina e
no centro das ilhas e ninhos tumorais. A marcacdo de membrana apresentou aspecto
pontilhado quando presente. Diferentemente, nas células da periferia dos ninhos, verificava-se
perda completa ou parcial da expressdo de membrana e ganho de expressdo citoplasmatica ou
auséncia de expressdo. De forma geral, a analise da expressao da e-CAD nas regides de “hot
spot” revelou imunopositividade predominantemente classificada como “fraca” (72% da
amostra total).

A expressao da VIM no citoplasma de células epiteliais ocorreu predominantemente
na periferia das ilhas e ninhos tumorais. Em 53% dos casos a imunomarcagao foi considerada
“fraca” e apenas 32% apresentaram expressao considerada “forte”. A tabela 3 sumariza o

padrao de expressao das amostras.

Tabela 3 - Expressao das proteinas e-caderina e vimentina.

TIPO DE

E-CADERINA VIMENTINA
AMOSTRA
Fraca  Moderada Forte . Fraca  Moderada Forte
INCISIONAL 65% 20% 15% 45% 15% 40%
RESSECGCAO 77% 11% 11% 59% 14% 25%

Fonte: autoria propria

A avaliagdo foi feita de forma independente nos casos de ressec¢do e biopsias

incisionais, conforme descrito a seguir.

4.3.2 Resseccio

A expressdo das proteinas VIM e e-CAD em resseccdes ndo apresentou associagao
com caracteristicas clinicas e patologicas. No entanto, ao avaliarmos a relagdao da intensidade
de BT com as proteinas da TEM observamos que houve uma associac¢do significativa com a
expressdao de e-CAD (U=36,0; p=0,030) e VIM (U=30,0; p=0,029) categorizadas. Nos casos
com alta intensidade de BT a fraca marcacdo para e-CAD e forte marcagdo para VIM foi
predominante. O inverso ocorreu com a expressao desses marcadores no grupo com baixa

intensidade de brotamento tumoral, como evidenciado no grafico 2.
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Grafico 2 - Expressao das proteinas da TEM segundo a intensidade de brotamento tumoral em
ressecgoes.
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Fonte: autoria propria

A correlagdo de Spearman apontou uma correlacdo negativa moderada entre a
intensidade de BT e a e-CAD categorizada e uma correlagdo positiva moderada entre a
expressao de VIM categorizada e a intensidade de BT, como mostrado na matriz de

correlagdo (tabela 4).

Tabela 4 - Matriz de correlagdo de Spearman.
Intensidade de
Brotamento
rho de Spearman -

E-caderina Vimentina

Intensidade de

Brotamento valor de p -
rho de Spearman -0,425 -
E-caderina
valor de p 0,027* -
rho de Spearman 0,430 -0,311 -
Vimentina
valor de p 0,025* 0,114 -

*Valores de p<0,05. Fonte: Autoria propria.

A porcentagem de células positivas para VIM também foi associada intensidade de
brotamento tumoral (U=120,00; p=0,000). O nimero de células marcadas positivamente foi
maior no grupo com alta intensidade de BT, quando comparada ao grupo de baixa intensidade
de BT (grafico 3). A porcentagem de células marcadas para e-CAD ndo foi estatisticamente

significativa entre os dois grupos (p=0,099).
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Grafico 3 - Porcentagem de células expressando vimentina ¢ intensidade de brotamento tumoral em

ressecgoes.
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Fonte: Autoria propria.
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4.3.3 Biopsias Incisionais
A expressdao de VIM em bidpsias incisionais foi associada tanto a intensidade
(U=18,500; p=0,016 — grafico 4) quanto a contagem de BT (U=13,000; p=0,005 — grafico 5).

A correlacdo entre as variaveis foi considerada positiva moderada (rho=0,588; p=0,0006).

Grafico 4 — Expressdo de vimentina e intensidade de brotamento tumoral em bidpsias incisionais.
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Grafico 5 - Porcentagem de células expressando vimentina ¢ intensidade de brotamento tumoral em
bidpsias incisionais.
% Células Positivas para Vimentina
70
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Fonte: Autoria propria.

A mediana da porcentagem de células positivas para VIM ndo apresentou diferenca
significativa dentre as diferentes classes da gradagao histopatoldgica como indicado pelo teste
de Kruskall Wallis (p=0,052), porém o teste de correlagdo de Spearman indicou uma

correlacdo positiva moderada (rho=0,628; p=0,003) entre as duas variaveis (grafico 6).

Grafico 6 - Porcentagem de células positivas para vimentina em bidpsias incisionais nos diferentes
niveis de diferenciagao histopatologica.
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Fonte: Autoria propria.

O teste de Mann-Withney mostrou diferenga entre a mediana no grupo onde havia a
presenga de metastase em linfonodos regionais quando comparado ao grupo sem metastase

em linfonodos regionais, tanto na avaliagdo qualitativa (U=17,500; p=0,05) quanto
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quantitativa (U=13,000; p=0,031). A mediana mostrou-se superior no grupo com metastase

local positiva (tabela 5).

Tabela 5 - Presenca de metastase em linfonodos regionais e expressdo de e-caderina.

Metastase em % de células
Expressiao de E-caderina
Linfonodos positivas
Fraca Forte Moderada Mediana
Negativa 6 1 0 2,39
Positiva 4 3 3 39,38

Fonte: autoria propria

Os apéndices D e E descrevem todas as associagdes testadas entre os parametros

clinicos e patologicos e os valores de “P” correspondentes, quando comparado as varidveis

BT, VIM e e-CAD.

4.4 RELACAO COM OS DESFECHOS

As andlises de sobrevida geral nas resseccdes pelo método de Kaplan Meier apontaram

um menor tempo de sobrevida nos grupos que apresentaram uma moderada expressao de e-

CAD (log rank = 0,042) e VIM (log rank = 0,007) quando comparada aos demais grupos.

A sobrevida livre de recorréncia no grupo das ressec¢des foi maior nos pacientes que

apresentaram a expressao de e-CAD abaixo da mediana, como mostrado no grafico 7.

Grafico 7 - Tempo de sobrevida e expressao de vimentina.
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As analises dos desfechos de interesse no grupo das bidpsias incisionais ndo

apresentou nenhuma correlagcdo com o BT e com os marcadores da TEM.

5 DISCUSSAO

Na amostra estudada, pacientes do sexo masculino foram mais acometidos pelo CEB,
assim como ¢ reportado em estudos epidemioldgicos realizados no Brasil'’® e em outras
regides do globo. 2! A propor¢io homem:mulher global é em média 5,5:2,5%%, com
amplitude de 1,2:1!'5 a 3,02:1''%. O presente estudo encontrou uma propor¢io de 2,61:1. A
prevaléncia no sexo masculino pode ser justificada por uma maior exposicao a fatores de risco
tanto em atividades sociais (consumo de alcool, tabagismo, sexo sem prote¢do) quanto
profissionais (trabalho com exposicdo a agentes carcinogénicos) visto que a propor¢do de
homens e mulheres no estado de Santa Catarina ¢ aproximadamente a mesma segundo o
Instituto Brasileiro Geografia e Estatistica (IBGE).!!”

Estudos reforcam que os individuos sdo diagnosticados principalmente entre os 50 ¢
70 anos, o que também foi corroborado em nossos resultados.!'>!'® Apenas 4 pacientes
tinham idade inferior a 50 anos no momento do diagndstico. Estes achados estdo relacionados
ao processo de desenvolvimento da doenga que ocorre a medida que o acimulo de lesdes no
material genético ao longo dos anos torna as células mais propensas ao desenvolvimento de
malignidades. Portanto, ¢ natural que individuos idosos tenham um maior acimulo de
mutagdes no material genético quando comparados a pacientes jovens. Algumas regides
especificas, como a Nigéria''® e o Catar,''* divergem desses achados por apresentarem uma
idade meédia de 45,3 e 46,9 anos, respectivamente, no momento do diagnostico. As
caracteristicas socioecondmicas na Nigéria e habitos culturais regionais no Catar podem
justificar as diferengas entre os dados coletados e a literatura.!'*11°

O consumo atual ou passado de alcool e cigarro sdo considerados os fatores de risco
mais importantes no desenvolvimento do CEB."® Assim como reportado em nosso estudo, a
maioria dos pacientes masculinos relatam hébitos deletérios relacionados ao consumo dessas
substancias, justificando a alta prevaléncia dessas lesdes malignas no sexo masculino.'!*>120 A
literatura mostra que pacientes jovens com CEB muitas vezes ndo reportam o uso destas
substancias ou a frequéncia do uso ndo tem um potencial carcinogénico relevante para o

desenvolvimento da doenca, levando a acreditar que outros fatores estejam envolvidos, como

fatores nutricionais, predisposi¢io genética e exposi¢do ao HPV.!
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A lingua foi a localizagdo mais frequente das lesdes de CEB neste levantamento,
assim como reportado na América e Europa.!'®!2! O perfil de pacientes que historicamente
desenvolvem lesdes nessa localizagao ¢ geralmente de idosos e fumantes, semelhante as
caracteristicas da amostra presente neste estudo. A localizacdo das lesdes pode variar de
acordo com habitos culturais. No sudeste asidtico as lesdes sd3o mais comuns na mucosa bucal
devido ao habito do consumo da noz-de-areca e fumo mascado, que mantem esses materiais
em contato com a mucosa durante o uso.*

Contrariamente ao perfil dos pacientes da amostra com lesdes em lingua, estudos
apontam que uma mudanca epidemioldgica vem ocorrendo globalmente.!?? Ao longo das
ultimas décadas, um aumento de lesdes localizadas em lingua vem sendo detectada
principalmente em pacientes jovens e sem exposicio aos fatores de risco tradicionais.!?
Relatos indicam um comportamento atipico e mais agressivo dessas lesdes em lingua, porém,
as evidéncias ainda sio inconclusivas.'*

As lesdes de CEB em lingua apresentam um pior progndstico mesmo em estagios
iniciais da doenga e uma das hipdteses € que isso esteja conectado a caracteristicas estruturais
que influenciam na disseminacdo tumoral como, por exemplo, a riqueza em vasos linfaticos
nessa regido e a presenca de fibras musculares.?®

A apresentacdo clinica prevalente das lesdes foi em forma de ulcera ou
leucoeritroplasia, corroborando com a literatura.!'> A aparéncia caracteristica do CEB sdo
lesdes ulceradas e de bordos elevados, porém, as tlceras podem ser causadas por diversos
agentes etiologicos, tornando essencial um diagnostico diferencial criterioso para determinar a
sua origem.'?*>!2* J4 as leucoeritroplasias sdo lesdes que apresentam uma maior propensio a
transformagdo maligna, reforcando a importancia do conhecimento das DOPM para que o
diagnostico precoce do CEB seja realizado.?!

A avaliagdo histopatologica da diferenciagdo tumoral segundo os critérios da OMS
revelou que a maioria dos casos foi classificada como moderadamente diferenciada, seguido
dos bem diferenciados, corroborando a literatura.'!'>!'*12!' Alguns autores utilizam a gradacio
histopatoldgica como um componente para estratificagio de risco dos pacientes.'”> Essa
questio ainda ¢é debatida, pois a propria OMS??* reconheceu que a diferenciagio
histopatologica do tumor ndo estd diretamente correlacionada ao curso da doenca e estudos
apontam que a classificag@o histologica possui pouca ou nenhuma relagdo com o prognostico

do paciente.?®
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O diagnostico tardio do CEB infelizmente ainda ¢ uma realidade. Na nossa amostra,
48,9% dos casos foram diagnosticados em estdgio tardio (III e IV), assim como aponta um
levantamento feito no Brasil.!*¢ Os fatores que justificam esses indices sio complexos e
incluem tanto falhas profissionais, do sistema de satide publico e da realidade socioecondmica
dos pacientes diagnosticados com CEB.'?” Os dados do presente estudo sdo provenientes de
um hospital publico, onde a maioria dos usudrios possui baixo status socioecondmico. Além
das limitagdes do paciente temos a do proprio sistema de fluxo utilizado pelo Sistema Unico
de Saude onde o paciente, apos diagnosticado, deve ser encaminhado aos centros de
tratamento, o que pode causar atrasos no inicio das intervengdes. Por ultimo, porém nao
menos importante, ndo podemos deixar de considerar o desconhecimento pelos cirurgides
dentistas das DOPM e dos aspectos iniciais do CEB, que muitas vezes pode ter uma aparéncia
indolente. Além disso, a habilidade do dentista durante a notificacdo de noticias ruins ¢ de
extrema importancia para o entendimento e aceitacdo do paciente quanto ao seu quadro de
satde.'?®

No presente estudo, o tratamento realizado para o CEB foi predominantemente
ressec¢do cirurgica associada a quimioterapia e/ou radioterapia. A literatura reporta que a
cirurgia de maneira isolada permanece como terapia de escolha para o CEB, porém quando a
lesdo ndo ¢ removida com margem de seguranga ou quando o tumor estd em fase avancada a
terapia adjuvante ¢ indicada.””'* Os métodos de tratamentos predominantes em nossos dados
sdo compativeis com o estagio avangado que os tumores apresentaram no momento do
diagnostico. Devemos relembrar que os tratamentos mais agressivos deixam sequelas
consideraveis nos pacientes, tanto estéticas quanto funcionais, impactando diretamente na
qualidade de vida desses individuos.'” Esses achados ressaltam a importincia de um
diagnostico precoce e a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de tratamento que
sejam menos invasivos e com limitados efeitos colaterais.

Mesmo com essas consideragoes, o progndstico do CEB ainda € paradoxal. As taxas
de recorréncia e metastase permanecem altas mesmo em pacientes que receberam o
tratamento adequado e apresentaram margens cirtrgicas livres.”>* Uma das hipoteses é que
esse evento ocorra devido a células cancerosas que se desprendem da massa tumoral principal
e invadem o tecido subjacente em forma de células isoladas ou em grupos, como o BT.>>

A escolha de avaliar as células neoplasicas utilizando marcagdo com
pancitoqueratina foi baseada na facilidade de visualizagdo das células epiteliais e

consequentemente dos BT. A avaliagdo em HE pode causar confusdes principalmente em
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tumores com intenso infiltrado inflamatério.*” Uma maior confiabilidade e reprodutibilidade
pode ser atingida com o uso da marcagdo com citoqueratina, assim como reportado na
literatura.!*%13! A figura 7 evidencia a diferenca na visualizagio entre as duas metodologias.
Essa técnica pode ser implementada como um recurso auxiliar na avaliagdo dos BT por
conferir maior facilidade na visualizagdo de tais estruturas.

Figura 7 - Brotamento tumoral (BT) visualizado com anti-pancitoqueratina (A) e hematoxilina-eosina

SRS AT e - SN LT
Setas amarelas indicam os brotamentos tumorais (BT) visualizados em reagao imunoistoquimica com
anti-pancitoqueratina (A) e hematoxilina-eosina (B) Fonte: autoria propria.

O numero de BT encontrado em bidpsias incisionais foi inferior ao das ressecgoes
neste estudo. Ao avaliar essa discrepancia, devemos considerar que bidpsias incisionais
frequentemente ndo incluem a fronte de invasdo tumoral e que ¢ desafiador identificar essa
4rea em bidpsias pequenas.'*? Estudos indicam que uma avaliagdo baseada no namero de BT
¢ mais valiosa do que os métodos convencionais como a diferenciagdo histopatologica, padrao
de crescimento infiltrativo e invasdo linfovascular para prever o potencial metastatico em
diversos tipos de cancer.?”-83:110.133

O BT ndo apresentou valor progndstico em bidpsias incisionais e excisionais do
presente estudo, divergindo de dados presentes na literatura.'*>!3* As diferentes metodologias
utilizadas, como, defini¢do da area do campo avaliado, técnica de coloracao (hematoxilina ou
citoqueratina), regido do tumor avaliada (intratumoral ou peritumoral), ponto de corte e
tamanho da amostra podem explicar essas discrepancias.’®-?

Em ressecgdes, nosso estudo apontou que um maior nimero e a alta intensidade de
BT foi associada com a indiferenciacao histopatoldgica dos tumores. Os BT representam a
perda de coesdo e o ganho de caracteristicas que promovem a invasdo ativa, ou seja, essas

células inicialmente epiteliais sofrem uma desdiferenciacdo para perderem caracteristicas

epiteliais e ganharem caracteristicas mesenquimais.*'** Portanto, é esperado que quanto mais



63

indiferenciado o tumor, maior seja o nimero de BT visto que ocorre a perda da identidade do
tecido de origem. A associagdo dos BT com o grau histopatologico pode melhorar o valor
prognostico do sistema criado pela OMS, pois consideraria nao apenas a diferenciagao dos
tumores como também a dissociagdo.>’

A avaliacdo dos BT e sua associagdo com as proteinas da TEM ajudaram entender
parte do processo de desdiferenciagdo e dissociacdo celular. A expressdo da proteina e-CAD
em resseccoes foi menor no grupo de alta intensidade de BT. Resultados semelhantes
avaliando a associagdo do BT com a diminui¢ao de e-CAD foram reportados na literatura.
4953108 A diminuigdo na expressio da e-CAD é o primeiro passo para que as células consigam
se separar da massa tumoral principal, representando uma caracteristica importante na
progressdo tumoral e permitindo que as células se organizem em grupos menores ou
isoladamente.>¢

Como esperado, a expressao da VIM apresentou um padrao inverso ao da e-CAD em
nossos achados, no entanto, ndo houve uma associagdo significativa, divergindo de outros
estudos, ¥ 104107.108.135.136 g cas0s com maior niimero e intensidade de BT apresentaram
predominantemente uma marcacdo forte para VIM tanto em ressec¢des quanto em biopsias
incisionais. Esse padrio foi identificado em diversos estudos.*19:133136° A participacdo da
VIM nesse processo envolve o segundo passo da progressdao tumoral: ganho de motilidade. A
expressao da VIM coordena uma rede complexa de interagdo no citoesqueleto para que a
cé¢lula mantenha um formato apropriado e adesdes focais estaveis, requisitos fundamentais
para a manuten¢do da polaridade e para a gerag¢do de tensdo celular, facilitando o processo de
migracdo em diversos tecidos.”

Apesar de tratada como um processo dicotomico para fins didaticos, o processo de
TEM ¢ reversivel e a perda de caracteristicas epiteliais e ganho de mesenquimais ¢
considerada temporaria e ndo permanente.*®!33 Um estado hibrido, também chamado de TEM
parcial, pode ser observado durante esse processo. Nessas situagdes tanto marcadores
mesenquimais quanto epiteliais estdo expressos simultaneamente (figura 8) o que justificaria a
auséncia de um correlagdo negativa entre esses dois marcadores.*®!3%!37 Devemos considerar
também que a interagdo com diversas proteinas ocorre neste processo € que o microambiente

tumoral pode influenciar na expressdo génica que ird guiar este dinamismo.'3®
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Figura 8 - Expressdo simultanea de e-caderina (A) e vimentina (B).

Fonte: autoria propria

Os resultados deste estudo mostraram que a presenca de metastase em linfonodos
regionais foi associada a forte expressdo da proteina e-CAD em bidpsias incisionais € a um
maior nimero na contagem de células positivas. Este resultado discorda com parte da

literatura, 682

no entanto, alguns artigos mencionam o chamado “paradoxo epitelial”.
7718137139 Eyidéncias histologicas sugerem que a metastase de vérios tumores solidos retem a
expressdo de e-CAD."*’ Um estudo avaliando a quantidade de RNA mensageiro para e-CAD
em CEB constatou que a expressdo do RNA mensageiro era menor quando comparada a
tecidos sadios. No entanto, a baixa expressdo dos niveis de RNA mensageiro ocorreu apenas
nos estagios clinicos iniciais da doenca e ndo continuaram a diminuir significativamente nos
casos mais avangados. Por isso, o uso desta quantificacdo para estratificagao de risco do CEB
¢ limitado. Além disso, outros fatores como processo de reparo, inflamagao e resposta imune
também podem influenciar na expressdo desta proteina.'*® Chao e colaboradores'*! reportaram
que células malignas em mama perderam a expressdao de e-CAD transitoriamente durante sua
disseminagdo, e entdo, reexpressaram esta e outras moléculas de adesdo em um local
metastatico distante.

O fendmeno conhecido como “invasio coletiva” ® também pode justificar a
associacdo de e-CAD com a metéstase de linfonodos. O processo de invasdo coletiva foi
identificado em estudos in vitro e in vivo com células mamadrias malignas, apontando a
expressao simultdnea de marcadores epiteliais € mesenquimais. No processo de invasdo
coletiva, algumas das células que se desconectam da massa tumoral principal atuam como
“células lideres”, cuja funcdo ¢ guiar as demais células durante o processo de invasdo. Cheung
e colaboradores'* relataram que as células com papel “guia” apresentam morfologias distintas
e polarizadas, preferencialmente expressando diversos marcadores basais (citoqueratina-14 e
5, p63) e epiteliais luminais (e-CAD, citoqueratina-8). Ja as células na retaguarda das

chamadas células “guia” também expressavam fortemente essas proteinas basais e luminais,
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porém, a expressdo era concomitante aos marcadores comuns da TEM, como a VIM. A
invasdo celular em forma de grupos celulares pode facilitar a cooperacdo para promover a
sobrevivéncia durante o processo de invasao, explicando o porqué de as células manterem a
expressdo de e-CAD durante a metastase.”®!4?

O tempo de sobrevida livre de recorréncia em ressecgdes foi menor no grupo que
apresentou uma expressao de E-CAD acima da mediana. Apesar da maioria dos estudos
apontarem a elevada expressdo de e-CAD como um indicativo de bom prognoéstico, a
discordancia dos nossos resultados com a literatura pode ser justificada com as informacgdes
citadas anteriormente sobre o paradoxo epitelial e a migragio coletiva.””’®

Outro ponto a ser considerado ¢ a regulagdo espaco temporal da e-CAD durante a
TEM. O gene Snail parece ser um dos reguladores envolvidos em todos os aspectos
relacionados a TEM, inclusive na sua iniciacdo. Evidéncias mostraram que a superexpressao
deste gene ¢ o suficiente para induzir a TEM in vivo através da ligacdo direta no promotor da
e-CAD. Ao se ligar no promotor da e-CAD, o gene age como um repressor direto.'** Uma
hipdtese ¢ que a perda de caderina seja apenas uma caracteristica transitoria e inicial, e a
medida que a TEM evolui, a expressdo de outros genes regulatorios revertam esse processo,
favorecendo o reestabelecimento das adesdes celulares para que as células consigam acelerar
a taxa de invasdo através da resisténcia a anoikis (morte celular programada que ocorre em
células dependentes de ancoragem quando elas se desprendem da matriz extracelular) e
crescimento independente de ancoragem.®*!'*! Esses achados indicam que a e-CAD possui um
papel complexo na progressdo tumoral e que mais estudos sdo necessarios para entender os
mecanismos envolvidos na regulacio desta proteina.!**

A avaliacdo da expressdo de VIM nas células do CEB encontra diversas variagdes na
literatura, devido a pontos de corte ndo padronizados e classificagdo dicotdomica que
consideram apenas a presenca ou auséncia da proteina e ndo sua intensidade. A expressdo da
VIM em células epiteliais reflete a alteracdo fenotipica ocasionada pelas mudancas
moleculares que ocorrem nas células neoplasicas epiteliais e que sdo responsaveis pelo
aumento da motilidade e consequentemente do potencial invasivo.’® Estudos prévios
detectaram o aumento da expressdo de VIM em amostras de pacientes e linhagens celulares
de CEB.7*!104107.195 Eqte estudo revelou que 46% da amostra total de CEB eram tumores com
moderada ou forte marcacdo para VIM, corroborando outros achados da literatura.'#>!146

Outros estudos detectaram a expressao de VIM também em displasias severas, indicando o

potencial papel dessa proteina no desenvolvimento tumoral. 47148
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As células epiteliais neoplasicas que expressaram VIM exibiram uma distribuicao
localizada principalmente na fronte de invasdao e concentradas intracelularmente em diregdo
ao estroma (figura 9), assim como reportado na literatura.”* Esses achados podem estar
relacionados as propriedades identificadas in vitro relacionadas a processos invasivos e
migratorios.®*1% A expressio da VIM foi evidente em grupos e/ou células tumorais isoladas

pobremente diferenciadas,'*® bem como em células com formato fusiforme.

~ -
’ S

ont: auia prpr

O padrao de expressao da VIM pode estar associado aos processos de migracao
coletiva e individual das células. Na presenca de VIM, as forcas de actinomiosina sdo
redirecionadas para as adesOes periféricas, indicando que as fibras de VIM restringem a
formagdo de lamelipddios e o fluxo de actina para uma regido especifica, facilitando o
alinhamento das forgas de tracdo para promover a migragao celular individual em colaboragao
com os microttibulos. 7884

A sobrevida geral no grupo das ressec¢des apresentou um menor tempo nos grupos
que apresentaram uma moderada expressdo de VIM assim como reportado por Liu e
colaboradores.'*® No entanto, nio houve correlagio com recorréncia ou metastase, divergindo
de outros estudos em CEB que associam a alta expressiao de VIM a recorréncia local,
invasividade tumoral e metéstase.!?7:135145

O aumento da VIM em neoplasias epiteliais malignas explica a capacidade de
sobrevivéncia e movimentagdo da célula epitelial pelo tecido conjuntivo. Além do ganho de
motilidade, as células que expressam VIM tem aumento na elasticidade e na resisténcia a
compressio.®® Esse fator é essencial para que as células neopldsicas consigam invadir

ambientes com alta densidade celular enquanto mantém suas atividades essenciais. A

expressao de VIM também restringe e aumenta a afinidade das células por componentes do
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estroma como coldgeno e 4cido hialurénico.’®!3! Tais interagdes representam uma violagdo da
fronteira normal do tecido que fisiologicamente previne a mistura de células de diferentes
origens, como as epiteliais e mesenquimais.'”' Ao violar essa barreira, o tumor tem mais
facilidade em realizar o crescimento invasivo, piorando o prognostico do paciente.

Outro motivo para justificar uma menor sobrevida nos pacientes com moderada
expressao de VIM ¢ que o tratamento quimioterapico pode ter sua efetividade comprometida,
pois essa proteina inibe receptores AXL de tirosina quinase diminuindo a sensibilidade das
células malignas ao quimioterapico Erlotinib.!>

Além dos pontos apresentados, o crescimento invasivo do tumor e o
desenvolvimento de resisténcia a drogas sdo fatores relacionados que apresentam um
importante papel na progressio tumoral.!>* A relacdo entre a motilidade celular e a resisténcia
a drogas esta associada ao fato de que durante a migragdo as células perdem a capacidade de
se multiplicar e por isso ficam menos suscetiveis a acdo de quimioterdpicos e radioterapicos.
Outro ponto a ser analisado, ¢ que células no estado de TEM exibem quimiorresisténcia
devido a inducdo da expressdo de proteinas transportadoras da familia ABC responsaveis pelo
efluxo dos quimioterapicos para fora da célula. E muito provavel que as mesmas vias estejam
envolvidas na progressio tumoral e na resisténcia aos tratamentos. >

Nao podemos deixar de considerar que o estudo apresenta limitacdes. A populacao
da regido atendida ¢ predominantemente caucasiana, nao refletindo a realidade de outras
localidades do Brasil. Outros fatores como amostra com ntimero reduzido de casos, o tempo
de seguimento dos pacientes relativamente curto e falta de informagdes disponiveis limitam a
validade do nosso estudo. A utilizagdo de testes estatisticos ndo paramétricos também reduz a
robustez das nossas analises.

A técnica de imunoistoquimica ¢ amplamente utilizada, mas suas limitagdes ndo
podem ser desconsideradas. A subjetividade estd presente no ajuste do limiar onde a marcagado
¢ considerada positiva e consequentemente a avaliacdo tendenciosa da quantidade de células
coradas positivamente. A agressividade dos procedimentos intrinsecos ao processo de
imunoistoquimica (como fixa¢do, desidratacdo e hidratacdo) em que as amostras sao
submetidas também ndo deve ser desconsiderada. Por fim, ressaltamos que a avaliagdao de um
processo dinamico como a TEM ndo pode ser completamente compreendido apenas com a
imunoistoquimica, visto que os resultados representam apenas uma fase de um processo que ¢

continuo e complexo. Aumentar a amostra em um estudo futuro e conduzir um
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acompanhamento de longo prazo sdo essenciais para confirmar a relacdo entre BT, TEM e o

progndstico dos pacientes.
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6 CONCLUSAO

Sintese dos principais resultados do estudo:

O BT nao apresentou associacdo com prognoéstico dos pacientes em bidpsias incisionais e

ressecgdes, no entanto, apresentou associacdo com os marcadores de TEM;

e Em resseccOes a alta quantidade e intensidade de BT estdo associadas a uma maior
expressao de VIM, baixa expressao de e-CAD e a uma pior diferenciacao histopatologica;

e Em bidpsias incisionais a alta quantidade e intensidade de BT foi associada a um maior
numero de células positivas e a expressao “forte” da proteina VIM. A presenca de
metastase nos linfonodos também evidenciou um maior numero de células positivas e forte
expressdo de e-CAD;

e Nas ressec¢des a moderada expressao de VIM e e-CAD foi associada a um menor tempo
de sobrevida geral. As amostras com expressdao de e-CAD acima da mediana apresentaram
menor sobrevida livre de recorréncia.

Baseado nesses resultados, podemos concluir que a avaliagdo do BT juntamente a
diferenciagdo histopatoloégica e marcadores da TEM pode aprimorar o estadiamento
patoldgico e clinico do CEB para melhor prever o prognoéstico do paciente. No entanto, uma
padronizagdo metodoldgica deve ser oficializada para evitar discrepancias nas analises dos
dados, assim como observamos na literatura atualmente.

Estudos adicionais devem ser realizados para investigar demais eventos moleculares
associados com as células tumorais que residem na fronte de invasao tumoral e nas regides de
“hot spot”, para melhor elucidar o processo de evolugao do CEB. Ainda ndo podemos deixar
de considerar o papel do microambiente tumoral nessas alteracdes celulares.

A elucidacdo dos aspectos moleculares no CEB e do papel da TEM nesse processo
nos ajudariam também a explorar novas estratégias terap€uticas que mirem especificamente
inibindo sinais da TEM. No entanto, a dinamicidade e plasticidade deste mecanismo sdao os

maiores obstaculos para a compressdo desta cascata de eventos.
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APENDICE A — Alteracdes histologicas em CEB
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azul: aumento do niimero e tamanho dos nucléolos; D ¢ E) seta verde: mitoses atipicas; E) Seta preta:
hipercromatismo nuclear e celular; F) pleomorfismo nuclear ¢ celular.
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APENDICE C - Distribui¢io das variaveis dependentes de acordo com caracteristicas

VARIAVEIS

INDEPENDENTES

IDADE
39-59
>60
SEXO
Masculino
Feminino
CIGARRO
Nao
Sim
ALCOOL
Nao
Sim
LOCAL
Lingua
Assoalho
Outro
TUMOR
T1/T2
T3/T4
LINFONODO
N- (Negativo)
N+ (Positivo)
METASTASE
M- (Ausente)
M+ (Presente)
GRADACAO
HISTOPATOLOGICA
In situ
Diferenciado
Moderadamente
Indiferenciado
ESTAGIO
1/2
3/4
OBITO
Nao
Sim
RECORRENCIA
Nao
Sim
METASTASE
Nao
Sim
TIPO DA AMOSTRA
Resseccao
Incisional

clinicas e patologicas da amostra total (N=47)

BROTAMENTO
TUMORAL
Baixo Alto
11 15
6 15
15 19
2 11
1 5
16 24
2 7
15 20
8 19
6 6
3 5
9 16
7 12
9 16
6 9
16 28
0 1
3 0
6 6
7 21
1 3
3 10
9 14
9 21
1 3
7 16
3 8
10 23
0 2
6 21
11 9

Fraca

19
15

23
11

6
28

8
24

20

19
13
20

31

20

11
14

24

21
13

E-CADERINA
Moderada Forte
3 4
4 2
5 6
2 0
0 0
7 5
0 1
7 4
5 2
1 2
1 2
1 5
5 1
2 3
4 3
7 6
0 0
0 1
1 2
5 3
1 0
0 2
6 3
3 4
1 1
3 3
1 2
4 5
0 0
3 3
4 3

Fraca

VIMENTINA
Moderada

6
4

— O O =)

—_—

Forte
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APENDICE D - Valores estatisticos para relacio entre as variaveis independentes e
dependentes qualitativas.

VARIAVEIS BROTAMENTO
E-CADERINA VIMENTINA

INDEPENDENTES TUMORAL

Incisional Resseccdo | Incisional Resseccao | Incisional Resseccao
Idade 0,370 1,000 0,326 0,221 0,805 0,227
Sexo 0,127 0,633 0,353 0,38 0,506 0,608
Cigarro 0,164 1,000 0,331 0,259 0,082 0,614
Alcool 0,528 1,000 0,776 0,137 0,441 0,217
Local 0,830 0,384 0,768 0,917 0,501 0,472
Tumor 1,000 0,278 0,307 0,523 0,601 0,31
Linfonodo 0,637 0,272 0,053 0,796 0,486 0,475
Metastase - 1,000 - 0,587 - 0,441
Gradacéo histopatologica 0,890 0,05* 0,906 0,614 0,13 0,362
Estagio 0,648 0,508 0,404 0,468 0,481 0,363
Obito 1,000 1,000 0,877 0,138 0,48 0,525
Recorréncia 1,000 1,000 0,877 0,938 0,48 0,841
Metastase 1,000 1,000 0,487 0,587 0,289 0,143

* Valores de p<0,05
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APENDICE E - Valores estatisticos para relagiio entre as variaveis independentes e

dependentes quantitativas.

VARIAVEIS NUMERO DE
% E-CADERINA % VIMENTIN

INDEPENDENTES BROTAMENTOS!

Incisional Resseccdo | Incisional Resseccao | Incisional Resseccao
Idade 0,325 0,395 0,325 0,438 0,325 0,271
Sexo 0,371 0,716 0,202 0,934 0,599 0,572
Cigarro 0,176 0,557 0,06 0,544 0,072 0,73
Alcool 0,892 0,859 1,000 0,899 1,000 0,253
Local 0,734 0,796 0,744 0,842 0,249 0,419
Tumor 0,393 0,161 0,217 0,842 0,627 0,923
Linfonodo 0,906 0,172 0,031* 0,693 0,238 0,621
Metastase - 0,563 - 0,298 - 0,223
Gradacio histopatolégica 0,388 0,033* 0,887 0,237 0,05* 0,074
Estagio 0,857 0,297 0,207 0,521 0,379 0,634
Obito 0,558 0,45 0,696 0,316 0,364 0,674
Recorréncia 0,079 0,688 0,603 0,157 0,697 0,377
Metastase 0,130 0,148 0,172 0,627 0,12 0,25

* Valores de p<0,05
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Valor da razao i ito intra-tumoral em pacientes com
i i ide da boca e i

Pesquisador: Elena Riet Correa Rivero

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 17674419.9.0000.0121
Instituigéo Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.490.975
Apresentacao do Projeto:

Trata-se do parecer de um estudo observacional do tipo coorte prospectiva-retrospectiva.Serao

pacientes. i com CE de boca e orofaringe admitidos para
tratamento no servico ambulatorial de cabeca e pescogo do Centro de pesquisas oncologicas (CEPON) e do
Hospital Universitario Professor Polydoro Emani de 540 Thiago (HU/UFSC/EBSERH. O referido projeto de
Tese de Doutorado esta vinculado ao Programa de Pé: em O da L

Federal de Santa Catarina do doutoranda Andressa Fernanda Paza Miguel sendo orientado pela profa. Dra
Elena Riet Correa Rivero. Os pesquisadores solicitam dispensa de TCLE com as seguintes argumentagdes:
“por ser um estudo descritivo retrospectivo que visa estabelecer a casuistica dos casos de cancer de boca e

orofaringe ja di; 2. No havera e icipagdo direta de seres humanos na
pesquisa. A coleta de dados sera feita a partir dos prenturarios e blocos de parafina provenientes de

cirugicos ja reali para fins de 3. Devido a0 ico tardio, os casos de
céncer de boca e i tendem a alta i e i Dessa maneira, existe a

possibilidade de alguns pacientes ja terem ido a 6bito, ou ainda, apresentarem sequelas graves devido a0
tratamento mutilante. Obter o consentimento destes individuos ou de seus familiares, pederia constituir um
aborrecimento e acarretar impactos psicolégicos. Assim, considerando que a perda de sigilo dos dados sera
© maior risco desta pesquisa e todos os cuidados que serdo tomados para evita-lo, o risco de danos
psicolégicos no momento da obtengéio do consentimento

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Ii, R: Desembargador Vitor Lima, n* 222, sala 401

Bairro: Trindade. CEP: 85.040-400
UF: SG Municipia: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mall: cep propesq @ contato.ufsc br
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representaria maiores prejuizos ao paciente.4. Os casos tratados pelo CEPON nao provém apenas da
cidade de Florianépolis. Diversos casos sao oriundos de outras regides do Estado, por tratar-se de um
Centro de Referéncia no tratamento oncologico.5. Os dades dessa pesquisa contribuirdo com a construgao
do conhecimento cientifico, visando o desenvolvimento de novos marcadores de prognostico e novas
terapias para aplicagao futura. Diante do exposto sera solicitada ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do CEPON e HU/UFSC/EBSERH a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE)."

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primério:

Avaliar a razéo neutréfilo/linfocito (NLR) no sangue e nos tumores de pacientes com carcinoma epidermoide
(CE) de boca e orofaringe e sua

influéncia na sobrevida dos mesmos.

Objetivo Secundério:

- Avaliar a contagem absoluta de neutréfilos no sangue e seu marcador imuno-histoquimico no ambiente
intra-tumoral de pacientes com CE;

- Avaliar a contagem absoluta de linfécitas no sangue e seu marcador imunc-histoquimico no ambiente intra-
tumoral de pacientes com CE;

- Calcular a NLR no sangue e no ambiente intr;

tumoral de pacientes com CE e avaliar seu impacto na
sobrevida global, livre de doenga e doenga especifica;

- Comparar o valor prognéstico do NLR sanguineo  tecidual na sobrevida de pacientes com CE;
- Avaliar a correlagio entre a contagem de neutréfilos, linficitos e do NLR eom as caracteristicas
pacientes com CE

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Durante a pesquisa sera utilizado apenas o material resultante da cirurgia para retirada da lesao
previamente realizada e informagdes presentes na ficha clinica, 0s quais se encontram armazenados nos
arquivos do CEPON e HU, sem causar novamente s desconfortas da cirurgia e da coleta sanguinea ja
realizadas. Os pesquisadores serao 0s Unicos que terdo acesso aos dados, entretanto ha um risco de perda
de sigilo dessas mesmo que ario e nao i mas os garantem
que tomarao todos 08 cuidados para evitar que isso ocorra. Os resultados deste trabalho poderdo ser
apresentados em encontros ou revistas cientificas, mas mostrarao apenas os resultados obtidos coma um
todo, sem revelar seu nome ou qualquer informagao relacionada & privacidade.

Enderoco: Fe Santa Catarina, 1 Vitor Lima, n* 222, sala 401
Bairro: Trindade CEP: 88.040-400

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
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Beneficios:
Os dados dessa pesquisa il com a ao do cientifico, visando o

de novos de dstico e novas terapias para aplicagao futura.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € relevante e apresenta Oes a0 e ogico. Ha a
presenca de arios & issao e nos emitidos pelo CEPON e o Hospital
Universitario sao mencionados cuidados no acesso ao material a ser utilizado na pesquisa, referendando os
aspectos relacionados a0 sigilo quanto as informacdes dos pacientes a serem realizados pelos funcionarios
que farao a disponibilizagao de dados, materiais e i Oes para © e i o

das ificas do paciente.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Solicita-se dispensa de TCLE pelos motivos expostos no item apresentagao deste parecer.
Recomendagdes:
néo se aplica.
ou e Lista de &
Conclusao: aprovado.
Embora o periodo pretendido para acesso a0s pacientes referendado pelos pesquisadores como de 2017 a

2018 consfitua-se em para solicitagdo de um TCLE, este Comité considerou a exposigio de
motivos dos pesquisadores e as garantias de %o dos dados i pelas insti nas
quais 0 estudo sera realizado.
Consideragoes Finais a critério do CEP:
baseado nos abaixo
Arquiva Postagem Autor Situagic
PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 12/07/2018 Aceito
ROJETO_1379544.pdf 11:06:32
Folha de Rosto Follhaderosto.pdl 12/07/2019 |Andressa Femanda | Aceito
11:03:15 | Paza Miguel
Projeto Detalhado /| Projeto_Detalhado docx 12/07/2019 | Andressa Femanda | Aceito
chura 11:01:49 |Paza Miguel
Declaracao de Declaracao_material_biologico_HU. 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
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Manuseio Material | pdf 18:1856 |Paza Miguel Aceiio
Biolégico /
Biorepositério /

iobanco

laragao de Decl _da_Insitituicao_Hu.docx 28/06/2019 |Andressa Fernanda | Aceilo
Instituigao e 18:18:38 | Paza Miguel
Declaragéo de Declaracao_da_Intituicac_GEPON pdl | 28/06/2019 | Andressa Fernanda | Acefio
Instituigao e 18:16:17 |Paza Miguel

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Néo

FLORIANOPOLIS, 07 de Agosto de 2019

Assinado por:
Maria Luiza Bazzo
(Coordenador(a))
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