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RESUMO

O cancer de boca ¢ definido como o conjunto de neoplasias malignas que acometem os labios, a
cavidade oral e a orofaringe e destaca-se pelas suas altas taxas de incidéncia e mortalidade.
Embora o diagndstico do cancer de boca seja realizado pela analise morfoldgica, a investigagao
fenotipica desses tumores pode fornecer dados progndsticos valiosos. Todavia, a imuno-
histoquimica como ferramenta adicional apresenta diversas limitacdes técnicas. Nesse sentido,
acredita-se que a utilizagdo da analise multiparamétrica por citometria de fluxo pode oferecer
excelentes possibilidades para a avaliagdo de marcadores de prognostico do cancer de boca.
Assim, o objetivo deste trabalho foi validar a imunofenotipagem por citometria de fluxo, como
metodologia complementar para a avaliagdo de marcadores de prognostico de tumores solidos
de origem epitelial de boca. Precedendo a padronizagao da citometria de fluxo, constatou-se a
necessidade de se conhecer o perfil epidemioldgico da populacdo atendida no Hospital
Universitario (HU/UFSC/EBSERH). No periodo de 2013 a 2018 foram diagnosticadas na
Unidade de Laboratorio de Anatomia Patologica do HU/UFSC/EBSERH 332 neoplasias de boca,
dessas, 87,65% foram carcinomas de células escamosas. As regides anatomicas mais acometidas
foram os labios, seguidos pela lingua, amigdala e base de lingua. A maioria dos tumores labiais
foi diagnosticada em estadios iniciais (I e II), e aproximadamente metade dos tumores de
cavidade oral e orofaringe foram diagnosticados em estadios tardios (III e IV), que geralmente
estdo associados a um mau prognoéstico. Considerando a prevaléncia e a gravidade do cancer de
boca na populagdo estudada, considerou-se relevante a validagao de uma nova metodologia para
avaliacdo desses tumores. Para isso, 40 amostras de bidpsia orais com suspeita de cancer de boca
foram desagregadas para obteng¢do de uma suspensao celular e marcadas com os anticorpos pan-
citoqueratina, anti-p53, anti-pl16. Os resultados obtidos foram comparados com a imuno-
histoquimica (padrdo-ouro). Adicionalmente, foram avaliados o perfil inflamatorio das amostras
de boca e sua correlagdo com caracteristicas clinicas e patoldgicas. A comparag¢do entre os
métodos para avaliagio do pl6 gerou valores de 81,8% de sensibilidade, 54,5% de
especificidade, 64,3% de valor preditivo positivo (VPP) e 75% de valor preditivo negativo
(VPN). A concordancia entre os testes foi considerada “razoavel” (kappa = 0,364). A avaliacao
de p53 gerou valores de 100% de sensibilidade, 33,3% de especificidade, 90,5% de VPP e 100
% de VPN. A concordancia entre os testes foi considerada “moderada” (kappa = 0,463). A analise
do marcador de proliferacdo celular Ki-67 por citometria de fluxo mostrou-se equivalente a
imuno-histoquimica, com a vantagem de ndo apresentar viés observacional. A analise dos
infiltrados imunes intratumorais mostrou-se plenamente factivel com o auxilio da citometria de
fluxo. Foram observadas correlacdes entre a presenca de macrofagos, linfocitos B e linfocitos T
CD4 e o grau de diferenciagdo dos tumores. Os resultados deste estudo mostram que a citometria
de fluxo ¢ capaz de detectar marcadores prognosticos de cancer de boca, € a sua utilizacdo em
conjunto com a analise morfoldgica e imuno-histoquimica pode fornecer dados importantes tanto
no estudo clinico de tumores sélidos, como na avaliagcao progndstica de pacientes com cancer de
boca.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Citometria de fluxo. Imuno-histoquimica. Progndstico.
Biomarcadores.



ABSTRACT

Oral cancer is defined as a group of neoplasms that affect the lips, oral cavity and oropharynx
and stands out due to its high incidence and mortality rates. Although the diagnosis of oral cancer
is well established by morphological analysis, the phenotypic investigation of these tumors can
provide valuable prognostic data. However, immunohistochemistry as an additional tool has
several technical limitations, in this sense it is believed that the use of multiparametric analysis
by flow cytometry can offer excellent possibilities for the prognostic markers assessment of oral
cancer. Thus, the objective of this study was to validate flow cytometry immunophenotyping as
a complementary methodology for the evaluation of prognostic markers of solid tumors of oral
epithelial origin. Preceding the standardization of flow cytometry it was necessary to determine
the epidemiological profile of the population attended at the University Hospital
(HU/UFSC/EBSERH). From 2013 to 2018, 332 oral neoplasms were diagnosed at the
Pathological Anatomy Laboratory Unit of the HU/UFSC/EBSERH, of which 87.65% were
squamous cell carcinomas. The anatomical regions most affected were the lips, followed by the
tongue, tonsils and base of tongue. Most labial tumors were diagnosed at early stages (I and 1),
and approximately half of oral cavity and oropharyngeal tumors were diagnosed at late stages
(ITI and 1V), which are generally associated with a poor prognosis. Considering the prevalence
and severity of oral cancer in the studied population, the validation of a new methodology for
evaluating these tumors was considered relevant. For this, 40 oral biopsy samples with suspected
oral cancer were disaggregated to obtain a cell suspension and labeled with pan-cytokeratin, anti-
pS3, anti-p16 antibodies. The results obtained were compared with immunohistochemistry (gold
standard). Additionally, we evaluated the inflammatory profile of the oral samples and its
correlation with clinical and pathological characteristics. The method’s comparison for pl16
assessment yielded values of 81.8% sensitivity, 54.5% specificity, 64.3% positive predictive
value (PPV) and 75% negative predictive value (NPV). Agreement test was considered
“reasonable” (kappa = 0.364). The p53 analysis yielded values of 100% sensitivity, 33.3%
specificity, 90.5% PPV and 100% NPV. Agreement test was considered “moderate” (kappa =
0.463). The analysis of the proliferation marker Ki-67 by flow cytometry proved to be equivalent
to immunohistochemistry with the advantage of being free from observational bias. The analysis
of intratumoral immune infiltrates proved to be feasible using flow cytometry. Correlations were
observed between macrophages, B lymphocytes and CD4 T Ilymphocytes and tumor
differentiation grade. These results show that flow cytometry is capable of detecting oral cancer
prognostic markers, and its use in association with morphological and immunohistochemical
analysis can provide important data both in the clinical study of solid tumors and in the prognostic
evaluation of patients with oral cancer.

Keywords: Mouth neoplasms. Flow cytometry. Immunohistochemistry. Prognosis. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Os canceres de boca e de orofaringe constituem um grave problema de saude em varios
paises, pois além de causarem uma alta taxa de mortalidade, também sao responsaveis pela
perda de funcgdo fisiolégica e extensa desfiguracdo, que podem causar complicagdes
psicolégicas e socioecondmicas para os acometidos (JITENDER et al., 2016). Estima-se que
em 2020 ocorreram, mundialmente, 476.125 novos casos de cancer de boca e orofaringe e
225.900 mortes (SUNG et al., 2021).

No Brasil, os canceres de boca e de orofaringe juntos representam o 5° tumor mais
frequente em homens e o 13° em mulheres, e estima-se a ocorréncia anual de 11.180 novos
casos em homens e 4.100 em mulheres, para o triénio 2020-2022 (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019b). No ano de 2019, o canceres de
boca e de orofaringe foram responsaveis por 6.605 obitos, com uma taxa de mortalidade
ajustada por idade de 2,87 obitos por 100.000 habitantes (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019a).

O carcinoma de células escamosas (CEC) € o cancer mais comum da cabega e pescoco,
e representa de 90 a 95% dos tumores que afetam a boca. Sua patogénese esta associada
principalmente ao uso de tabaco e alcool, exposi¢do a radiagdo solar, além da infec¢do pelo
Papilomavirus Humano (HPV) (BOSE; BROCKTON; DORT, 2013; RIVERA; VENEGAS,
2014).

A sobrevida dos pacientes com CEC de boca e de orofaringe aumentou nas ltimas
décadas, mas as taxas continuam em 50-60% de sobrevida em cinco anos, principalmente em
razdo do diagnostico e tratamento tardio das lesdes. O prognostico para pacientes tratados
precocemente ¢ muito melhor, com taxas de sobrevida em cinco anos de até¢ 80%
(HOWLADER et al., 2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016; VAN DIJK et al., 2016;
WARNAKULASURIYA, 2009b). Além disso, a qualidade de vida dos pacientes tratados
precocemente também ¢ melhor, pois a cura pode ser alcancada com um tratamento menos
complexo e menos agressivo do que o necessario para lesdes avangadas (EPSTEIN; ZHANG;
ROSIN, 2002; TIRELLI et al., 2018).

O CEC de boca ¢ frequentemente precedido pela presenca de alteragdes pré-malignas
assintomaticas, porém, clinicamente identificdveis na mucosa oral (NEVILLE; DAY, 2002). A
detecg¢do precoce e o diagnodstico dessas lesdes potencialmente malignas pode ser um fator
decisivo na reducdo da mortalidade, morbidade ¢ custo do tratamento associado ao CEC

(EPSTEIN; ZHANG; ROSIN, 2002).
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O padrao-ouro para o diagnostico de lesdes potencialmente malignas e carcinoma ¢ o
exame oral, seguido da bidpsia do tecido suspeito e do exame histopatologico (CARRERAS-
TORRAS; GAY-ESCODA, 2015). A investigacao de biomarcadores tornou-se relevante apos
ser demonstrado em diversos estudos celulares e moleculares seus resultados promissores no
diagnostico precoce, progndstico e monitoramento do cancer de boca e de orofaringe. Os
biomarcadores mais informativos e preditivos relacionados ao desenvolvimento do cancer oral
até o momento sdo as proteinas p53, pl6 e Ki-67 (SANTOSH; JONES; HARVEY, 2016;
SOLOMON et al., 2016; ULAGANATHAN et al., 2017).

A imuno-histoquimica (IHQ) ¢ a principal técnica utilizada para a investigagao desses
biomarcadores. Entretanto, existem algumas limitacdes na utilizagdo da mesma, como a
incapacidade em analisar a totalidade das células da amostra coletada; bem como a dificuldade
em obter marcacdes para diversos antigenos no mesmo corte de tecido; além da morosidade da
metodologia, que pode inviabilizar a liberacdo rapida do laudo (DABBS, 2013; SOUZA, 2017).

Diante das limita¢des da IHQ e da importancia da detecgdo precoce do cancer de boca
e orofaringe, observa-se a clara necessidade da implementacdo de metodologias capazes de
auxiliar as técnicas de diagndstico ja utilizadas, possibilitando a deteccdo rdpida e segura das
células tumorais. Nesse ambito, nos tltimos anos vem crescendo o interesse na utilizagdo da
analise imunofenotipica por citometria de fluxo para avaliacdo de tumores solidos (CHANG;
HEDLEY, 2012; O'DONNELL; ERNST; HINGORANI, 2013).

O principio da citometria de fluxo baseia-se na marcacdo de antigenos em células
isoladas e suspensas em meio liquido, por meio de marcadores conjugados fluorescentes, os
quais possibilitam uma anélise multiparamétrica simultanea das células observadas e permitem
a separagao de populagdes celulares dependendo do padrio de expressdo encontrado nas
mesmas (PEDREIRA et al., 2013). Entre as vantagens da citometria de fluxo, esta a agilidade
da analise das amostras, o que permite a liberagdo dos resultados em horas; a possibilidade de
analise simultanea de diversos marcadores; € a analise quantitativa das cé€lulas, por meio de
esferas (em inglés, beads) padronizadas com uma quantidade conhecida de fluorescéncia
(MCKINNON, 2018; YOUNG et al., 2016).

Nesse contexto, acredita-se que a utilizacdo da citometria de fluxo em conjunto com a
morfologia e IHQ possam sobrepor as limitagcdes individuais de cada uma das metodologias e
proporcionar resultados fidedignos de forma mais rapida e eficiente, resultando em diagndsticos

mais precoces e melhor acompanhamento do paciente com canceres de boca e de orofaringe.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CANCER DE BOCA

O cancer de boca ou cancer oral, pode ser definido como o conjunto de neoplasias
malignas que acometem os labios, a cavidade oral e a orofaringe (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019b; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). No entanto, apesar da orofaringe ser muitas vezes incluida na
definicdo de cancer de boca, o alto nimero de casos de carcinoma de orofaringe associados ao
HPV, levou a sua classificagio como uma entidade separada (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017b). Neste trabalho, utilizou-se a defini¢do de cancer de boca para os
tumores que acometem a boca e a orofaringe.

Anatomicamente, a cavidade oral estende-se desde a borda vermelha dos 1abios até as
papilas circunvaladas da lingua inferiormente e a jun¢do do palato duro e mole superiormente,
e ¢ dividida em vérios subsitios anatomicos (Figura 1) (LI; AGRAWAL; FAKHRY, 2015). A
orofaringe localiza-se posteriormente a cavidade oral e estende-se desde o palato mole até o
osso hiodide, e inclui o ter¢o posterior da lingua (também denominado de base da lingua), o

palato mole, as tonsilas palatinas e a parede posterior da faringe (FOSSUM et al., 2017).

Figura 1 - Anatomia da boca
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Fonte: Adaptado de PDQ® Screening and Prevention Editorial Board (2019).
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A cavidade oral ¢ revestida por um epitélio escamoso estratificado. A mucosa oral
pode ser classificada em trés tipos, de acordo com sua funcdo fisioldgica: mucosa de
revestimento, mucosa mastigatoria e mucosa especializada (Figura 2). A mucosa mastigatéria
recobre as areas sujeitas a friccado durante a mastigacao dos alimentos, como o palato duro ¢ a
gengiva. Nessas areas, o epitélio ¢ espesso e queratinizado. A mucosa de revestimento recobre
as paredes da cavidade oral (mucosa jugal, mucosa alveolar e por¢do interna dos labios), o
ventre da lingua, o assoalho da boca e o palato mole. O epitélio ndo € queratinizado, pois deve
ser flexivel e capaz de suportar o estiramento das regides sujeitas a movimentagao. A mucosa
do dorso da lingua oral ¢ classificada como mucosa especializada, pois, além da sua fungao
mecanica, ela também possui fungdo sensorial. O epitélio € principalmente queratinizado, pois
a lingua ¢ recoberta por numerosas papilas queratinizadas, embora as regides entre as papilas

ndo sejam queratinizadas (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2017).

Figura 2 - Tipos de mucosa bucal
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Mais de 90% dos canceres de boca sdo carcinomas de células escamosas, também
denominado de carcinoma espinocelular ou carcinoma epidermdide. Esse fato poderia sugerir
uma doengca relativamente homogénea. No entanto, o CEC de boca ¢ notavelmente heterogéneo,
e inclui varias subclassificacdes em relagdo a localizagdo anatomica, etiologia e achados
moleculares (KLUSSMANN, 2017). De acordo com as caracteristicas histoldgicas, como: grau
de queratinizagdo, diferenciagdo celular e outras caracteristicas morfologicas, sdo reconhecidas
pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) as seguintes variantes do CEC de boca: carcinoma
basaldide, adenoescamoso, cuniculatum, verrucoso, papilifero, acantolitico, linfoepitelial e de
células fusiformes. Entretanto essas variantes sdo raramente encontradas, com exce¢do do
carcinoma verrucoso, que ¢ comum na Asia entre mascadores de tabaco e fumantes de beedi,
um tipo de cigarro indiano (WARNAKULASURIYA; MAEDA; GREENSPAN, 2020;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017a).

Além do CEC, outras neoplasias malignas também podem se desenvolver a partir do
epitélio, tecido conjuntivo, glandulas salivares menores, tecido linfoide, melanocitos ou ainda
metastase de um tumor distante (principalmente mama, pulmao e rim). Dentre os canceres de
células ndo escamosas, o carcinoma mucoepidermoide ¢ o tipo mais comum, seguido pelo
adenocarcinoma e carcinoma adenoide cistico (HIRSHBERG et al., 2008; MONTERO;
PATEL, 2015; PARISE JUNIOR, 2000).

2.2 APRESENTACAO CLINICA DO CEC DE BOCA

O CEC de boca em estadios precoces ¢ frequentemente assintomatico, € o seu
diagnodstico depende exclusivamente do reconhecimento de lesdes malignas e pré-malignas
(FARAH et al., 2017).

Uma variedade de lesGes tem sido associada ao desenvolvimento do CEC, entre as
mais comuns, estdo a leucoplasia e a eritroplasia, que se apresentam como placas brancas e
vermelhas, respectivamente. A transformacao maligna dessas lesdes ocorre ao longo dos anos,
durante os quais a lesdo pode ser acompanhada e tratada, o que preveniria o desenvolvimento
do cancer de boca (WARNAKULASURIYA, 2020). A OMS define o termo como “desordem
potencialmente maligna”, pois essas lesdes t€ém um potencial aumentado de transformacdo
maligna, mas nem todas se transformam em cancer (WARNAKULASURIYA et al., 2020;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017a).

Clinicamente, o CEC pode se manifestar na forma de um no6dulo endurecido ou tlcera

que nao cicatriza, de coloragdo branca ou eritematosa, que persiste por mais de 3 semanas. Com
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a invasao local do cancer podem surgir dor, sangramentos, aumento da motilidade dos dentes,
dificuldade para usar dentaduras, disfagia, disartria, odinofagia, otite, trismo, perda de peso e
desenvolvimento de massa cervical (HUBER; TANTIWONGKOSI, 2014; NEVILLE; DAY,
2002).

O cancer de labio ¢ frequentemente precedido pela queilite actinica, uma desordem
potencialmente maligna, caracterizada por secura do labio, fissuras, atrofia e dreas eritematosas
e/ou leucoplésicas. A manifestacao clinica do carcinoma epidermoéide de labio inclui a presenca
de ulceras e crostas, que, em estadios avancados, podem se tornar dolorosas e exsudativas

(SILVA et al., 2020).

2.3 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO CANCER DE BOCA

A etiologia do cancer de boca ¢ multifatorial. Os principais fatores de risco associados
ao desenvolvimento do cancer de boca sdo o uso de tabaco (em suas varias formas) € o consumo
de bebidas alcoolicas. No entanto, muitos pacientes sdo diagnosticados com cancer de boca,
apesar de se absterem de ambas as substancias. Nesses casos, fatores como a infec¢ao pelo
HPV, o habito de mascar bétel/noz de areca, exposi¢do a radiagdo solar, imunossupressao ou

suscetibilidade genética podem desempenhar o papel causal (KUMAR et al., 2016).

2.3.1 Tabaco

O consumo de tabaco continua a prevalecer como o mais importante fator de risco para
o cancer, e as doencas neoplasicas causadas pelo fumo incluem canceres de pulmao, cavidade
oral, faringe, laringe, esdfago, bexiga, rim, pélvis e pancreas (KUMAR et al., 2016).

Foi demonstrado em diversos estudos que o uso do tabaco, em suas varias formas
(cigarros, cachimbos, tabaco sem fumaca, narguilé) eleva o risco de desenvolver cancer de boca
(SINGH; CHATURVEDI, 2018). Estudos epidemiologicos mostram que o risco de
desenvolver cancer de boca ¢ de cinco a nove vezes maior para fumantes do que para nao
fumantes, e esse risco pode aumentar até 17 vezes para individuos que fumam 80 ou mais
cigarros por dia (NEVILLE; DAY, 2002). O uso de tabaco sem fumaga eleva de quatro a oito
vezes o risco para desenvolvimento de cancer de boca (ASTHANA; VOHRA; LABANI, 2019).

O narguilé, também conhecido como cachimbo d'dgua, shisha ou hookah, ¢ uma
forma de consumo de tabaco que ¢ utilizada tradicionalmente nas regides asitica e oriental do

Mediterraneo, mas que se tornou muito popular, na década de 90, em diversos paises ocidentais,
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principalmente entre os jovens. A fumaca produzida pelo narguilé contém véarios agentes
cancerigenos e toxicos e pesquisas indicam que os efeitos nocivos do narguilé sao semelhantes
aos dos cigarros, com um aumento de quatro vezes no risco para o desenvolvimento do cancer
de boca (PATIL et al., 2019).

Em 2003, foi inventado o cigarro eletronico, um dispositivo que gera um aerossol
inalavel aquecendo uma solugdo que contém glicerina e/ou propilenoglicol e varios sabores
artificiais (com ou sem nicotina). Esse dispositivo foi introduzido como uma alternativa mais
benigna para o uso de cigarros. No entanto, recentemente foi demonstrado que o mesmo pode
levar a danos ao DNA in vitro e possivelmente a um maior risco para o desenvolvimento do
cancer de boca (FLACH; MANIAM; MANICKAVASAGAM, 2019).

Os carcindgenos mais importantes gerados pelo uso do tabaco sdo os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e as nitrosaminas especificas do tabaco. Muitos desses compostos sao
capazes de causar transformagdes celulares apenas apds a sua metabolizacdo e ativacdo por
enzimas metabolizadoras de xenobidticos (EMX), como o citocromo p450, localizadas
principalmente no figado e na mucosa do trato aerodigestivo superior. Essas nitrosaminas e
seus metabolitos se ligam covalentemente ao DNA de células-tronco de queratinécitos, levando
a mutagoes criticas de genes envolvidos na replicacdo do DNA. O dano genético consequente
afeta diversos cromossomos e genes, € 0 acumulo dessas alteragdes levam a transformacgao
maligna (KUMAR et al., 2016; NAGARAIJ et al., 2006, SCULLY; FIELD; TANZAWA,
2000).

2.3.2 Alcool

O consumo de 4lcool foi identificado como um fator de risco importante para canceres
do trato aerodigestivo superior, em particular, tumores da cavidade oral, faringe, laringe,
esofago e figado. O papel do alcool como um fator independente na carcinogénese oral ainda
nao esta claro, entretanto, em estudos controlados para o tabagismo, consumidores moderados
a excessivos demonstraram ter um risco trés a nove vezes maior de desenvolver cancer de boca,
e quando associado ao tabaco esse risco ¢ 30 vezes maior (CARRERAS-TORRAS; GAY-
ESCODA, 2015; KUMAR et al., 2016; NEVILLE; DAY, 2002). Em paises desenvolvidos,
aproximadamente 75% dos canceres de labio, cavidade oral e faringe sdo atribuiveis ao
tabagismo e ao consumo de alcool (SHIELD et al., 2017).

O metabolismo do etanol pela enzima alcool desidrogenase produz acetaldeido, em

uma primeira etapa, que € citotoxico e resulta na producao de radicais livres e hidroxilacdo de
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bases de DNA (SCULLY; FIELD; TANZAWA, 2000). O consumo de alcool também
potencializa acentuadamente os efeitos carcinogénicos do tabaco. J4 foi demonstrado que o
alcool pode causar atrofia do epitélio oral, levando a um aumento da permeabilidade da mucosa
oral e maior penetragdo de carcinogenos (WIGHT; OGDEN, 1998). Além disso, o alcool induz
o citocromo p450 2EI1, uma das principais EMX envolvidas no metabolismo e ativacdo de

nitrosaminas associadas ao tabaco (MESKAR et al., 2001).

2.3.3 Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus Humanos (HPVs) sdo os virus mais frequentemente implicados na
carcinogénese oral. Sao pequenos virus de DNA, ndo envelopados, icosaédricos, que mostram
um tropismo para o epitélio escamoso (MOODY; LAIMINS, 2010).

O genoma do HPV tem aproximadamente 8000 pares de bases de comprimento e
possui oito regides codificadoras de proteinas, conhecidas como open reading frames (ORF),
que permitem a replicacdo do genoma viral e a montagem de particulas virais; e uma regido nao
codificadora, referida como long control region (LCR), necessaria para a replicacdo normal do
virus e o controle da expressao génica (Figura 3). As ORF sdo organizadas em regido early (E),
composta pelos genes E1, E2, E4, ES, E6, E7, e regido late (L), composta pelos genes L1 e L2.
Os produtos virais E1 e E2 medeiam diretamente a replicagdo do genoma viral, enquanto que
E4 e ES sao proteinas acessorias que coordenam a amplificagdo do genoma viral; ja E6 e E7
sdo as principais oncoproteinas virais, as quais bloqueiam a divisdo normal da célula
hospedeira, como sera discutido adiante. Os genes tardios L1 e L2 codificam proteinas do
capsideo viral necessarias para os estagios finais da montagem do virion e medeiam a entrada

viral em futuras células hospedeiras (FARAJI et al., 2017; SANO; ORIDATE, 2016).



24

Figura 3 - Organizagao do genoma do Papilomavirus Humano e funcao dos produtos génicos
virais.
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Fonte: Adaptado de Sano e Oridate (2016).
Nota: O genoma do HPV ¢ dividido em uma regido ndo codificadora, denominada Long Control Region (LCR);
e oito regides codificadoras de proteinas, organizadas em regido early, que codifica os produtos virais E1-E7 e a
regido late, que codifica os produtos virais L1 e L2.

Atualmente, mais de 150 gen6tipos de HPVs sdo descritos com base na sequéncia do
genoma viral, e podem ser classificados, segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de
lesdes neoplésicas, em HPV de alto e de baixo risco (BOUVARD et al, 2009; SANO;
ORIDATE, 2016).

O papel do HPV no CEC de boca tem sido estudado desde a década de 1980, e pelo
menos 10 tipos de HPV de alto risco (HPV16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 56, 58 ¢ 59) ja foram
1solados de tumores de cabeca e pescogo. E assim como no cancer cervical, o HPV16 representa
a principal causa viral do cancer de boca, seguido pelos tipos 18 e 33 (FARAIJI et al., 2017;
LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011; YETE; D'SOUZA; SARANATH, 2018).

Entre os canceres de boca, os tumores de orofaringe, especificamente os de tonsila e
base da lingua, mostram maior associagao com a infec¢ao por HPV. Um aumento acentuado na
incidéncia do cancer de orofaringe atribuiveis a0 HPV tem sido observado nos ultimos anos,
provavelmente como resultado de mudangas no comportamento sexual, pois o HPV ¢
transmitido sexualmente, e comportamentos sexuais como a pratica de sexo oral e ter multiplos

parceiros estao relacionados a uma maior exposicao oral ao HPV. Estima-se, atualmente, que
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aproximadamente 70% dos CEC de orofaringe sejam causados por infeccdo pelo HPV
(DRAKE et al., 2021; RETTIG; D’SOUZA, 2015; SANO; ORIDATE, 2016; VAN DYNE et
al., 2018).

2.3.4 Fatores genéticos

Embora a maioria dos casos de CEC de boca seja induzida por carcindégenos ou
infec¢des virais, uma pequena fracdo dos casos ¢ de natureza genética. Varias sindromes
causadas por defeitos genéticos hereditarios tém sido associadas ao desenvolvimento do cancer
de boca (CONWAY; PURKAYASTHA; CHESTNUTT, 2018; RIAZ et al., 2014). A mais
caracterizada ¢ a anemia de Fanconi, um disturbio genético autossomico recessivo raro dos
genes de reparo do DNA, que leva a defeitos reparo das ligagdes cruzadas do DNA. A anemia
de Fanconi estd associada a malformagdes esqueléticas congénitas, a insuficiéncia da medula
0ssea € a um maior risco de desenvolver leucemias e tumores solidos, incluindo o cancer de
cabeca e pescogo, sendo o carcinoma de células escamosas oral o tipo mais comum (DEL
CORSO et al., 2016; WARNAKULASURIYA et al., 2020).

Algumas variantes genéticas de enzimas associadas ao metabolismo do alcool, de vias
de reparo do DNA e de genes envolvidos no metabolismo da nicotina também ja foram
associadas a um maior risco de cancer de boca. Acredita-se que os polimorfismos genéticos nas
EMX influenciam fortemente as respostas bioldgicas do individuo a carcindgenos. Assim,
certos genotipos de EMX podem aumentar a suscetibilidade individual aos efeitos do tabaco e
alcool, por meio do metabolismo carcinogénico erroneo, o que leva ao aumento da exposi¢ao
ao carcindgeno e maior predisposicao ao cancer de boca (KUMAR et al., 2016; SCULLY;
BAGAN, 2009; WALKER; BOEY; MCDONALD, 2003).

2.3.5 Radiacao ultravioleta (UV) e cancer de labio

Devido a sua localizagdo anatomica, o cancer de ldbio compartilha algumas
caracteristicas com os tumores de pele. O cancer de labio acomete principalmente pessoas
idosas, do sexo masculino e caucasianos, particularmente em locais de clima quente. O principal
fator de risco para o desenvolvimento de tumores labiais € a exposi¢ao cronica a radiacao UV
do sol, portanto, ¢ particularmente comum em pessoas que sao expostas de forma prolongada
ou repetida a luz solar, como pescadores, fazendeiros e praticantes de windsurf (NEVILLE;

DAY, 2002; SCULLY; BAGAN, 2009; SHIELD et al., 2017).
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A radiagdo UV leva a transformacao maligna dos queratindcitos pela agdo dos raios
UVA e UVB. Os raios UVB induzem liga¢des covalentes aberrantes entre as bases nucléicas,
gerando produtos mutagénicos. Enquanto os raios UVA levam a formagao de espécies reativas

de oxigénio, que causam indiretamente danos aos acidos nucléicos (FARAH et al., 2017).

2.4 CARCINOGENESE

Em geral, os canceres emergem do acumulo de alteragdes genéticas e anomalias
epigenéticas que permitem que as células cancerosas sobrevivam, proliferem e se disseminem
para outras partes do corpo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A célula de origem do CEC ¢
0 queratinocito oral, que apds uma série de mudancgas genéticas, as quais podem ser espontaneas
ou induzidas por agentes mutagénicos, adquire um fendtipo maligno, caracterizado pela
capacidade de proliferar de forma descontrolada, o que pode resultar em cancer. A maioria dos
agentes mutagénicos da cavidade oral sdo agentes quimicos (tabaco e alcool), fisicos (radiagao)
e infecciosos (HPV) que podem causar mutagdes pontuais, delecdes, inser¢des e rearranjos nos
genes (ACHA et al., 2005; SCULLY; BAGAN, 2009).

Em 2015, o Atlas do Genoma do Cancer publicou dados gendmicos de 279 canceres
de cabeca e pescogo (CECCP), incluindo os tumores HPV-positivos ¢ HPV-negativos, e
demonstrou uma heterogeneidade acentuada de anormalidades moleculares presentes no
CECCP, com mutagdes associadas principalmente a genes supressores tumorais no controle do
ciclo celular, proliferacdo e sobrevivéncia celular e sinalizagdo WNT-f-catenina (CANCER
GENOME ATLAS NETWORK, 2015; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).
Talvez a descoberta mais notavel tenha sido a identificagdo de perfis moleculares, vias de
carcinogénese e prognodstico distintos entre os carcinomas HPV-positivos e HPV-negativos

(MORRIS; TRAYNOR; HARARI, 2016).

2.4.1 Carcinogénese dos tumores HPV-negativos

O CEC de boca progride desde alteragdes pré-malignas até a doenga invasiva.
Acredita-se que a evolucao e a progressao desse cancer resultam de multiplas alteracdes
graduais das vias celulares e moleculares (HADDAD; SHIN, 2008). Na década de 1990, foi
demonstrado que o numero de alteragdes genéticas presente nessas lesdes pré-malignas se
correlaciona com a gravidade das alteragdes displésicas (Figura 4). As alteracdes genéticas

precoces e mais frequentes na carcinogénese oral sdo as perdas de heterozigose nos bragos
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curtos dos cromossomos 3p, 9p e 17p, enquanto as alteragdes nos cromossomos 11q, 4q e 8p,
dentre outros, foram identificadas em estagios tardios da progressdo tumoral (LEEMANS;

SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).

Figura 4 - Modelo de instabilidade genética e progressao no cancer de boca
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Fonte: Adaptado de Haddad e Shin (2008).

Nota: O cancer de boca se instala de forma progressiva, as alteragdes genéticas se iniciam nas células normais e
evoluem até carcinoma invasivo e metéstase. Diversas alteragdes genéticas foram identificadas em cada um
desses estagios patologicos, incluindo a perda de heterozigosidade (LOH, do inglés loss of heterozygosity) de
certos cromossomos (3p14, 9p21, 17p13, 8p, 11q, 13q, 14q, 6p, 4927 ¢ 10q23) ¢ amplificagdo, delecdo ou ainda
alteragdes na regulagdo de certos oncogenes ou genes supressores de tumor, como o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), p53, Rb, p65, ciclooxigenase 2 (COX-2), p16, ciclina D1 e o homologo de
fosfatase e tensina (PTEN).

Uma das principais fungdes celulares frequentemente alterada nas células cancerigenas
para superar a senescéncia € obter um potencial replicativo ilimitado € a regulagdo do ciclo
celular (LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011).

O gene supressor de tumores CDKN2A (localizado no cromossomo 9p21) codifica a
proteina p16™*% um inibidor de quinases dependentes de ciclinas (CDK), e é um dos genes

frequentemente mutado no CEC de boca. A perda de p16™K4

, combinada com a amplificagao
da ciclina D1 em 11q13 (CCNDI1), também observada no CEC de boca, contribui para a
replicagdo de DNA descontrolada (Figura 5). Normalmente, essa replicacio de DNA
descontrolada leva a danos no DNA e ativagdo da p53, a qual atua como um supressor de tumor
e induz a parada do ciclo celular, e, dessa forma, permite que a célula realize o reparo do DNA
ou, se o dano estiver além do reparo, induz a apoptose. Entretanto, o gene TP53 (localizado no
cromossomo 17p13) também ¢ frequentemente inativado nos tumores de boca e, em conjunto

com alteracdes genéticas de CCND1 e CDKN2A, causam a imortalizagdo celular (GUO;
CALIFANO, 2015; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).
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Figura 5 - Regulacdo do ciclo celular no CEC de boca.

Mitogenos

Fonte: Adaptado de Leemans, Snijders e Brakenhoff (2018).

Nota: O ciclo celular possui dois checkpoints (indicados pelas barras vermelhas) que séo regulados por
complexos de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDK). O primeiro checkpoint, na fase G1-S, é
regulado pelo fator de transcricdo E2F e pela proteina do retinoblastoma (RB ou pRb), e o segundo checkpoint,
em G2-M, ¢ regulado pelo complexo ciclina B-CDK1. A atividade dos complexos ciclina-CDK ¢ regulada por
inibidores, tais como p16™K4A ou p53/p21. Os genes que codificam p16™4A e p53 sdo geralmente inativados no
CEC de boca (indicados pelas cores sombreadas), enquanto a expressdo da ciclina D1 é amplificada nesses
tumores. Dessa forma, o checkpoint em G1-S ¢é geralmente ignorado, ¢ leva a entrada ndo programada na fase S,
e na auséncia de p53 ativa, ndo ocorre a parada do ciclo celular na fase G2-M para permitir o reparo do DNA,
que, em conjunto com outras alteragdes génicas, leva a replicag@o celular descontrolada e tumorigénese.

Além dessas proteinas que atuam no proprio ciclo celular, genes de varios receptores
de fatores de crescimento podem desempenhar um papel no desenvolvimento do cancer de boca
(LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018). O receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) € parte da familia de receptores de tirosina quinases HER/erbB, e um dos
alvos primarios de alteragcdes no cancer de boca. Quando ativado pela ligacdao ao seu fator de
crescimento, 0 EGFR forma um dimero e leva a ativacado de diversas cascatas de sinalizagao,
que incluem as vias RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/mTOR e JAK/STAT, as quais sdo
importantes reguladores da proliferacao, invasao, angiogénese e metastase (Figura 6). O EGFR

¢ um oncogene bem descrito no cancer de boca, e sua superexpressao ¢ observada em cerca de
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90% dos tumores, ¢ ja foi correlacionada com aumento da recidiva local e pior sobrevida global
(GUO; CALIFANO, 2015; RIAZ et al., 2014).

A via PI3K ¢ uma das vias de sinalizagao mais comumente ativadas no cancer e pode
ser ativada de trés formas no cancer de boca, como seguem: pelos receptores tirosina quinase,
como o EGFR; pelas mutagdes, aproximadamente 20% dos tumores tém mutagdes na
subunidade catalitica de PI3K (codificada pelo gene PIK3CA); e pela perda do seu regulador
negativo PTEN. A ativacao de PI3K leva a subsequente ativagao da AKT (Figura 6), um dos
principais efetores da sinalizacdo PI3K, que desempenha importantes papéis reguladores nos
processos celulares, incluindo sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagao celular (BOSE;

BROCKTON; DORT, 2013; RIAZ et al., 2014).

Figura 6 - Principais vias moleculares do fator de crescimento epidérmico afetadas no CEC de
boca.
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Fonte: Adaptado de Suh et al. (2014).
Nota: Quando um ligante extracelular se liga ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), ocorre a
sua dimerizagdo, que desencadeia uma cascata de fosforilagdo que vai ativar a sinaliza¢ao das vias RAS/ERK,
PI3K/AKT e JAK/STAT. Marcado em vermelho estdo as possiveis muta¢des que ocorrem no CEC de boca. A
ativagdo aberrante dessas vias favorece a tumorigénese, pois promovem a sobrevivéncia, a proliferagdo e a
motilidade das células neoplasicas.

Outra via que esta envolvida na carcinogénese oral, ¢ a via de sinalizagdo Wnt/f-
catenina, que ¢ fundamental no controle da proliferagdo celular, sobrevivéncia celular,

diferenciagdo e orientacdo da via celular. Varios componentes da via Wnt, como ligantes e
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inibidores de Wnt, receptores de membrana e mediadores intracelulares sdo frequentemente
alterados em neoplasias humanas por meio de alteragdes genéticas ou epigenéticas, o que leva
a desregulagao da sinalizagio Wnt e ao aumento da atividade nuclear da B-catenina e
subsequente transcricao de genes alvo, tais como ciclina DI, c-Myc, metaloproteinases de
matriz 1 e 7, fator de crescimento endotelial, entre outros, os quais atuam direta ou
indiretamente na carcinogénese e progressao tumoral (ALAMOUD; KUKURUZINSKA, 2018;
AMINUDDIN; NG, 2016; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018; SHIAH; SHIEH;
CHANG, 2016).

Em decorréncia dos recentes estudos moleculares, foram descobertas dezenas de genes
que podem estar relacionados a carcinogénese oral. Dependendo da ferramenta de analise
aplicada, sdo indicados entre 50 e 100 genes substancialmente mutados nos canceres de cabeca
e pescogo, incluindo os tumores de boca. No entanto, muitas dessas mutagdes aparecem com
frequéncias muito baixas e ainda ndo estdo funcionalmente ligados a carcinogénese (CANCER

GENOME ATLAS NETWORK, 2015; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).

2.4.2 Carcinogénese dos tumores HPV-positivos

O HPV infecta queratindcitos progenitores localizados na camada basal de epitélios
escamosos estratificados e, para tanto, necessita acesso a membrana basal epitelial. A exposi¢ao
continua da cavidade oral a varios agentes pode causar abrasdes, tornando o epitélio oral
susceptivel a infecgdo por HPV. Na orofaringe, a infec¢do pelo HPV pode ocorrer na auséncia
de abrasdo epitelial. As tonsilas palatina, lingual, tubaria e adenoide sao estruturas linfoides
coletivamente conhecidas como anel tonsilar de Waldeyer. Essas estruturas possuem um
epitélio escamoso reticulado especializado, que contém uma membrana basal fenestrada que
permite a passagem das células imunes. Essas fenestracdes, provavelmente, fornecem ao HPV
acesso aos queratindcitos basais na auséncia de ruptura epitelial traumatica (Figura 7). Isso
poderia explicar a tendéncia do HPV em causar CEC nas tonsilas palatinas e linguais (FARAJI

etal.,2017; YETE; D'SOUZA; SARANATH, 2018).
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Figura 7 — Tropismo do HPV pelas estruturas linfoides da orofaringe
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Fonte: FARAIJI et al. (2017).
Nota: Na orofaringe, o HPV acessa os queratindcitos basais por meio de fenestragdes no epitélio reticulado das
criptas tonsilares. A infecc¢do do epitélio tonsilar resulta em diferenciag@o aberrante de células basais, displasia,
carcinoma in situ e, finalmente, carcinoma invasivo.

O HPV medeia a oncogénese por meio dos produtos dos oncogenes virais E6 e E7,
que interagem com varias proteinas celulares (Figura 8). As melhores interagdes caracterizadas
sdo com a proteina do retinoblastoma (pRb) e p53, que sdo moléculas centrais no controle do
ciclo celular. A ligacdo de E7 a pRbD libera o fator de transcri¢do E2F, que desencadeia a
expressdo de proteinas necessarias para a replicagdo do DNA. Essa inducdo nao programada da
fase S do ciclo celular normalmente levaria a apoptose pela agao da p53, no entanto, a
oncoproteina E6 do HPV se liga a p53, levando a sua degradagdo proteolitica. Como
consequéncia, a dependéncia do controle do ciclo celular ¢ abolida e a diferenciagdo normal

dos queratindcitos é retardada (BOSE; BROCKTON; DORT, 2013; MUNOZ et al., 2006;
YETE; D'SOUZA; SARANATH, 2018).
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Figura 8 - Perturbagdo do ciclo celular mediada pelo HPV.
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Fonte: Adaptado de Faraji ef al. (2017).

Nota: A oncoproteina E7 do HPV liga-se a proteina do retinoblastoma (pRb), que a direciona para a degradacao,
resultando na translocac@o nuclear do E2F e na progressdo do ciclo celular para a fase S. Além disso, a
degradacio de Rb, resulta em perda da regulacio negativa de Rb sobre o regulador do ciclo celular p16™&4A ¢ na
superexpressio de pl6™K4A, A oncoproteina E6 do HPV se liga a p53, o que leva a sua degradacio, resultando
na perda da regulagdo do checkpoint G2/M e na proliferagdo celular descontrolada.

A perda do cromossomo 9p21 e as mutagdes do TP53 sdo frequentemente encontradas
em estagios precursores do cancer e podem levar a imortalizacdo das células epiteliais. No
carcinoma HPV-positivo, essas mesmas vias também sdo as primeiras a serem inativadas pelos
oncogenes virais. No entanto, mutagdes em TP53 e CDKN2A geralmente ndo sdo observadas
em tumores HPV-positivos e acredita-se que as alteragdes genéticas que levam a inativagao da
p53 e pleMk+
inativacao de p53 e pRb por E6 ¢ E7 em tumores HPV-positivos (LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2011; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).

em tumores HPV-negativos sdo funcionalmente equivalentes a ligagdao e

A atividade constante das proteinas virais E6 e E7 leva a0 aumento da instabilidade
gendOmica, ao acimulo de mutagdes em oncogenes, perda adicional do controle do crescimento
celular e a transformagdo maligna. No entanto, ndo € suficiente para a progressao para o cancer,
sugerindo que existem outros fatores, como alteragdes genéticas e epigenéticas, associadas ao
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas (MOODY; LAIMINS, 2010; SANO;
ORIDATE, 2016). As vias frequentemente afetadas em canceres HPV-positivos envolvem a
sinalizagdo PI3K, diferenciacdo celular e morte celular (MES; LEEMANS; BRAKENHOFF,
2016).
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2.5 RESPOSTA IMUNE AO TUMOR

Uma etapa critica durante os estagios iniciais da carcinogénese ¢ a evasao/supressao
do sistema imunologico do hospedeiro, que pode ser alcangada por meio da inibigao das células
imunes que antagonizam os tumores ou por estimulacdo das células. A orientacdo funcional das
células imunes no microambiente tumoral esta ilustrada na Figura 9 (LEI et al., 2020; QUAIL;

JOYCE, 2013).

Figura 9 - Orientagdo funcional das células imunes no microambiente tumoral.
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Fonte: Baseado em Giraldo et al. (2019) ¢ Hinshaw & Shevde (2019).

A resposta imune pode ser dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa. A
resposta inata compreende todos os elementos que fornecem a primeira linha de imunidade,
pouco especifica, mas que também desempenham um papel crucial na inicia¢do e subsequente
ativacdo do sistema imune adaptativo. Fazem parte da imunidade inata as células
polimorfonucleares (ou granuldcitos), macrofagos e células natural killers (NK). Os
granulocitos e macrofagos geralmente iniciam a resposta inflamatdria ao tumor por meio do
reconhecimento de padrdes moleculares das células tumorais. Essas células sdo altamente

plasticas e podem apresentar-se em diferentes estados de polarizacdo, e exibir uma orientagdo
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funcional pré ou antitumoral (GIRALDO et al, 2019; PELTANOVA; RAUDENSKA;
MASARIK, 2019).

Os neutrofilos sao os granuldcitos mais abundantes no microambiente tumoral e
podem apresentar-se na forma de dois estados de polarizagao. O fenotipo N1 (supressor de
tumor) que expressa citocinas imunoativadoras e antitumorais, como o fator de necrose tumoral
(TNF-0) e interleucina 12 (IL-12). O fendtipo N2 (promotor de tumor) expressa fatores
promotores de angiogénese e invasao, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e metaloproteinases da matriz (MMPS8 e 9); e citocinas imunossupressoras, como o fator de
crescimento transformador (TGF-1) (GIRALDO et al., 2019; HINSHAW; SHEVDE, 2019).

Da mesma forma que os neutrofilos, os macréfagos M1 produzem citocinas pro-
inflamatoérias (como IL-12, IL-23 e TNF-a) que potencializam a resposta imune antitumoral, e
os macrofagos M2, expressam moléculas imunomoduladoras (como TGF-B1) implicadas na
supressao da imunovigilancia contra células tumorais, na angiogénese e no remodelamento da
matriz para promover a progressdo tumoral e metastase (GIRALDO et al., 2019; LEI et al.,
2020). Nos ultimos anos, acreditava-se que os macrofagos associados aos tumores consistiam
em uma grande subpopulagdo de macrdéfagos M2, no entanto, essas células sdo capazes de
adotar uma grande variedade de estados de ativacdo entre M1 e M2, compartilhando certas
propriedades de cada fenotipo (PELTANOVA; RAUDENSKA; MASARIK, 2019).

As células NK também sdo um subconjunto importante de células que medeiam a
resposta imune inata no cancer. Essas células podem ser classificadas em dois subconjuntos,
dependendo dos niveis de expressdo dos marcadores de superficie CD16 e CD56. A
subpopulagdo CD56° CD16"" ¢ responsavel pelas fungdes citotoxicas, como a indugdo da
apoptose ¢ a citotoxicidade mediada pela liberagdao de perforina e granzima. Essas células sdao
extremamente eficientes na eliminacdo de células malignas circulantes e na prevencdo de
metastases tumorais, no entanto, no microambiente tumoral as células malignas empregam
diversos mecanismos para evitar a destruicao por NKs, incluindo revestir-se com coldgeno e
utilizar plaquetas como escudo para evitar a deteccao pelas células NK (HINSHAW; SHEVDE,
2019; LEI et al., 2020; PELTANOVA; RAUDENSKA; MASARIK, 2019). A subpopula¢do
CD56""CD16" se localiza principalmente em tecidos linfoides, drgaos solidos saudaveis, como
figado, rim e glandulas suprarrenais, e também em varios tipos de tumores solidos. Essas células
apresentam alta atividade secretora e produzem uma variedade de citocinas, como interferon y
(IFN-y), TNF, IL-5, IL-10 e IL-13. Alguns estudos recentes fornecem evidéncias de que essas
células CD56"" CD16" podem apresentar atividade pro-angiogénica em tumores solidos

(RADOMSKA-LESNIEWSKA; BIALOSZEWSKA; KAMINSKI, 2021).
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As células NKT sdo um subconjunto de células T que coexpressam marcadores de
linhagem NK (CD56), no entanto, o seu receptor de células T (TCR) reconhece lipidios em vez
de peptideos. Essas células fazem uma interface entre os sistemas imunes inato e adaptativo.
Assim como os linfocitos T, essas células precisam ser ativadas para exercer a sua funcao e, da
mesma forma que as células NK, respondem rapidamente a estimulacdo antigénica, produzindo
varias citocinas. As células NKT podem ser subclassificadas de acordo com os seus TCRs em
tipo I e tipo II. As células NKT tipo I apresentam um TCR recombinante restrito (ou invariante)
e exercem importante atividade antitumoral. Ja as células NKT tipo II expressam um TCR
variante e suprimem a atividade antitumoral (BAE et al., 2019; HINSHAW; SHEVDE, 2019;
TERABE; BERZOFSKY, 2018).

A imunidade adaptativa compreende todas as células que constroem uma resposta
imune antigeno-especifica, e incluem os linfécitos T e os linfocitos B. As células T sdo
divididas em células T CD4" (células T auxiliares ou T helper) e células T CD8" (células T
citotoxicas). Apods a sua ativagdo, as c€lulas T citotoxicas reconhecem antigenos especificos
nas células tumorais e levam a sua destrui¢do via inducdo da apoptose e liberacdo de IFN-y e
TNFa, os quais induzem a citotoxicidade (ARNETH, 2020; WANG et al., 2017). Os linfocitos
T auxiliares coordenam todos os elementos celulares da resposta imune e possuem varias
orientagdes funcionais. As cé€lulas Thl potencializam a resposta imune celular, mediante a
liberacdo de IL-2, TNFa e IFN-y. Células Th2 suportam a resposta imune mediada por
anticorpos, por meio da producdo de IL-4, IL-5 e IL-13. As células Thl7, por outro lado,
produzem IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, que promovem o crescimento do tumor ao favorecer
a inflamacao do tecido (GIRALDO et al., 2019). As células T regulatorias (Treg) compreendem
um subconjunto de células T caracterizadas pela expressdo dos marcadores CD4, CD25 e fator
de transcri¢do forkhead box P3 (FOXP3). Essas células desempenham um papel fundamental
para a manutencdo da homeostase imunologica e tolerancia periférica, por meio da supressao
das células imunes efetoras. Por outro lado, ao suprimir a resposta das células efetoras no
microambiente tumoral, as células Treg podem contribuir para o desenvolvimento do cancer
(LEI et al., 2020; PELTANOVA; RAUDENSKA; MASARIK, 2019).

Os linfocitos B sdo células especializadas na produgdo de anticorpos, mas também
atuam como células apresentadoras de antigenos na ativacao dos linfécitos T. No entanto, o seu
papel na resposta imune contra o cancer permanece controverso. Por um lado, sabe-se que os
anticorpos produzidos pelos linfocitos B podem opsonizar células tumorais, ativar a cascata de
complemento e contribuir para a destrui¢do das células malignas mediada por células NK. Em

contrapartida, foi demonstrado em diversos estudos que as cé¢lulas B podem estar associadas ao
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processo de promog¢ao do escape imunologico e desenvolvimento de resisténcia ao tratamento
(ARNETH, 2020; GIRALDO et al., 2019). Assim como os linfocitos T, foram detectados
subtipos imunossupressores de células B, denominadas células B reguladoras (Breg). Esta
heterogeneidade na funcao das células B pode explicar a falta de consenso em relagdo ao seu
envolvimento no cancer (HADLER-OLSEN; WIRSING, 2019).

As células imunes podem ser encontradas, em proporgdes variadas, na maioria, sendo
em todas as lesdes neoplasicas. E amplamente aceito que exista uma interagéo entre a resposta
imune e os processos de desenvolvimento e progressao tumorais e ja foi comprovado que o
estudo dessas células no microambiente tumoral fornece valores prognosticos em varios tipos

de cancer (BRUNI; ANGELL; GALON, 2020; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

2.6 DIAGNOSTICO DO CANCER DE BOCA

A deteccao precoce do cancer de boca € uma das formas mais eficientes de reduzir a
alta mortalidade por essa doenca e, além disso, pode minimizar a morbidade da doenca e seu
tratamento, que estd associado a uma grave perda de funcao fisioldgica, desfiguracao, depressao
e ma qualidade de vida (MEHROTRA; GUPTA, 2011). Entretanto, apesar do facil autoexame
e exame fisico, os pacientes quando procuram assisténcia odontoldgica ou médica, geralmente,
apresentam doenga em estadio avangado (MONTERO; PATEL, 2015).

Em geral, se uma lesdo na mucosa oral ndo cicatrizar dentro de trés semanas, um tumor
maligno ou alguma outra condi¢do séria deve ser investigado (RIVERA, 2015). O método
padrao-ouro para avaliar se a lesdo ¢ benigna ou maligna, ¢ a realizacdo do exame oral
convencional, seguido de bidpsia e analise histopatologica de lesdes suspeitas
(ULAGANATHAN et al., 2017).

Na avalia¢ao inicial, coletam-se informagdes sobre o inicio da lesao, duragao, sintomas
associados, fatores de risco, historia familiar e comorbidades. O exame fisico auxilia na
determinagdo do estadiamento clinico e no planejamento da cirurgia e reconstru¢do. O exame
oral convencional envolve a inspec¢ao visual e palpacdo dos tecidos intra e extraorais e pescogo,
e permite avaliar de forma precisa a extensdo da doenca, a terceira dimensdo do tumor, a
presenca de invasao Ossea e a ruptura da pele (CHINN; MYERS, 2015; MONTERO; PATEL,
2015).

Embora o exame oral convencional possa ser eficaz como teste de triagem, a
capacidade de discriminar visualmente se uma determinada lesdo ¢ benigna ou maligna ¢ ruim.

Em comparacdo com o exame histopatologico, o exame oral convencional apresentou 93% de
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sensibilidade, mas apenas 31% de especificidade para a identificacao de displasia ou carcinoma
(EPSTEIN et al., 2012; PATEL et al., 2011; YANG et al., 2018).

A biopsia € uma técnica invasiva e esta associada a morbidade, custos e também com
diversas limitagdes técnicas. Para correta realizacao do procedimento, a bidpsia deve ser feita
por um especialista habilitado, que deve selecionar a 4rea da lesdo com maior probabilidade de
conter displasia ou carcinoma, cuja presenca e o grau podem variar ao longo da lesdo. Erros de
amostragem podem levar ao subdiagnostico ou a um diagnoéstico erroneo, particularmente em
casos de lesdes grandes, heterogéneas ou multifocais. Outras limitagdes da técnica incluem a
necessidade de se realizar varias etapas para preparar a amostra de biopsia para a avaliacao
morfoldgica, e também ¢ necessdrio um patologista treinado para realizar a avaliacao
histopatologica (YANG et al., 2018). A andlise histopatoldgica depende da classificagdao
morfoldgica da displasia, que requer a avaliagdo de vdrios fatores subjetivos e, portanto,
envolve altos indices de varidncia inter e intraobservador, mesmo entre especialistas
(JAYARAI et al., 2015; SPEIGHT et al., 2015). Como exemplo, nos estudos de Abbey et al.
(1995), Karabulut et al. (1995) e Brothwell et al. (2003), a concordancia interobservador variou
de 35,8% a 69,0% dos casos, enquanto a concordancia intraobservador variou de 30 a 87%.

As classificagdes histopatologicas para o CEC de boca surgiram na tentativa de
explicar o comportamento bioldgico discrepante de tumores com caracteristicas clinicas
semelhantes. A classificacdo histopatologica proposta pela OMS baseia-se no grau de
diferenciagdo celular e permite a classificacdao dos carcinomas em: i) bem diferenciados, quando
a arquitetura do tecido se assemelha ao epitélio escamoso normal; i) moderadamente
diferenciados, quando ha certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mitdtica e pouca
queratinizagdo; iii) pouco diferenciados, quando ha predominio de células imaturas, atividade
mitotica intensa e minima queratinizacdo. Entretanto, essa classificagdo ¢ essencialmente
histologica e extremamente limitada, e correlaciona-se pobremente com o prognodstico do
paciente (LOURENCO et al., 2007; RIVERA, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017a).

A realizagdo de exames de imagem ¢ essencial no pré-operatério para avaliar a
extensdo do tumor, metastases nos linfonodos cervicais e infiltragdo tumoral em grandes vasos.
Dentre as técnicas de imagens, a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética sao as

mais utilizadas (KESHAVARZI et al., 2017).
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2.7 TRATAMENTO

O tratamento do cancer de boca inclui a cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma
combinagdo dessas alternativas, e requer uma abordagem multidisciplinar com cirurgioes,
radioterapeutas, médicos oncologistas, radiologistas, fonoaudidlogos, dentistas, patologistas
nutricionistas, entre outros. A escolha do tratamento depende ndo apenas da localizagdo,
tamanho e estadio do tumor primario; mas também das comorbidades apresentadas pelo
paciente, estado nutricional e os desejos do paciente de enfrentar a terapia (DE FELICE et al.,
2019; JOHNSON et al., 2020; PFISTER ef al., 2020). Um grande desafio no tratamento de
qualquer cancer ¢ obter uma alta taxa de cura, preservando estruturas vitais e fung¢do. Isso ¢
especialmente verdadeiro para os canceres de boca que possuem uma anatomia complexa, onde
estruturas e fungdes principais sao afetadas tanto pelo cancer quanto pelo seu tratamento. A
preservagao de o6rgdos deve ser levada em conta e deve ser avaliada com todas as abordagens
de tratamento (HADDAD; SHIN, 2008).

O tratamento do cancer de cavidade oral ¢ geralmente cirurgico. Embora a radioterapia
também possa ser utilizada com eficacia semelhante no tratamento desses tumores, ela ¢
geralmente reservada para aqueles pacientes que nao podem se submeter a cirurgia ou como
terapia adjuvante para doenca avancgada, devido aos elevados riscos de osteorradionecrose
associados as altas doses de radiacdo necessarias no tratamento radioterdpico primario
(BRASIL, 2015; CHINN; MYERS, 2015).

Para o tratamento do cancer de orofaringe recomenda-se resseccdo cirurgica ou
radioterapia. Tanto a cirurgia quanto a radioterapia podem resultar em comprometimento
funcional significativo, com prejuizo da funcdo oral, fala e degluticdo, logo ¢ importante
analisar em cada caso as possiveis sequelas do tratamento. A vantagem do tratamento cirargico
¢ a menor duragdo do tratamento; pois requer uma Unica interveng¢ao, enquanto a radioterapia
exige de seis a sete semanas de terapia. Novas técnicas cirirgicas, como a cirurgia robotica,
bem como técnicas reconstrutivas aprimoradas, ampliaram as indicagdes de tratamento
cirargico primario e aumentaram a probabilidade de preservacdo da fungdo fisioldgica,
enquanto avangos nas técnicas de radioterapia, como a radioterapia modulada por intensidade
e guiada por imagem, podem reduzir a morbidade do tratamento (BRASIL, 2015; CRAMER et
al.,2019; GENDEN et al., 2010; JOHNSON et al., 2020).

A terapia sistémica com agentes quimioterapicos ¢ indicada em tumores avangados,
onde ha um risco maior de metastases para outras partes do corpo. Pode ser usada em

J4

combinagdo com a radioterapia, quando a cirurgia ndo € indicada (radioquimioterapia
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definitiva) e em pacientes com doenga recorrente/persistente apds resseccdo cirurgica
(radioquimioterapia adjuvante); ou ainda na forma de quimioterapia de inducdo, antes do
tratamento definitivo (CRAMER et al., 2019; PFISTER et al., 2020). O esquema terapéutico
padrdo inclui um farmaco baseado em platina (cisplatina ou carboplatina), em monoterapia ou
associado a outros agentes antineoplasicos. No entanto, devido aos efeitos toxicos substanciais
associados aos derivados da platina, seu uso geralmente ¢ reservado para pacientes ndo idosos
e que nao apresentam doencas coexistentes importantes. Nos demais casos, o tratamento deve
ser realizado com radioterapia isolada ou associada com um agente sensibilizante a radiacao,
como a fluoruracila, o paclitaxel, a mitomicina C ou a gemcitabina (BRASIL, 2015; CHOW,
2020).

Considerando que o tratamento quimiorradioterapico do cancer de boca estéa associado
a morbidade e a toxicidade substanciais e que a doenga recorrente e metastatica ¢ geralmente
incuravel, a pesquisa de terapias direcionadas tem sido objeto de grande interesse clinico.
Terapias direcionadas incluem geralmente anticorpos e pequenas moléculas destinadas a atingir
uma molécula ou via bem definida, resultando na inibicdo do crescimento ou destrui¢ao do
tumor. Devido a essa especificidade, as terapias direcionadas podem causar menos efeitos
toxicos comparados aos agentes citotoxicos convencionais (MANDAL et al., 2016; MORRIS;
TRAYNOR; HARARI, 2016). A principal terapia alvo atualmente disponivel para CEC de
boca ¢ o cetuximabe, um anticorpo monoclonal dirigido ao EGFR, cujo mecanismo de agao
leva a inibicdo da funcdo do receptor, mediacdo da resposta imune antigeno-especifica e
consequente morte celular. O seu uso foi aprovado pela FDA (do inglés Food and Drug
Administration) como um agente sensibilizante a radiagdo, utilizado de forma isolada ou em
combinagdo com a quimioterapia, para o tratamento de pacientes com doenca avangada,
recorrente ou metastatica, especialmente naqueles em que ha preocupagao com a toxicidade da
quimioterapia a base de platina (CRAMER et al., 2019; JOHNSON et al., 2020; MOSKOVITZ
etal.,2017).

Mais recentemente, novas terapias direcionadas foram desenvolvidas e mostraram
resultados promissores em ensaios clinicos de fase II e III, mas ainda ndo foram aprovados para
uso em canceres de boca. As terapias alvo mais estudadas incluem: outros anticorpos
monoclonais para EGFR, inibidores da tirosina quinase do EGFR, inibidores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), inibidores do receptor do VEGF (VEGFR) e
inibidores da via PI3K/AKT/mTOR (JOHNSON et al, 2020, KOZAKIEWICZ;
GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA, 2018; SUH et al., 2014).
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Como ja descrito anteriormente, o CEC de boca ¢ um grupo de tumores altamente
heterogéneo. E provavel que sua conduta mude em um futuro préximo, passando do tratamento
como uma doenga unica para a adaptacdo da terapia com base nas caracteristicas do paciente e
do tumor. E o aumento da compreensao da biologia molecular, e a identificagdo de marcadores
moleculares, que estdo relacionados com a resposta ao tratamento utilizado, ajudara a
personalizar o tratamento do cancer de boca no futuro (KOZAKIEWICZ; GRZYBOWSKA-
SZATKOWSKA, 2018; SUH et al., 2014).

2.8 PROGNOSTICO DO CANCER DE BOCA

A sobrevida do paciente com CEC ¢ predita principalmente pelo local anatdmico
acometido, estadiamento no momento do diagndstico e status do HPV. Diversas caracteristicas
patoldgicas sdo consideradas como indicadores prognoésticos para o CEC de boca e incluem a
presenga de metastase em linfonodos cervicais, a profundidade de invasdo do tumor primario,
as margens positivas de ressec¢do cirurgica, a invasdo perineural e a invasdo extracapsular
nodal. No CEC de boca, a presenca de metéstase cervical € o fator prognostico mais importante,
e a presenga e o numero de linfonodos cervicais histologicamente envolvidos predizem o risco
de metastases distantes subsequentes e recorréncia local. Pacientes com linfonodos cervicais
histologicamente negativos t€ém uma taxa de sobrevida em 5 anos de 75%, enquanto os
pacientes com pelo menos um linfonodo histologicamente positivo, apresentam uma sobrevida
de 49%. A disseminagdo extracapsular em linfonodos cervicais estd associada a uma redugao
de 50% na sobrevida entre pacientes com metastases linfonodais, constituindo um parametro
importante no planejamento do tratamento adjuvante ap6s cirurgia primaria (KADEMANI et
al., 2005; RETTIG; D’SOUZA, 2015; TAGHAVI; YAZDI, 2015; WALKER; BOEY;
MCDONALD, 2003).

O estadiamento do CEC de boca ¢ realizado com o uso do sistema de classificacao
TNM do American Joint of Committee on Cancer (AJCC), o qual se baseia na avaliagdo clinica
do tamanho do tumor (T), comprometimento dos linfonodos regionais (N) e metastases a
distancia (M). Quando a resseccdo cirurgica do tumor ¢ realizada, o estadiamento patologico
(pTNM), derivado da andlise histologica do tumor ressecado e/ou dos linfonodos regionais, €
util na selecao da terapia adjuvante pds-operatoria e para estimar o prognostico (KREPPEL et
al.,2016; RIVERA, 2015).

A oitava edicdo da classificagdo TNM trouxe algumas mudancas na classificacdao de

tumores de cavidade oral (Quadro 1) e orofaringe (Quadro 2), com a inclusao de outras
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caracteristicas patoldgicas que sdo consideradas indicadores prognosticos, como a avaliagdo de
invasdo extracapsular nos linfonodos, a profundidade de invasdao tumoral (para os tumores da
cavidade oral), e um sistema de estadiamento diferente para os tumores da orofaringe positivos
para p16™&4A que ¢ usado como um marcador indireto do HPV. Entretanto, ainda é necessaria
uma validagdo adicional dessa nova classificagdo, e sua aplicagdo clinica requer cautela

(DENARO; RUSSI; MERLANO, 2018; LYDIATT et al., 2017).

Quadro 1 - Classificagdo TNM dos tumores de l1abio ¢ cavidade oral.
T — Tumor Primério
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
Tis  Carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm e DOI <5 mm

T2 Tumor<2cme DOI>5mme <10 mm ou tumor>2cme<4cmeDOI<10 mm

T3 Tumor >4 cm ou qualquer tumor com DOI >10 mm

T4a  Tumor de Labio: invade cortical dssea, nervo alveolar inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo
ou nariz)

Tumor da Cavidade oral: invade cortical 6ssea, miisculos profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso,
hioglosso, palatoglosso ¢ estiloglosso), seios maxilares ou pele da face

T4b  Tumor que invade o espaco mastigador, ldminas pterigbides ou base do cranio ou envolve artéria
carotida interna

N — Linfonodos Regionais

NX  Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 Metastase em um unico linfonodo homolateral, < 3 ¢cm, sem ECS.

N2a Metastase em um unico linfonodo, <3 ¢m, com ECS, ou em um unico linfonodo, > 3 cm € < 6 cm, sem
ECS.

N2b  Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, < 6 cm, sem ECS.

N2¢ Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, < 6 cm, sem ECS.

N3a Metastase em qualquer linfonodo > 6 cm, sem ECS.

N3b Metastase em um unico linfonodo > 3 cm, com ECS; ou qualquer metastase em linfonodos multiplos
com ECS.

M — Metastase a distincia
MX A presenga de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO  Auséncia de metastase a distancia
M1  Metastase a distdncia

Estadios clinicos (T+N+M)

I T1, T2 NO, N1 MO
11 T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
1T T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N MI

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 8 ed. (AMIN; EDGE, 2017).
Nota: DOI (do inglés deep of invasion) — profundidade de invasdo; ECS (do inglés Extracapsular spread) —
invasdo extracapsular.
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Quadro 2 - Classificacdo TNM dos tumores de orofaringe.

T — Tumor Primario
X O tumor primario ndo pode ser avaliado
Tis*  Carcinoma in situ
Tl Tumor <2 cm
T2 Tumor >2 cme <4 cm
T3 Tumor >4 cm ou extensdo até superficie lingual da epiglote
T4a  Tumor invade a laringe, musculo extrinseco da lingua, pterigoideo medial, palato duro ou mandibula.
T4b*  Tumor invade o musculo pterigoide lateral, 1Aminas pterigoides, nasofaringe lateral, base do crinio ou
envolve a artéria carotida.
N — Linfonodos Regionais
NX  Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Pl6+ Metastase em um Unico linfonodo homolateral, < 3 cm, sem ECS.
p16- Metastase em um ou mais linfonodos homolaterais, < 6 cm.
N2 P16+ Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, < 6 cm, sem ECS.
N2a P16 Metastase em um Unico linfonodo, < 3 cm, com ECS, ou em um tnico linfonodo, >3 cm e < 6 cm,
sem ECS.
N2b  PI% Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, < 6 cm, sem ECS.
N2c¢ P Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, < 6 cm, sem ECS.
N3 pl6+ Metastase em qualquer linfonodo > 6 cm.
N3a  PI% Metdstase em qualquer linfonodo > 6 cm, sem ECS.
N3b  P!% Metastase em um tnico linfonodo > 3 cm, com ECS; ou qualquer metéstase em linfonodos multiplos
com ECS.
M — Metastase a distancia
MX A presenca de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
Ml Metastase a distancia
Estadios clinicos TNM (Tumores p16'N%4A positivos)
1 T1, T2 NO, N1 MO
| T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
I T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N Ml
Estadios clinicos TNM (Tumores p16™X4A negativos)
I T1 NO MO
11 T2 NO MO
m T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO
IVa T4a NO, N1 MO
T1, T2, T3, T4a N2a,b,c MO
IVb  T4b Qualquer N MO
Qualquer T N3a,b MO
IVc  Qualquer T Qualquer N Ml

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 8 ed. (AMIN; EDGE, 2017).

Nota: “As categorias Tis e T4b foram removidas da classificagdo dos tumores de orofaringe p16™¥4A positivos;

PI6* Apenas para os tumores de orofaringe p16™K4A positivos; P!"Apenas para os tumores de orofaringe pl

6 INK4A

negativos.

O sistema TNM ¢ o sistema de progndstico mais amplamente aceito para estadiamento

dos tumores, por ser uma ferramenta simples, relativamente precisa, objetiva e pela facilidade

de uso. No entanto, tem se mostrado insuficiente para predizer com precisao a agressividade do

tumor ou para selecionar modalidades de tratamento de forma individual (BLATT et al., 2017;

WALKER; BOEY; MCDONALD, 2003). Pacientes com estadios clinicos e histopatologicos
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semelhantes exibem diferentes comportamentos clinicos, com variados graus de potencial
invasivo e metastatico, diferentes respostas ao tratamento e até diferentes desfechos. Assim,
analisar a morfologia da célula tumoral ou o grau de queratinizagao oferece uma visao minima
sobre o comportamento do tumor (SOLOMON et al., 2016).

Avangos moleculares na pesquisa do cancer de boca revelaram que alteragdes
moleculares podem desempenhar um papel crucial na progressdo do CEC de boca, e o estudo
dessas moléculas bioldgicas, ou biomarcadores, envolvidas na carcinogénese poderia fornecer
dados diagnosticos valiosos (SANTOSH; JONES; HARVEY, 2016). Além disso, a
investigagao de alteracdes fenotipicas em células de CEC de boca pode ter um valor progndstico
estratégico, e atengdo especial tem sido recentemente focada no uso de potenciais
biomarcadores moleculares como preditores confidveis de agressividade tumoral, que poderiam
ser uteis na selecdo de pacientes que se beneficiariam de terapia adjuvante intensiva
(OLIVEIRA; RIBEIRO-SILVA, 2011).

Um biomarcador de cancer pode ser uma molécula secretada por uma célula tumoral
ou uma resposta especifica do corpo a presenca de cancer. Podem ser usados para avaliacao do
paciente em varios contextos clinicos, como estimar risco de doenca, rastreamento de canceres
primarios ocultos, distinguir achados benignos de malignos ou um tipo de malignidade de outro,
determinar o prognéstico, monitorar o status da doencga, detectar a recorréncia, ou ainda
determinar a resposta a terapia (RIVERA et al., 2017; SANTOSH; JONES; HARVEY, 2016).

Nas ultimas décadas, mais de cem biomarcadores moleculares foram introduzidos
como potenciais ferramentas de progndstico para o carcinoma de boca, entre eles os mais
relatados sdo: p53, Ki-67, p16 e VEGF (ALMANGUSH ef al., 2017). Desses, os marcadores

p53, Ki-67 e p16 foram selecionados para o presente estudo, e serdo discutidos a seguir.

2.8.1 Marcadores de proliferacio celular e apoptose

Em geral, a transformacdo maligna ¢ decorrente de um desequilibrio entre a
proliferacdo celular e a apoptose, que leva a uma sinalizagao proliferativa sustentada. O Ki-67
e 0 p53 sdo os marcadores tumorais mais utilizados para o estudo da proliferagdo celular e
apoptose (BLATT et al., 2017; RIVERA; VENEGAS, 2014).

O Ki-67 ¢ uma proteina altamente expressa em células em proliferacao celular, mas
ausente em células em repouso. Esta caracteristica tornou o Ki-67 um importante marcador de
proliferacdo celular, utilizado clinicamente para a classificagdo e avaliacdo prognoéstica de

varios tipos de cancer. No entanto, s6 recentemente a fungao dessa proteina foi esclarecida. O



44

Ki-67 ¢ uma proteina altamente carregada, com propriedades surfactantes, que recobre a
superficie dos cromossomos mitoticos, promovendo a individualizagdo dos cromossomos apos
a quebra do envelope nuclear. Além disso, o Ki-67 facilita a fixacdo do cromossomo ao fuso
mitdtico e a mobilidade individual dos mesmos (BATTY; GERLICH, 2019; UXA et al., 2021).
Durante a interfase, o Ki-67 se localiza na periferia nucleolar, e auxilia na organizagdo da
heterocromatina. Sua expressao ja ¢ detectavel no inicio de G1, como pontos homogeneamente
distribuidos, até se localizar apenas no nucléolo (DIAS et al., 2021; SUN; KAUFMAN, 2018).

A proliferacdo celular estd intimamente relacionada a recorréncia do tumor, € em
diversos estudos ja foi demonstrada a relevancia do Ki-67 no prognostico de canceres, como o
cancer de mama, de pulmao e de prostata. Embora o papel do Ki-67 no prognostico de pacientes
com CEC de boca seja estudado ha duas décadas, sua aplicacdo ainda ¢ controversa (GALVIS
etal.,2018; SCHOLZEN; GERDES, 2000; XIE et al., 2016). No estudo de Jing e colaboradores
(2019), a expressao de Ki-67 aumentou com a progressdo da displasia na mucosa oral. Além
disso, pacientes com alta expressdo de Ki-67 tiveram um pior desfecho clinico, mais tumores
pouco diferenciados, aumento da metastase em linfonodos e pior sobrevida.

A proteina p53 ¢ um fator de transcri¢do que tem um papel vital na regulagdo dos genes
responsaveis pela parada do ciclo celular, senescéncia e apoptose. O TP53 é o gene mais
comumente mutado no CEC de boca, sao observadas mutagdes em até 80% dos casos. Além
disso, estima-se que a perda da funcdo da p53 ocorra em mais de 90% dos CEC por perda de
heterozigosidade, interagdo com a oncoproteina viral E6 do HPV ou aumento da expressdo de
MDM2, que promove a degradagdo de p53 (KANG; KIESS; CHUNG, 2015). Em tecidos
normais, a proteina p5S3 tem uma meia-vida curta e € expressa em pequenas quantidades e, por
1sso, normalmente ¢ indetectavel. Por outro lado, a proteina p53 mutante tem meia-vida
prolongada e pode se acumular nos ntcleos das células e, dessa forma, ¢ detectavel utilizando-
se coloragdes especificas. A mutacdo da proteina p53 ¢ considerada um evento precoce na
carcinogénese do CEC de boca e sua expressao merece atengao especial para detecgdo precoce

do cancer (ULAGANATHAN et al., 2017).

2.8.2 plé6

Apesar de varios biomarcadores terem sido introduzidos como potenciais ferramentas
progndsticas para o CEC de boca, apenas alguns biomarcadores foram validados com sucesso
para a pratica clinica. Desses, apenas o status de HPV tem uma utilidade clinica comprovada

(RIVERA et al., 2017).
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O cancer de orofaringe relacionado ao HPV possui progndstico significativamente
melhor, com melhor resposta ao tratamento e uma sobrevida 50% maior, em comparagao aos
tumores HPV-negativos, o que levou a comunidade médica a implementar um novo sistema de
estadiamento dedicado a essa doenca emergente (MIRGHANI; BLANCHARD, 2018;
RETTIG; D’SOUZA, 2015). No entanto, as diretrizes para o teste de HPV ainda ndo foram
estabelecidas e, portanto, diferem em cada pais. Os testes disponiveis incluem detecgdo do DNA
ou RNA do HPV por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou hibridizagao in situ
(ISH), ensaios séricos e salivares € imunomarcagao para proteina pl16 (KATO et al., 2020).

A proteina p16, também conhecida como p16™&42

, ¢ um inibidor de CDK membro da
familia INK4, que atua no controle do ciclo celular. Em células normais, a proteina pl6 ¢
expressa em baixas concentracdes. No entanto, a degradacao da pRb pela oncoproteina E7 do
HPV, leva a perda do feedback negativo que pRb exerce sobre pl6, o que leva a superexpressao
dessa proteina (Figura 8) (FARAJI et al, 2017; SRITIPPHO; CHOTJUMLONG;
IAMAROON, 2015). Na 8 edicdo do sistema TNM para CEC de cabeca e pescogo, a
imunomarcagio de p16™¥4* foi incluida como um marcador indireto para o status do HPV em
tumores de orofaringe, devido ao baixo custo, alta sensibilidade, execucdo simples e
disponibilidade quase universal. No entanto, tem uma especificidade significativamente menor

em comparacao com a detecgao do DNA do HPV por PCR (padrao-ouro) (KATO et al., 2020;
LYDIATT et al., 2017).

2.8.3 Citoqueratinas

As citoqueratinas (CKs) sdo ferramentas particularmente Uteis no diagnostico
oncologico. As CKs sdo proteinas do filamento intermedidrio presentes no citoplasma de
células epiteliais que ajudam a manter o citoesqueleto da célula. Mais de 20 CKs j& foram
descritas e sua expressao varia de acordo com a linhagem epitelial, localizacdo e grau de
diferenciagdo. Epitélios estratificados, como os da cavidade oral, expressam CKS5 e 14 na sua
camada basal e dependendo do estado de diferenciacdo e queratinizacao do epitélio, as camadas
superiores expressam CK1 e 10 ou CK4 e 13 (Figura 10). Vérios locais na cavidade oral humana
mostram diferentes graus de diferenciacdo e queratinizacao (Figura 2) e, consequentemente, a
expressao de CK varia. Por exemplo, a mucosa bucal, que ¢ um epitélio ndo queratinizado,
expressa o par CK4 e 13, enquanto a gengiva e o palato duro que sdo epitélios queratinizados

expressam CK1 e 10 (GROEGER; MEYLE, 2019; UPASANI; VAIDYA; BHISEY, 2004).
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Figura 10 - Distribui¢ao das citoqueratinas na mucosa oral normal

“ Epitélio nao queratinizado B Epitélio queratinizado

CKb5e14
CK19

L

Fonte: Adaptado de Roche (2021) e Presland e Dale (2000).
Nota: Em roxo: camada basal; Em amarelo: camadas suprabasais do epitélio ndo queratinizado; Em vermelho:
camadas suprabasais do epitélio queratinizado.

Além dessas, outras CKs podem ser expressas de forma variavel no epitélio. A CK19,
geralmente presente em epitélios simples, também pode ser encontrada na camada basal dos
epitélios escamosos ndo queratinizados. Nas camadas suprabasais do epitélio do palato duro e
gengiva podem ser expressas as CK2, 6 e 16 (BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2017;
DEPONDT et al., 1999).

Durante a transformac¢do de células normais em células malignas, os padroes de
citoqueratina sdo geralmente mantidos, e essa propriedade permitiu que as citoqueratinas
fossem aplicadas como marcadores de diagnostico. Nos casos em que o diagndstico permanece
obscuro com base na apresentagdo clinica e histopatologia convencional, como carcinomas
pouco diferenciados ou disseminados em varios 0rgdos e metastases de tumor primario com
localizagdo desconhecida, a determinacdo da CK ¢ especialmente valiosa para a correta
identificacao do tumor e posterior selecao do tratamento mais apropriado (KARANTZA, 2011).

Apesar da constancia de certas queratinas durante a transformacao maligna das células,

existem diferencas significativas entre os perfis de CKs dos epitélios escamosos normais e
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malignos, e o estudo dessas alteragcdes pode ser valioso no diagnostico precoce de canceres de
boca (BRYNE, 1991; MORGAN et al., 1987).

Duas alteragdes principais foram relatadas na expressao de CKs em amostras de CEC
oral. A primeira ¢ uma altera¢ao nas CKs de diferenciagdo (CK1 e 10 e CK4 e 13). Ao contrario
do epitélio normal, as células neoplasicas de tumores bem e moderadamente diferenciados
frequentemente coexpressam ambos os conjuntos de queratinas de diferenciacdo. A presenga
desses marcadores também parece diminuir de forma diretamente proporcional ao grau de
diferenciagdo dos tumores, sendo pouco ou mesmo nao expressos em tumores pouco
diferenciados (BLOOR; SEDDON; MORGAN, 2001; MORGAN; SU, 1994; SAFADI et al.,
2019).

A segunda alteragdo de CKs encontrada no CEC oral ¢ a expressdao anomala de CKs
do epitélio simples. As CKs 8 e 18 normalmente sdo expressas em epitélios ndo escamosos, no
entanto, também foram detectadas em varios graus de displasia oral e estdo associadas a um
prognostico desfavoravel em pacientes com CEC oral, pois parecem ter um papel ativo na
invasdo e metastase de células cancerigenas (DEPONDT ef al., 1999; FROHWITTER et al.,
2016; MORGAN; SU, 1994; REIBEL, 2003). A expressao aberrante de CK19 também ja foi
relacionada a um maior estadiamento TNM e menores taxas de sobrevida em pacientes com

CEC (SAFADI et al., 2019).

2.9 ESTUDO DOS BIOMARCADORES NO CANCER DE BOCA

Embora o valor clinico da anélise histopatologica esteja bem estabelecido € na maioria
dos casos o diagndstico possa ser elucidado de maneira confidvel, nas ultimas décadas foi
demonstrado que a imunofenotipagem de células tumorais ¢ muito util para o diagnostico,
classificagdo, avaliacdo prognostica, deteccdo de doenga residual em certas neoplasias
malignas, e ainda pode ajudar a identificar pacientes que provavelmente se beneficiardo de
estratégias de imunoterapia e/ou radioquimioterapia (GRIMM et al., 2016; LEERS; NAP,
2002).

A THQ ¢ uma ferramenta globalmente disponivel que complementa a andlise
histopatologica e citoldgica, e se baseia no reconhecimento de antigenos especificos em tecidos
ou c¢lulas por anticorpos. A principal vantagem da identificagdo de biomarcadores
progndsticos por IHQ ¢ o estabelecimento de uma associagao direta entre a morfologia e esses
biomarcadores, o que pode auxiliar na determinacdo de sua relevancia funcional (OLIVEIRA;

RIBEIRO-SILVA, 2011).



48

Todavia, a IHQ como uma ferramenta adicional a analise morfoldgica nem sempre ¢
satisfatoria e apresenta diversas limitagdes. A THQ ¢ um procedimento moroso que envolve
varias etapas, como selecao, fixacao, processamento e coloragao do tecido. A interpretagao dos
resultados ¢ realizada pela avaliacdo da presencga, do padrao e da intensidade de produtos
cromogénicos depositados no tecido, e, portanto, a credibilidade dos resultados pode ser
problematica devido a sua natureza subjetiva (DABBS, 2013; KWON et al., 2015). Além disso,
tumores solidos consistem em uma mistura de células estromais normais, inflamatoérias e
malignas. Utilizando a ITHQ, ¢ dificil discriminar entre células positivas para uma proteina e
células negativas entremeadas. Ademais, esse método ¢ adequado para analise qualitativa de
proteinas, todavia, devido a natureza heterogénea dos canceres, analises quantitativas de
biomarcadores sdo importantes para entender melhor e diagnosticar o cancer (CORVER;
CORNELISSE, 2002; KWON et al., 2015; LEERS; NAP, 2002). Outra desvantagem da IHQ
¢ que apenas um numero limitado de antigenos pode ser corado em uma Unica secdo de tecido,
devido a baixa disponibilidade de conjugados para sua deteccdo (VAN DEN BRAND et al.,
2014).

Com a maior compreensdo da biologia molecular do cancer e a descoberta de novos
biomarcadores, surgiu uma demanda por novas tecnologias ou ensaios que possam ser usados
para analise de multiplos biomarcadores simultaneamente, bem como a sua analise quantitativa,
tanto para o estudo dos canceres, como para o seu diagnostico (KWON et al., 2015).

Enquanto a IHQ e as técnicas relacionadas lidam principalmente com a identificagdo
qualitativa das caracteristicas fenotipicas celulares, a citometria de fluxo ¢ uma metodologia
pela qual € possivel detectar simultaneamente multiplos parametros de inimeras células, o que
permite a identificacdo e a caracterizagdo de um subconjunto particular de células de interesse
dentro de preparagdes de amostras heterogéneas (JAHAN-TIGH et al., 2012; LEERS; NAP,
2002).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ja estd bem estabelecida para o
diagnostico de neoplasias hematologicas em liquidos corporais, sangue, medula 6ssea e tecidos,
como baco e linfonodo, os quais podem ser facilmente desagregados por dissociagdo mecanica
ou enzimatica e ressuspensos em meio liquido (DONNENBERG; DONNENBERG, 2011). A
crescente aceitagao da citometria de fluxo dentro da patologia se deve a sua relativa facilidade
de uso e ao grande numero de células e parametros que podem ser avaliados em minutos
(VIRGO; GIBBS, 2012). Como desvantagem, ao romper os tecidos para obten¢do da suspensao
de células, perde-se as informagdes sobre a arquitetura do tecido (JAHAN-TIGH et al., 2012).
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Nesse sentido, acredita-se que a utilizagdo da analise multiparamétrica por citometria
de fluxo em conjunto com a andlise morfoldgica pode oferecer excelentes possibilidades para
o estudo da heterogeneidade intratumoral e para a quantificacdo de parametros bioldgicos em
tumores solidos e, assim, aumentar a cobertura diagnostica, classificacdo e avaliagao
prognostica dos pacientes portadores de neoplasias, além de fornecer um diagnostico de forma

mais rapida (LEERS; NAP, 2002).

Antes de padronizar a citometria de fluxo para avaliagdo dos biomarcadores de
prognostico do cancer de boca, foi necessario realizar um estudo epidemiologico retrospectivo,
com o objetivo de avaliar a prevaléncia do carcinoma de células escamosas de boca na
populagdo a ser estudada. Para facilitar o entendimento, as se¢des materiais ¢ métodos e

resultados e discussao foram divididas em estudo retrospectivo e estudo prospectivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a imunofenotipagem por citometria de fluxo como metodologia
complementar para avaliacdo de marcadores de prognéstico em tumores solidos de origem

epitelial de boca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a incidéncia do cancer de boca e caracterizar o perfil epidemiologico dos
pacientes com cancer de boca diagnosticados na Unidade de Laboratério de Anatomia
Patologica (ULAP) do HU-UFSC entre 2013 e 2018.

e Estabelecer um painel de anticorpos monoclonais capaz de diferenciar as células
neoplasicas das populagdes normais;

e Padronizar e validar a imunofenotipagem por citometria de fluxo para a identificagdao
dos marcadores do cancer de boca;

e Analisar o fenotipo das células presentes em todas as amostras de bidopsias com suspeita
de cancer de boca encaminhadas ao Laboratério de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH);

e (Comparar os resultados da imunofenotipagem com aqueles obtidos na avaliacdo
morfologica e imuno-histoquimica (padrao ouro);

e Investigar os subtipos de leucocitos infiltrados no tumor e sua associagdo com

caracteristicas clinicas e patoldgicas dos carcinomas de boca.
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4 ESTUDO RETROSPECTIVO

4.1 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo e transversal por meio da analise dos laudos
anatomopatologicos dos pacientes diagnosticados com cancer de boca na Unidade de
Laboratorio de Anatomia Patolégica (ULAP) do Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH), em Florian6polis, Santa Catarina, entre o periodo
de janeiro de 2013 a dezembro de 2018. Nestes laudos, foram selecionados os pacientes que
tiveram diagnostico de CEC de boca. As seguintes varidveis foram obtidas do prontuario dos
pacientes: servi¢o de atendimento, tempo para entrega dos laudos, municipio de procedéncia,
sexo, cor da pele, idade, profissdo, uso de tabaco, consumo de bebidas alcoodlicas, localizagao
anatomica, presenga de sinais e sintomas, tempo de evolugdo, grau histologico, estadiamento e
tratamento indicado.

Os dados foram tabulados com auxilio de planilhas do programa Microsoft Excel®.
Para analise descritiva, foram geradas as frequéncias absolutas e relativas das variaveis. Alguns
prontuarios ndo possuiam todas as informagdes para as varidveis pesquisadas, assim, as
frequéncias relativas das varidveis estadiamento e grau histologico foram calculadas a partir do
numero de informacgdes contidas em cada variavel. Para testar as diferengas entre os grupos,
utilizou-se o teste do qui-quadrado, com nivel de significancia de 95%. O programa estatistico
utilizado foi o software SPSS versao 17.0 (Chicago, IL, EUA).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina, parecer n®2.986.011, CAAE: 2079213.0.0000.0121
(Anexo A).



4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2018 foram recebidas na ULAP do
HU/UFSC/EBSERH um total de 635 solicitacdes de biopsias de boca para investigacao de

lesdes malignas e ndo malignas, das quais 332 (52,3% do total de solicitagdes) receberam laudo

de neoplasia (Figura 11).

Das 332 neoplasias descritas, 291 (87,7%) eram do tipo carcinoma de células
escamosas. A partir dessas solicitagdes, foram identificados 217 individuos que receberam
diagnéstico de carcinoma epidermoide de boca na ULAP. Desses 217 casos, 12 prontudrios nao

estavam disponiveis para pesquisa e, consequentemente, foram excluidos. Assim, 205

individuos foram incluidos neste estudo (Figura 11).

Figura 11 - Fluxograma dos resultados de busca dos casos de carcinoma de células escamosas

de boca.
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As requisi¢des eram provenientes dos seguintes servicos de atendimento: Cirurgia de
Cabeca e Pescoco (51,2%), Odontologia e Estomatologia (24,9%), Dermatologia (10,7%),
Cirurgia Plastica (9,3%) e outros (3,9%). Os resultados da avaliagdo do tempo para entrega dos
laudos variaram de 0 a 58 dias, com uma mediana de 12 dias ¢ uma média de 13 + 9 dias.

Os participantes do estudo eram provenientes de 51 municipios do estado de Santa
Catarina. Desses, 164 (80%) eram oriundos da macrorregido da Grande Floriandpolis e 41
(20%) de outras regides do estado.

Na Figura 12, observa-se a distribui¢ao da frequéncia de casos de CEC segundo a
regido anatdmica acometida. Os labios foram a regido mais acometida pelo CEC de boca,
contabilizando 32,19% dos casos, seguidos pela lingua oral (16,10%), amigdala ou tonsila
palatina (11,22%), base da lingua (8,78%) e assoalho da boca (7,80%).

Na literatura, a distribuicdo dos casos de CEC segundo a sua localizagdo anatdmica
difere muito, dependendo da populacdo estudada. Dentre as regides da cavidade oral, sdo
observados mais frequentemente CEC na lingua, seguida pelo assoalho bucal; e, na orofaringe,
as regides anatdmicas mais acometidas sdo as amigdalas e base da lingua (BONFANTE et al.,
2014; CANCELA et al., 2010; DEDIVITIS et al., 2004; MCILWAIN et al., 2014; VAN DIJK
et al., 2016; WEATHERSPOON et al., 2015). Para o cancer de labio, foram encontradas
frequéncias de 2,3% até 20% (ANDRADE; SANTOS; OLIVEIRA, 2015; AQUINO et al.,
2015; LE CAMPION et al., 2016; MORO et al., 2018; SANTOS et al., 2009; TEIXEIRA et
al., 2009; VOLKWEIS et al., 2014). Uma das justificativas para esses resultados discrepantes
¢ que os tumores de labios, principalmente em estadios mais precoces, sdo acompanhados por
cirurgioes plasticos, portanto ndo possuem tanta representatividade em unidades de
estomatologia e oncologia (ANJOS HORA et al., 2003; DEDIVITIS et al., 2004). No presente
estudo, 63,64% dos pacientes com cancer de labio foram atendidos nos servigos de
Dermatologia e Cirurgia Plastica. Adicionalmente, essa alta prevaléncia de tumores labiais na
populacdo estudada pode estar relacionada ao fato do estudo ter sido conduzido em um pais
tropical, e em uma regido com um grande nimero de individuos caucasianos, os quais sdo mais

suscetiveis aos raios UV (SILVA et al., 2020).
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Figura 12 - Distribui¢do da frequéncia de casos de CEC segundo a localiza¢do anatdmica dos
tumores
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Nota: Outras partes incluem regido retromolar, regido mandibular, regido maxilar, mucosa jugal e partes ndo
especificadas da boca. CEC — carcinoma de células escamosas.

Diversos estudos ja demonstraram que a localizagdo anatomica do tumor ¢ um fator
prognoéstico importante do cancer de boca. Tumores localizados na lingua e assoalho da boca,
que possuem uma rica vascularizagdo sanguinea e linfatica, podem metastizar mais facilmente
em comparacdo com tumores localizados em outras regides anatomicas e, consequentemente,
possuem um pior prognostico (SHIELD etz al., 2017, WALKER; BOEY; MCDONALD, 2003).
J& os tumores de 1abio sdo bem menos agressivos e apresentam um dos melhores progndsticos,
com uma sobrevida em 5 anos de aproximadamente 90%. Em razdo disso, alguns autores
sugerem que cancer labial deveria ser considerado um cancer distinto, em vez de ser incluido
em outras formas de cancer intraoral (BATISTA et al., 2010; DE ANGELIS et al., 2014;
WARNAKULASURIYA, 2009b).

Considerando que o cancer de boca pode apresentar diferentes caracteristicas clinicas,
dependendo do sitio anatomico acometido, que refletem sobre o seu comportamento bioldgico,
prognoéstico e tratamento (FURNESS er al, 2010; MOORE; PIERCE; WILSON, 2000;
OLIVEIRA-NETO et al., 2012), no presente estudo optou-se pela avaliacdo dos tumores de
boca subdivididos em trés grupos, segundo a sua localiza¢do anatdmica: tumores do lébio,

tumores da cavidade oral e tumores da orofaringe.
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4.2.1 Caracterizacio da populacio do estudo

Dos 205 individuos analisados, 163 (79,51%) eram do sexo masculino e 42 (20,49%)
do sexo feminino (Tabela 1). Esse predominio do sexo masculino foi observado nos trés grupos
analisados, com rela¢cdes masculino/feminino (M:F) de 3,1:1 no grupo tumores de labio; 3,2:1

no grupo tumores da cavidade oral; e de 7:1 no grupo tumores de orofaringe.

Tabela 1 - Distribuicao dos casos de CEC de boca segundo o sexo.

Tumores da

Tumores de labio . Tumores de orofaringe TOTAL
Sexo n (%) cavidade oral n (%) n (%)
n (%)
Masculino 50 (75,76) 57 (76,00) 56 (87,5) 163 (79,51)
Feminino 16 (24,24) 18 (24,00) 8 (12,5) 42 (20,49)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos.

A idade dos individuos com cancer de boca variou de 24 a 92 anos, com idade mediana
de 56 anos. As idades medianas dos grupos tumores de labio, cavidade oral e orofaringe foram
muito semelhantes, como seguem: 56 anos (24-92 anos), 57 anos (31-80 anos) ¢ 58 anos (44-
81 anos), respectivamente. Na Tabela 2, verifica-se a frequéncia relativa e absoluta dos
participantes da pesquisa quanto a faixa etdria. Observa-se uma elevag¢do na ocorréncia de
cancer de cavidade oral e orofaringe a partir da quarta década de vida, sendo a faixa etaria de

51 a 60 anos mais acometida.

Tabela 2 - Distribui¢do dos casos de CEC de boca quanto a faixa etéria.

Tumores da

Faixa etaria Tumores de labio . Tumores de orofaringe TOTAL

(em anos) n (%) cavidade oral n (%) n (%)
n (%)

0-40 10 (15,15) 3 (4,00) - 13 (6,34)

41 -50 11 (16,67) 18 (24,00) 14 (21,88) 43 (20,98)

51 —60 20 (30,30) 26 (34,67) 27 (42,19) 73 (35,61)

61-170 14 (21,21) 22 (29,33) 17 (26,56) 53 (25,85)

71 — 80 7 (10,61) 6 (8,00) 5(7.81) 18 (8,78)
81 ou mais 4.(6,06) - 1(1,56) 5(2.44)

TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos.

O perfil epidemiologico dos individuos com CEC de boca observado no presente
estudo foi semelhante ao descrito por outros autores (BONFANTE et al., 2014; KFOURI et al.,
2018; RIBEIRO et al., 2015; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017; SOUSA et al., 2016; VAN
DIJK et al., 2016; VOLKWEIS et al., 2014). O carcinoma epidermdéide de boca ocorre mais
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comumente em homens na quinta, sexta e sétima décadas de vida. No entanto, em paises com
alta incidéncia, como é o caso do Brasil, muitos casos sdo relatados antes dos 40 anos
(WARNAKULASURIYA, 2009b).

O predominio de CEC de boca em homens ¢ atribuivel aos maiores indices de abuso
de substancias entre os homens, particularmente o uso de tabaco (RETTIG; D’SOUZA, 2015;
WARNAKULASURIYA, 2009b). Adicionalmente, a relagio M:F bem mais elevada em
tumores de orofaringe pode estar relacionada a outro fator de risco, a infeccdo pelo
Papilomavirus Humano, visto que a regido genital feminina possui uma carga viral de HPV
muito maior do que a masculina, o que favorece a infec¢cdo oral pelo HPV em homens que
praticam sexo oral em mulheres (MARUR et al., 2010). Além disso, em outro estudo foi
demonstrado um maior niumero de parceiros sexuais entre os homens, em comparagdo com as
mulheres, o que ¢ um fator de risco para infec¢ao pelo HPV e, ainda, homens apresentam uma
menor taxa de depuragdo do virus e, portanto, sdo mais suscetiveis a infec¢do persistente
(D'SOUZA et al., 2016).

Em relagdo a cor de pele, na amostra analisada, a maioria dos individuos com tumores
de labio, cavidade oral e orofaringe eram brancos (Tabela 3). A prevaléncia de CEC, segundo
a cor da pele, difere substancialmente dependendo da regido geografica de origem do estudo.
Nas regioes Norte e Nordeste do Brasil, a cor preta/parda ¢ a mais referida (ANDRADE;
SANTOS; OLIVEIRA, 2015; AQUINO et al., 2015; LE CAMPION et al., 2016; SANTOS et
al., 2009) e nas regides Centro-Oeste e Sul, a cor branca foi a mais referida (MORO et al.,
2018; OLIVEIRA-NETO et al., 2012; SOUZA; SAKAE; GUEDES, 2008). A regidao Sul do
Brasil € a que possui 0os menores indices de pessoas com cor de pele preta ou parda e, portanto,

justificaria o maior nimero de individuos brancos no presente estudo (IBGE, 2016).

Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes com CEC de boca segundo a cor da pele.

Tumores da

Cor da pele Tumoresﬂde labio cavidade oral Tumores de orofaringe TOTAL
n (%) n (%) n (%) n (%)
Brancos 61(92,42) 69 (92,00) 57 (89,06) 187 (91,22)
Nao brancos 1(1,52) 5(6,67) 5(7,82) 11(5,37)
Desconhecida 4 (6,06) 1(1,33) 2 (3,12) 7 (3,41)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos.

As taxas de incidéncia de cancer de boca também variam consideravelmente entre

grupos raciais/étnicos no mundo e sdo atribuidas as diferencas nutricionais, padroes de
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tabagismo e diferenga nas quantidades de tabaco e dlcool consumidas, ao invés de fatores

genéticos (DAY et al., 1993; WARNAKULASURIYA, 2009a).

4.2.2 Avaliacio dos fatores de risco

Ao analisar a frequéncia do consumo (passado ou atual) de tabaco e bebidas alcoolicas
(Tabela 4), verificou-se que a maioria dos pacientes com cancer de boca faz ou ja fez uso de
tabaco, dos quais 53,66% eram tabagistas e etilistas. Apenas 8,29% dos pacientes negaram uso
dessas substancias. Esses resultados corroboram os dados encontrados na literatura, nos quais
j4 é bem descrito o sinergismo entre uso de tabaco e consumo de bebidas alcodlicas como
principal causa das neoplasias de boca e orofaringe (ANDRADE; SANTOS; OLIVEIRA, 2015;
BATISTA et al., 2010; BLOT et al., 1988; HASHIBE et al., 2009; KO et al., 1995;
MUWONGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2015; SOUSA et al., 2016; VOLKWEIS et al.,
2014).

Tabela 4 - Distribui¢cdo dos pacientes com CEC de boca segundo histéria atual ou passada de
tabagismo e etilismo.

Tumores da

. Tumores de labio . Tumores de orofaringe TOTAL
Fator de risco o cavidade oral o o
n (%) n (%) n (%) n (%)

Tabagismo e etilismo 12 (18,18) 52 (69,34) 46 (71,88) 110 (53,66)
Apenas tabagismo 21 (31,82) 10 (13,33) 11 (17,19) 42 (20,49)

Apenas etilismo - 1(1,33) - 1(0,49)
Negam uso 6(9,09) 9 (12,00) 2(3,12) 17 (8,29)
Nio informado 27 (40,91) 3 (4,00) 5(7,81) 35(17,07)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. A analise de qui-quadrado evidenciou um menor nimero de
individuos com tumores de labio com historia de etilismo (18,18%), em comparagdo com os grupos tumores de
cavidade oral (70,67%) e tumores de orofaringe (71,88%), valor de p <0,01.

A maioria dos pacientes com tumores de labio relataram historia de tabagismo,
todavia, a andlise das variaveis tabagismo e etilismo nesses individuos foi prejudicada, pois em
40,91% dos prontuarios essa informacao nado foi descrita, provavelmente devido ao fato de o
cancer labial estar mais associado a exposi¢@o solar cronica. No entanto, foi demonstrado em
diversos estudos uma associagao entre o consumo de tabaco e o cancer labial (BIASOLI et al.,
2016; MARUCCIA et al., 2012; SOUZA et al., 2011), corroborando os resultados do presente

estudo.
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O tabaco e o alcool s3o os principais fatores de risco reconhecidos para o
desenvolvimento do CEC de boca, entretanto, alguns estudos prévios encontraram relacao entre
esse cancer e o exercicio de determinadas profissdoes, como pedreiros, pintores, motoristas,
trabalhadores da industria de madeira, acougueiros, cozinheiros, pescadores, entre outras
(ANDREOTTI et al., 2006; BROWN et al., 2002; JI;, HEMMINKI, 2005; PUKKALA;
SODERHOLM; LINDQVIST, 1994; SCHILDT et al., 1999; TARVAINEN et al., 2008).

Na Tabela 5, estao listadas as profissdes exercidas pelos participantes do estudo. Entre
as ocupacdes mais frequentes, observam-se os trabalhadores de obras (13,17%) e os
trabalhadores rurais (9,76%). No estudo de Melo et al. (2010), 35,8% dos pacientes com cancer
de boca eram trabalhadores bragais e, no estudo de Santos et al. (2009), 53,9% dos pacientes
eram trabalhadores rurais que, segundo os autores, pode ser um reflexo da constante exposi¢ao
aos raios solares e substancias carcinogénicas envolvidas nessas ocupagdes. Outros autores
sugerem que o maior risco para o desenvolvimento de cancer em certas ocupagdes pode estar
relacionado a fatores socioecondmicos, que refletem no acesso a cuidados médicos e diferencas
comportamentais, como um maior consumo de alcool e/ou tabaco (HASHIBE et al., 2003;

TARVAINEN et al., 2008).

Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes com CEC de boca de acordo com sua profissao

Tumores da

~ Tumores de labio . Tumores de orofaringe TOTAL
Profissiao n (%) cavidade oral n (%) n (%)
n (%)

Trabalhador de obra 8(12,12) 7(9,33) 12 (18,75) 27 (13,17)
Trabalhador rural 9 (13,64) 10 (13,33) 1 (1,56) 20 (9,76)
Do lar/Doméstica 6 (9,09) 5(6,67) 6 (9,38) 17 (8,29)

Aposentado 4 (6,06) 5(6,67) 2(3,13) 11 (5,37)
Motorista 1(1,52) 8 (10,67) 1 (1,56) 10 (4,88)
Auxiliar de servigos gerais 5(7,57) 3(4,00) 2(3,13) 10 (4,88)
Auxiliar de cozinha 5(7,57) 1(1,33) 3(4,69) 9(4,39)
Comerciante 2 (3,03) 3 (4,00) 4 (6,25) 9 (4,39)
Pescador 3 (4,54) 3 (4,00) 2(3,13) 8 (3,90)
Carpinteiro/Marceneiro 3 (4,54) 2(2,67) 3 (4,69) 8 (3,90)
Desempregado 2(3,03) 4(5,33) 1 (1,56) 7 (3,42)
Mecanico 1(1,52) 2(2,67) 2(3,13) 5(2,44)
Vigilante 1(1,52) 1(1,33) 2(3,13) 4(1,95)
Professor 1(1,52) 2(2,67) 1 (1,56) 4(1,95)
Eletricista 1(1,52) 1(1,33) 1 (1,56) 3 (1,46)
Outras” 6 (9,09) 11 (14,67) 13 (20,31) 30 (14,63)
Desconhecida 8 (12,12) 7(9,33) 8 (12,50) 23 (11,22)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: “Outras profissdes exercidas com frequéncia absoluta menor do que 3. CEC — carcinoma de células
escamosas.
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A infecgdo persistente pelo Papilomavirus Humano ¢ considerada um fator de risco
independente para o CEC em orofaringe e, em menor grau, para o cancer de boca (HUANG;
GULLANE; O’SULLIVAN, 2018). Atualmente, tanto o AJCC como o College of American
Pathologists (CAP) recomendam a realizacdo de testes diagnosticos para a infecgdo pelo HPV
como parte da investiga¢do de tumores da orofaringe (AMIN; EDGE, 2017; LEWIS JR et al.,
2017). No entanto, no periodo de tempo analisado, foi infrequente a utilizagao de exames para
o diagnodstico do HPV em amostras de boca e orofaringe e, consequentemente, ndo foi possivel

avaliar este fator de risco no presente estudo.

4.2.3 Caracteristicas clinicas dos tumores

No presente estudo, a maioria dos pacientes com tumor de boca observou a presenga
de um ou mais sinais e/ou sintomas relacionados ao cancer antes do diagnostico (Tabela 6).
Nao houve diferenga significativa entre os grupos (p > 0,05). Desses, o mais relatado pelos
pacientes com tumores de 1abio e da cavidade oral foi a presenga de lesao que nao cicatriza,
seguida de dor local e, pelos pacientes com tumor de orofaringe, os sinais e/ou sintomas mais

relatados foram linfonodomegalia, disfagia e odinofagia (Figura 13).

Tabela 6 - Distribui¢ao dos pacientes com CEC de boca segundo a presenca de sinais e/ou

sintomas.
Presenca de sinais ~ Tumores de labio Tu-m ores da Tumores de orofaringe TOTAL
. cavidade oral
e/ou sintomas n (%) n (%) n (%) n (%)
(1)
Sim 56 (84,85) 66 (88,00) 48 (73,01) 170 (82,93)
Nio - 1(1,33) 1(1,59) 2 (0,97)
Nio especificado 10 (15,15) 8 (10,67) 15 (25,40) 33 (16,10)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos.
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Figura 13 - Distribui¢do da frequéncia dos sinais e sintomas, segundo a localiza¢do anatomica
do cancer.
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Fonte: A autora.

O cancer de boca em seu estadio inicial geralmente é assintomatico. Mas em 40% dos
casos mais avancados, quando a lesdo alcangca um tamanho consideravel, outros sintomas
podem se manifestar (LEMOS JUNIOR ef al., 2013). A sintomatologia varia de acordo com a
localizagao e estadio do cancer (GOUVEA et al., 2010; MCILWAIN et al., 2014; QUEENAN
et al., 2018; SOUSA et al., 2016; SOUZA; SAKAE; GUEDES, 2008), e a presenca de
linfonodomegalia, disfagia, odinofagia, perda de peso e sangramento oral ja foram associados
aum mau prognostico em pacientes com cancer de boca (PUGLIANO et al., 1997; PUGLIANO
et al., 1999; RIBEIRO; KOWALSKI; OLIVEIRA, 2003).

Com relagdo ao tempo de evolugdo da doenga (tempo da percepgao dos primeiros
sintomas até o atendimento médico), pacientes com tumor de 1dbio demoraram em média 22,5
meses (1 - 120 meses) para buscar atendimento; pacientes com tumor de cavidade oral, 5,5
meses (2 semanas - 24 meses); e de orofaringe, 4,5 meses (1 semana - 36 meses). Na Tabela 7,
pode-se observar a distribuicao dos pacientes com cancer de boca, segundo o tempo de evolugao

da doenga.
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Tabela 7 - Tempo de percepcao pelos pacientes dos primeiros sintomas até o atendimento
médico, em meses, segundo a localiza¢ao anatdomica do tumor.

Tumores da

Tempo de percep¢io Tumores de labio . Tumores de orofaringe TOTAL
dos sintomas n (%) cavnl(lizz(oi/:)oral n (%) n (%)
Até 3 meses 5(7,57)* 25 (33,34) 22 (34,38) 52 (25,37)
4 a 6 meses 13 (19,70) 12 (16,00) 10 (15,62) 35(17,07)
7 a9 meses 2(3,03) 5(6,67) - 7(3.42)
10 a 12 meses 7(10,61) 10 (13,33) 4 (6,25) 21 (10,24)
Mais de 12 meses 15 (22,73)* 1(1,33) 1(1,56) 17 (8,29)
Desconhecido 24 (36,36) 22 (29,33) 27 (42,19) 73 (35,61)
TOTAL 66 (100) 75 (100) 64 (100) 205 (100)

*Valor de p < 0,01, em comparagdo com os grupos tumores da cavidade oral e tumores de orofaringe.

Apesar do tumor de ldbio ser o mais facilmente visualizado, foi o tumor que os
pacientes demoraram mais tempo para buscar atendimento médico/odontolédgico,
provavelmente pelo fato das lesdes serem indolores (apenas 7,6% dos pacientes relataram sentir
dor local). Corroborando essa hipotese, no estudo de Santos et al. (2010), 41,9% dos pacientes
com CEC de boca sabiam da lesdo, mas s6 procuraram atendimento quando sentiram dor.

Embora um niimero maior de pacientes com cancer de cavidade oral e orofaringe
buscou atendimento em até 3 meses, a recomendacdo atual ¢ que diante de alguma lesdo que
ndo cicatrize em até 15 dias, deve-se procurar um profissional de saude (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014). Em estudos
prévios, verificou-se que o atraso do paciente em buscar atendimento € o contribuinte mais
significativo para atrasos no diagndstico e tratamento de canceres bucais (FRIEDRICH, 2010;
LE CAMPION et al., 2016; STEFANUTO; DOUCET; ROBERTSON, 2014) que, por sua vez,
pode estar associado ao diagnéstico do cancer em estadios mais avangados (GOMEZ et al.,
2010).

Avaliando-se o estadiamento clinico e/ou patoldgico do cancer de boca, verificou-se
que em 101 (49,3%) dos prontuarios analisados nao constava a informag¢do do estadiamento
clinico e/ou patoldgico do tumor e, por isso, foram excluidos da andlise. O estadiamento dos
104 casos restantes foi realizado de acordo com a 7* edi¢do do AJCC Cancer Staging Manual
(EDGE et al., 2010). Na Figura 14, observa-se que a maioria dos tumores de labio foram
diagnosticados em estadios iniciais (I e II), porém aproximadamente metade dos tumores de
cavidade oral e orofaringe foram diagnosticados em estadios tardios (III e IV). A andlise
estatistica demonstrou que tumores labiais foram diagnosticados mais frequentemente em
estadio II e menos frequentemente em estadio IV (p < 0,01), e tumores de orofaringe foram

mais frequentemente diagnosticados em estadio III (p < 0,05), em comparagdo entre os grupos.
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Figura 14 - Estadiamento dos tumores de 1abio, cavidade oral e orofaringe, atendidos no

periodo de 2013 a 2018.
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Fonte: A autora.

Em um estudo prévio realizado no Centro de Pesquisa Oncologica (CEPON) de
Floriandpolis-SC, 92,2% dos pacientes com cancer de boca foram diagnosticados em estadios
IIT e IV (SCHNEIDER ef al., 2014). Em outros estudos nacionais, foi demonstrado que no
Brasil a maioria dos tumores de cavidade oral e orofaringe sdo diagnosticados tardiamente
(BONFANTE et al., 2014; CURADO et al., 2016; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016). Mesmo em paises desenvolvidos, como o0s
EUA, aproximadamente 50% dos tumores orais e 87% dos tumores de orofaringe sdo
diagnosticados em estadios tardios (WEATHERSPOON et al., 2015). Pacientes diagnosticados
com tumor localizado apresentam um melhor prognoéstico, com sobrevida de 84% em cinco
anos, enquanto pacientes com metastases regionais e distantes apresentam sobrevidas de 66%
e 39%, respectivamente, em cinco anos (HOWLADER et al., 2019).

Em contrapartida, os tumores labiais geralmente sdo diagnosticados em estadios
iniciais, apresentam melhor prognostico e menor taxa de metastase do que os demais tumores
de boca, que podem ser explicados pela diferenca na vascularizagdo sanguinea e linfatica nesses
locais anatdmicos, ou ainda pela facilidade na deteccdo dos tumores labiais pelos pacientes

(BATISTA et al., 2010; OLIVEIRA-NETO et al., 2012; SOUZA et al., 2011).
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A gradacdo histologica dos casos de CEC de boca, distribuido por localizagdo
anatomica, ¢ apresentada na Figura 15. O tipo moderadamente diferenciado foi predominante
nos trés grupos. A analise estatistica demonstra que tumores de ldbio apresentaram mais
frequentemente gradag¢do bem diferenciada (p < 0,01) e tumores de orofaringe apresentaram
mais frequentemente gradacao pouco diferenciada (p < 0,01), em comparagdo entre 0s grupos.
Na literatura, relata-se com maior frequéncia tumores bucais do tipo moderadamente
diferenciado (DEDIVITIS et al., 2004; MORO et al., 2018; WOOLGAR; TRIANTAFYLLOU,
2009) e bem diferenciado (ANJOS HORA et al., 2003; STRIEDER et al., 2017; WU et al.,
1986).

Destaca-se ainda, a ocorréncia de 27,78% de tumores de orofaringe pouco
diferenciados, que de acordo com Kademani et al. (2005) e Woolgar e Triantafyllou (2009),

apresentam maior prevaléncia de metéstase cervical e piores indices de sobrevida.

Figura 15 - Distribuicao da frequéncia de casos de CEC quanto a gradagdo histologica e
localizagdo anatomica.
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Fonte: A autora.

4.2.4 Tratamento indicado

Na Tabela 8, observa-se a distribuicao da frequéncia dos tratamentos indicados para
os carcinomas de labio, cavidade oral e orofaringe. E importante salientar que o tratamento
adjuvante foi realizado em outros hospitais, portanto ndo foi possivel verificar a efetividade dos

mesmos. A maioria dos pacientes com tumor de 1abio foi submetida ao tratamento cirdrgico,
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sem indicacdo de terapia adjuvante. Em 53 (70,67%) pacientes com tumores da cavidade oral,

o tratamento mais indicado foi o cirurgico, aliado ou ndo a terapia adjuvante. J& para os

pacientes com tumores de orofaringe, o tratamento radioquimioterapico foi o mais indicado

(57,81%), e o tratamento cirtirgico foi indicado em apenas 31,26% dos casos.

Tabela 8 - Distribui¢do dos casos de CEC de boca de acordo com o tratamento indicado pelo

médico especialista.

Tumores de Tumores da Tumores
1 cavidade da TOTAL

Tratamento labio oral orofaringe

n % n % n % n %
Cirurgia 58 87,88 21 28,00 7 10,94 86 41,95
Cirurgia + Radioterapia 2 3,03 11 14,67 7 10,94 20 9,76
Cirurgia + Quimioterapia 1 1,52 2 2,67 - - 3 1,46
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia - - 19 25,33 6 9,38 25 12,20
Radioterapia + Quimioterapia - - 12 16,00 37 57,81 49 23,90
Radioterapia - - 2 2,67 2 3,12 1,95
Tratamento paliativo - - 1,33 2 3,12 3 1,46
Nio informado 5 7,57 7 9,33 3 4,69 15 7,32
TOTAL 66 100 75 100 64 100 205 100

Nota: CEC — carcinoma de células escamosas. Foram observadas diferencas estatisticas entre todos os
tratamentos indicados e os grupos analisados (valor de p < 0,05).

Existem trés modalidades de tratamento para as neoplasias malignas de boca: cirurgia,

radioterapia e quimioterapia; utilizados de forma isolada ou em conjunto. O tratamento dos

tumores labiais em estadios iniciais pode ser realizado com cirurgia ou radioterapia (RT), de

forma igualmente eficaz. Porém, a cirurgia geralmente ¢ a primeira escolha, por ser menos

onerosa e possuir menos efeitos colaterais que a RT. A cirurgia também ¢ a primeira modalidade

de tratamento dos tumores bucais ressecaveis e, em tumores localmente avangados, a RT ou

radioquimioterapia adjuvante podem ser indicadas para melhor controle e sobrevida.

Atualmente, o tratamento primario da maioria dos canceres de faringe e laringe € realizado com

radioterapia, associada ou ndo a quimioterapia. Pacientes com tumores de orofaringe poderiam

se beneficiar do tratamento cirurgico, com uma redu¢do de 20% na recidiva em comparagao

com aqueles tratados com radioquimioterapia primdria, no entanto, a cirurgia envolve

abordagens mais invasivas € um risco associado (KERAWALA et al., 2016; SHANTI;

O’MALLEY, 2018).
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4.3 CONSIDERACOES FINAIS DO ESTUDO RETROSPECTIVO

Considerando a prevaléncia e a gravidade do cancer de boca na populacao estudada, a
demora na liberagao de laudos anatomopatolédgicos, além das limitagdes da analise IHQ citadas
anteriormente, acreditamos que a utiliza¢do da citometria de fluxo como método para avaliagao

de biomarcadores prognosticos pode ser util para o melhor acompanhamento desses pacientes.
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5 ESTUDO PROSPECTIVO

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Padronizacio e titulacio dos anticorpos em linhagens celulares

Os biomarcadores escolhidos para essa etapa inicial de validagdo da citometria de
fluxo na avalia¢ao de marcadores de cancer de boca foram: p53, p16, Ki-67 e pan-citoqueratina
(CK 4+5+6+10+13+18), os quais ja sdo utilizados na avaliacdo IHQ do cancer de boca na
ULAP do HU/UFSC/EBSERH e possuem disponibilidade comercial. Os seguintes clones
foram adquiridos para essa etapa: anti-p53 (clone DO-7, Becton Dickinson — BD®, San Jose,
CA, EUA), anti-p16 (clone G175-1239, BD®, San Jose, EUA), pan-citoqueratina (clone C-11,
Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) e Ki-67 (clone 20Rajl, Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA).

Para a validagdo e titulagdo dos anticorpos anti-p53, anti-pl6 e pan-citoqueratina,
foram utilizadas células de linhagens celulares que expressavam esses antigenos com o objetivo
de avaliar a reacdo antigeno-anticorpo e determinar a concentragdo mais adequada de anticorpos
a serem utilizados. As linhagens celulares utilizadas foram obtidas do American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, EUA) e estdo listadas no Quadro 3. Como excecao, foi utilizada
como controle negativo do anticorpo pan-citoqueratina uma amostra de sangue periférico de
um voluntério cujo hemograma ndo apresentou alteragdes. A padronizagdo do biomarcador Ki-

67 foi realizada previamente por Wopereis (2019).

Quadro 3 - Linhagens celulares utilizadas na validagao e titulacdo dos anticorpos anti-p53,
anti-p16 e pan-citoqueratina.

Anticorpo Controle positivo Controle negativo

Anti-p53 SKBR3 MCEF7

Anti-p16 HeLa MCEF7

Pan-citoqueratina MCF7 Leucocnos'p’r Qvementes de
sangue periférico

Nota: Todas as linhagens celulares foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
EUA).

As células foram mantidas em garrafa para cultura celular contendo meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF, Gibco®, Carlsbad, CA, EUA), 100 U/ml de penicilina (Gibco®, Carlsbad, CA, EUA),
100 pg/ml de estreptomicina (Gibco®, Carlsbad, CA, EUA) e 10 mM de tampio HEPES
(Gibco®, Carlsbad, CA, EUA) em pH 7,2. As células foram mantidas em incubadora com
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atmosfera imida de 5% de CO2 a 37°C e o meio foi trocado a cada dois ou trés dias para
manuten¢do da viabilidade celular.

Antes dos experimentos, as células foram tratadas com solucdo de tripsina 0,25%
(Amresco, Solon, OH, EUA) durante 5 a 10 minutos com o objetivo de desagrega-las.
Posteriormente, a suspensao celular obtida foi transferida a um tubo Falcon contendo meio de
cultura a fim de inativar a acdo da tripsina. Apds essa etapa, o tubo foi centrifugado a 1500
RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e, ao pellet celular, foram acrescentados 2
mL de tampao fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline) contendo 0,2% de
albumina sérica bovina (BSA) e o tubo foi centrifugado novamente a 1500 RPM por 5 minutos,
esse procedimento foi repetido trés vezes. Finalmente, o pellet celular foi ressuspenso em 1 mL
de PBS, e a viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo do corante azul de Trypan
0,4% (Sigma-Aldricht®, St. Louis, MO, EUA).

Em cada tubo de citometria de fluxo foram adicionadas 500.000 células/100 uL de
PBS. Essas células foram incubadas com 100 pL do reagente A (BD Intrasure™ Kit, BD®, San
Jose, CA, EUA) por 15 minutos na auséncia de luz e em temperatura ambiente. Posteriormente,
a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 2.000 RPM e o sobrenadante foi descartado. Foram
adicionados ao pellet 100 pL de reagente B e o volume necessario dos anticorpos de interesse.
Os tubos foram incubados novamente por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Posteriormente, foi acrescentado 4 mL de PBS e os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 2.000 RPM, o sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 300 pL. de PBS
e adquiridas (100.000 eventos) no citdmetro de fluxo FACS Canto II (BD®, San Jose, CA,
EUA).

Como controle de marcagdo, foi utilizado um tubo controle sem marcaciao (tubo
branco), ou seja, sem adi¢do dos anticorpos. Os controles de marcagdo foram utilizados para a
defini¢do do ponto de corte entre as populacdes negativas e positivas para um determinado
marcador.

Para determinacao do volume ideal de anticorpo, foi utilizado o calculo do stain index:

Stain index = 1FM (+) —IFM (-)
2x DP (-)

Onde IFM (+) e IFM (-) sdo, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia média da
populagdo positiva e negativa, e DP (-) € o desvio padrao da intensidade de fluorescéncia da

populacdo negativa.
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A diluigdo escolhida foi a que apresentou o maior stain index, pois representa a melhor
concentragdo de anticorpo que gera marcagdes especificas com a menor quantidade de

fluorescéncia de fundo (em inglés, background).

5.1.2 Selecio da amostra

Este estudo utilizou o método nao-probabilistico de amostragem por conveniéncia,
assim, foram incluidas 40 amostras de pacientes com suspeita de carcinoma de células
escamosas de boca atendidos nos ambulatdrios de Estomatologia e de Suporte Odontoldégico ao
paciente com Cancer de Boca no Nucleo de Odontologia Hospitalar (NOH) do
HU/UFSC/EBSERH e pacientes atendidos no ambulatorio de Cirurgia de Cabeca e Pescogo
(CCP) do HU/UFSC/EBSERH, que realizaram bidpsia e exame histopatologico, no periodo de
outubro de 2018 a julho de 2021. As informagdes clinicas foram obtidas por meio de busca nos
prontuarios. Este estudo foi desenhado para captar um total de 50 amostras de cancer de boca,
que ¢ o minimo recomendado pelo National Commitee for Clinical Laboratory Standards para
validagdo de métodos qualitativos (NCCLS, 2002). No entanto, em decorréncia da pandemia
do COVID-19, o numero de atendimentos no NOH e CCP do HU/UFSC/EBSERH, ¢
consequentemente o nimero de biopsias realizadas, diminuiu muito e ndo foi possivel realizar
a coleta das 50 amostras, e, dessa forma, foram avaliadas 40 amostras.

Foram excluidas do estudo as amostras cuja retirada de material pudesse comprometer
a andlise histopatoldgica realizada pela ULAP do HU/UFSC/EBSERH. Outro critério de
exclusao utilizado foi a auséncia de populagdes de células viaveis apos a avaliagdo com o
marcador de viabilidade 7-aminoactinomicina D (7AAD) por citometria de fluxo.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
UFSC, com numero de parecer 2.985.964 e CAAE 52861715.0.0000.0121 (Anexo B), e todos
os individuos participantes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) de forma a manifestarem sua concordancia em participar (Anexo C).

5.1.3 Coleta e processamento das biopsias de boca

A coleta das amostras provenientes do NOH foi realizada por cirurgido dentista, por
meio de bidpsia incisional. As amostras foram divididas em dois fragmentos: um deles foi
transportado em solucao de formol tamponado a 10% para a ULAP, para realiza¢do de estudo

anatomopatoldgico e imuno-histoquimico de rotina (padrao ouro); e o outro fragmento foi
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transportado em PBS para o Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias
(LOEH/CCS/UFSC) para a realizagdo das analises imunofenotipicas por citometria de fluxo.
As amostras do CCP foram obtidas a partir da resseccao cirurgica dos carcinomas invasivos de
boca. Essas amostras foram enviadas a fresco, imediatamente apos a sua coleta, para a ULAP,
onde a equipe responsavel pela macroscopia tumoral realizou a coleta de um fragmento de
tecido em PBS, destinado a analise por citometria de fluxo. O material restante foi fixado em
formol e submetido ao processamento conforme a rotina do setor.

Para realizagdo do estudo anatomopatoldgico, as amostras fixadas foram incluidas em
parafina, cortadas a 3 um de espessura e coradas em hematoxilina e eosina. Para avaliar os
produtos de expressdo proteica, foi realizado estudo imuno-histoquimico com os marcadores
selecionados p16, p53 e Ki-67 pelo método automatizado (VENTANA - modelo Benchmark
XT) seguindo as orientacdes do fabricante. Controles de marca¢do (amostras de tecidos
positivas para o marcador de interesse) foram usados em todos os casos. As laminas foram
analisadas por patologistas e revisadas por um patologista sénior em microscopio (Nikon
Eclipse E200) no aumento de 200x, conforme recomendagdo do AJCC (2017) e OMS (2017a;
b). Os casos de carcinoma invasivo foram classificados de acordo com o seu grau de
diferenciagdo celular em: bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco
diferenciados (Figura 16).

Para avaliagdo histoquimica, as células com coloracdo marrom foram consideradas
como expressao positiva. Os resultados de Ki-67 foram expressos em porcentagem de células
positivas para cada caso. A mediana foi utilizada como ponto de corte para a defini¢ao do grupo
Ki-67 alto e do grupo Ki-67 baixo. Os resultados de p16 e p53 foram pontuados de acordo com
a intensidade (fraca, moderada ou forte) da coloragdo (Figura 17) e a porcentagem de células

neoplésicas positivas.



70

Figura 16 - Figura ilustrativa das caracteristicas morfologicas dos tumores, segundo a sua
gradagdo histologica.

——
T E B :

Fonte: A autora.

Nota: Fotomicrografias de tumores de boca bem diferenciados (A e B), moderadamente diferenciados (C e D) e
pouco diferenciados (E e F). Painel A — Blocos de células neoplasicas de padrdo escamoso com fenotipo
semelhante ao do epitélio escamoso estratificado (aumento de 200x); Painel B — formacdo de pérola cornea
(aumento de 400x); Painel C — Blocos de células tumorais, com tentativa de preservago do epitélio escamoso
estratificado (aumento de 200x); Painel D — células atipicas, com cromatina grosseira, apoptose e com tendéncia
de queratinizagdo (aumento de 400x); Painel E — Blocos tumorais pequenos e médios, com células atipicas que
ndo se assemelham ao epitélio escamoso, ndo ha formagao de pérola cornea e nem de areas de queratinizagao
(aumento de 200x); Painel F — mitoses aberrantes e atipias nucleares mais pronunciadas (aumento de 400x).
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Figura 17 - Figura ilustrativa da avaliacdo da expressao dos marcadores pl6 e pS3 em células
tumorais.

Al

Fonte: A autora.

Nota: Painel A: amostra p16 negativa; Painéis B-D: coloragio nuclear e citoplasmatica de p16 de intensidade

fraca (B), moderada (C) e forte (D); Painel E: amostra p53 negativa; Painéis F-H: coloragdo nuclear de p53 de
intensidade fraca (F), moderada (G) e forte (H). Aumento de 400x.
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A fim de garantir que as amostras utilizadas na citometria de fluxo se tratavam de fato
de tecido tumoral, foram confeccionadas laminas de microscopia por imprinting do material
analisado, seguido de fixagdo e coloracdo hematoxilina-eosina. Para a realizacdo da
imunofenotipagem, as amostras de tecido de boca foram primeiramente dissociadas, para
obtencdo de uma suspensao de células unicas, e processadas em, no maximo, uma hora. Nessa
etapa, o tecido foi seccionado com auxilio de bisturi, em gelo, e depois macerado em tubo de
ensaio contendo, aproximadamente, 500 uL. de PBS-BSA. Em seguida, as amostras foram
filtradas, com auxilio do filtro CellTrics® 150 pm (Sysmex®, Hamburg, Alemanha) e
ressuspensas em PBS-BSA quantidade suficiente para 1 mL.

Ap6s a dissociacdo, as amostras seguiram o protocolo de marcacao dos antigenos de
membrana e intracelulares j& estabelecido no LOEH. Resumidamente, as amostras foram
incubadas com os anticorpos direcionados aos marcadores de superficie por 15 minutos em
geladeira. Apos a incubacio, foram adicionados 100 pL do reagente A (BD Intrasure™ Kit,
BD®, San Jose, CA, EUA) e as amostras foram incubadas por 5 minutos em geladeira.
Posteriormente, as células anucleadas foram lisadas, adicionando-se 1 mL de solucdo lisante
(BD®, San Jose, CA, EUA) aos tubos, os quais foram incubados por mais 10 minutos e, em
seguida, centrifugados por 5 minutos a 2.000 RPM e os sobrenadantes foram descartados.
Foram adicionados ao pellet 50 uL. de reagente B e o volume necessario dos anticorpos
direcionados aos marcadores intracelulares. Os tubos foram incubados por 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos a incubagao, foram acrescentados 2 mL de PBS
e os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 2.000 RPM, o sobrenadante foi descartado e as
células suspensas em 200 uL de PBS.

No decorrer do estudo, foi necessaria a padronizagdo de uma nova técnica de
dissociacao dos tecidos de boca para obtengdo de um maior nimero de eventos viaveis. Assim,
foram testadas duas solugdes enzimaticas: 1) Colagenase tipo II (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) na concentra¢do de 1 mg/mL (202 U/mL); e 2) Dispase 1I
(Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) na concentracdo de 2 mg/mL (1,54
U/mL). Ambas as enzimas foram utilizadas em conjunto com a Nuclease Universal de Pierce
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) na concentracao de 375 U/mL, a qual digere
os acidos nucléicos liberados pelas células lisadas, reduzindo assim a viscosidade das
suspensoes celulares. Para realizagao da dissociagdo enzimatica, os tecidos foram inicialmente
fragmentados com auxilio de bisturi e, entdo, incubados a 37 °C sob agitacdo mecanica, por

uma hora, com as solugdes enzimaticas. Ao término da digestdo, as amostras foram filtradas,
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lavadas com 5 mL de PBS-BSA e suspensas em 1 mL de PBS-BSA. Em seguida, foram

incubadas com os anticorpos, seguindo o protocolo de marcagao descrito anteriormente.

5.1.4 Aquisicao das amostras e estratégias de analise

A aquisi¢do das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo BD FACS Canto II (BD®,
San Jose, CA, EUA) utilizando-se o programa BD FACSDiva versdo 6.1.2 (BD®, San Jose,

t™ versdo 2.0

CA, EUA) e a analise dos dados foi realizada utilizando-se o programa Infinicy
(Cytognos, Santa Marta de Tormes, Salamanca, Espanha). Nao foi estabelecido um nimero
maximo de eventos a serem adquiridos. Padronizou-se a aquisi¢ao do volume total de suspensao
celular em cada tubo, a fim de se obter uma populagdo representativa das células tumorais.

A disposicao do painel de anticorpos utilizados estd descrita no Quadro 4. A
viabilidade das células foi avaliada pelo 7AAD (BD®, San Jose, CA, EUA), um intercalador de
DNA que s6 penetra nas células quando as mesmas tém a perda da integridade da membrana
(ZIMMERMANN; MEYER, 2011). Assim, quando ocorre danos nas estruturas celulares
expondo seu DNA, o 7AAD se liga ao mesmo e as células apresentardo fluorescéncia, a qual
sera detectada pelo citdometro de fluxo. Assim, a viabilidade da amostra ¢ calculada pela
porcentagem de eventos que nao expressam fluorescéncia para 7-AAD. Adicionalmente, foi
realizada a analise da populacdao de leucdcitos intratumorais, por meio da avaliacdo do tubo
LST (de lymphoid screening tube) estabelecido pelo Consorcio Euroflow (Tubo 4). Os

anticorpos utilizados foram os mesmos descritos no estudo de Reis (2020).

Quadro 4 - Painel de anticorpos utilizados para avaliacdo de marcadores em amostras de boca

Fluorocromos
Tubos FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 V450 V500
1 - - TAAD - - - - CD45
2 p53* pl6* - CDl16 Pan-CK* CDh14 - CD45
3 Ki-67* - - - Pan-CK* - - CD45
4 Lgr]r)ﬂf(/ia E?;Ig CD5S ,E ]CDli% CD3/CD14 CD38 CD20/CD4  CD45

Fonte: A autora.
Nota: FITC - Fluorescein isothiocyanate; PE - Phycoerythrin; PerCP - Peridinin Chlorophyll Protein Complex;
PE-Cy7: PE/Cyanine Dye 7; APC - Allophycocyanin; APC-H7 — APC/Cyanine Dye H7; TAAD —
7-aminoactinomicina D; Pan-CK — Pan-citoqueratina; *marcadores intracelulares.
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Para a analise e identificagdo das populagdes celulares, foi utilizada uma estratégia de
selecdo de eventos sequenciais (em inglés gates). Para a avalia¢do dos leucécitos intratumorais,
foi realizado primeiramente um gate na regiao dos linfocitos no dot plot complexidade interna
(SSC-A) versus expressao do antigeno CD45. A seguir, foram realizados gates para a
identificacdo dos linfocitos T e NKT (Figura 18), linfécitos B (Figura 19) e células NK (Figura
20). Os linfocitos T sdo caracterizados pela expressdo antigénica de CD3 e CDS5, e sdo
classificados em subtipos de acordo com a expressao dos marcadores TCR yo, CD4 e CDS. Os
linfocitos NKT também expressam CD3 e CDS5 e caracterizam-se pela positividade para CD56.
Os linfocitos B sdo caracterizados pela expressao de CD19. Linfocitos B maduros expressam
também CD20, enquanto os plasmocitos caracterizam-se pela expressdo antigénica de CD38.
A clonalidade dos linfocitos B maduros ¢ avaliada pela expressao de Kappa e Lambda. As

células NK sao identificadas pela auséncia de expressdo de CD3 e expressdo de CD56.
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Figura 18 - Estratégias de andlise dos linfocitos T e NKT
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A: selecdo das células com baixa complexidade e com expressdo de CD45 no dot plot complexidade
celular (SSC-A) versus CD45; Painel B: selecao das células CD3+ no dot plot SSC-A versus CD3; Painel C: selecao
das células CD5+ no dot plot SSC-A versus CD35; Painel D: sele¢do das células com expressdo de TCR yd no dot plot
SSC-A versus TCR yd; Painel E: selegio das células CD56+ no dot plot SSC-A versus CD56; Painel F: avaliagdo da
expressdo de CD4 e CDS8 no dot plot CD8 versus CD4.
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Figura 19 - Estratégias de andlise dos linfocitos B e plasmdcitos
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A: sele¢do das células com baixa complexidade e com expressao de CD45 no dot plot complexidade
celular (SSC-A) versus CD45; Painel B: selecdo das células CD19+ no dot plot SSC-A versus CD19; Painel C: selecao
das células plasmocitarias (CD38+) e linfocitos B maduros (CD20+) no dot plot CD38 versus CD20; Painel D:
avaliag@o da clonalidade dos linfocitos B maduros no dot plot Kappa versus Lambda. Em verde, células positivas para
Kappa e em rosa, células positivas para Lambda.
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Figura 20 - Estratégias de analise das células NK
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Fonte: A autora.
Nota: Painel A: seleg@o das células com baixa complexidade e com expressdo de CD45 no dot plot complexidade
celular (SSC-A) versus CD45; Painel B: seleg@o das células CD3- no dot plot SSC-A versus CD3; Painel C: selegéo
das células CD56+ no dot plot SSC-A versus CD56.

Para identificacdo dos macrdofagos (Figura 21— Painéis A e B), foi realizado um gate
na regido dos mondcitos no dot plot SSC-A versus CD45. A seguir, os mondcitos foram
identificados pela positividade dos marcadores CD14. E, por ultimo, os neutrofilos e os
eosinofilos foram identificados na regido dos neutrofilos nos dot plots tamanho celular versus

SSC-A e SSC-A versus CD45 (Figura 21, Painéis E e F).
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Figura 21 - Estratégias de andlise dos macréfagos, neutréfilos e eosinéfilos.
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A: selegdo das células com complexidade intermediaria e com expressao de CD45 no dot plot
complexidade celular (SSC-A) versus CD45; Painel B: selegao das células CD14+ no dot plot SSC-A versus CD14;
Painel C: selegdo das células com alta complexidade e tamanho celular no dot plot SSC-A versus tamanho celular
(FSC-A); Painel D: selec@o das células CD45+ na regido dos neutrofilos e eosindfilos no dot plot SSC-A versus CD45.

A identificagdo das células epiteliais foi realizada pela avaliacao do seu tamanho (FSC)
e complexidade celular (SSC) (Figura 22, Painel A) e positividade para o marcador Pan-
citoqueratina (Figura 22, Painel B). Embora as células epiteliais ndo expressem o antigeno
CDA45, foi observado que essas células apresentam certo grau de autofluorescéncia no
comprimento de onda referente ao CD45 (Figura 22, Painel C). A avaliagdo de p53, pl6 e Ki-
67 foi realizada conforme descrito por Wopereis (2019), utilizando os linfécitos como base de

comparacao.
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Figura 22 - Estratégia de anélise das células epiteliais.

B

CD45:V500-A

Fonte: A autora.

Nota: Painel A: selecdio das células com tamanho e complexidade celular maiores que a dos linfocitos (em amarelo) no
dot plot complexidade celular (SSC-A) versus tamanho celular (FSC-A); Painel B: sele¢ao das células positivas para
citoqueratinas no dot plot SSC-A versus Pan-CK; Painel C: selecdo das células CD45 negativas no dot plot SSC-A
versus CD45.

5.1.5 Analise estatistica

Para a andlise descritiva dos dados, foram estimadas as frequéncias absolutas e
relativas das variaveis categoricas, e as medidas de tendéncia central e dispersao das varidveis
numéricas.

Para comparacdo das técnicas de imunofenotipagem, os resultados foram

classificados, dentro de diagramas de conten¢do, como verdadeiros positivos (VP), falsos
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positivos (FP), verdadeiros negativos (VN) e falsos negativos (FN), adotando-se como padrao
aureo a IHQ. Para os célculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP)
e valor preditivo negativo (VPN) foram aplicadas as respectivas formulas: VP/(FN+VP);
VN/(FP+VN); VP/(VP+FP) e VN/(VN+FN). Para a avaliacdo de concordancia entre os
resultados de citometria de fluxo e IHQ foi utilizado o teste Kappa e adotaram-se como
referéncia os valores determinados por Altman (1991). Desta forma, foi atribuida concordancia
pobre para valores de Kappa entre 0 - 0,20, concordancia razoavel a valores entre 0,21 - 0,40,
concordancia moderada a valores entre 0,41 - 0,60, concordancia boa a valores 0,61 - 0,80 e
concordancia excelente a valores entre 0,81-1,00.

Os resultados de Ki-67 foram comparados utilizando o teste t de uma amostra do viés
entre as metodologias, seguido pela disposicdo grafica de Bland-Altman. Para a construg¢do
desse grafico, primeiramente foi efetuado o teste t de uma amostra, com o objetivo de verificar
se amédia do viés entre as metodologias testadas era estatisticamente igual a zero (concordancia
perfeita). Posteriormente, o viés para cada amostra foi plotado num grafico de dispersao para
verificar se os resultados estdo dentro do intervalo de confianga estabelecido. E, por fim, foi
realizada a andlise de regressao linear simples para verificar se as amostras apresentam viés de
proporg¢ao, com uma tendéncia para cima ou para baixo da média.

Para a comparacao entre o perfil dos linfocitos encontrados e sua correlacdo com a
localizagdo anatomica, o grau histologico e o estadiamento tumoral, as varidveis foram
primeiramente testadas quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. A seguir, as
variaveis numéricas paramétricas foram comparadas pelos testes t de Student ou ANOVA de
uma via seguido do post-hoc Bonferroni. Por outro lado, as varidveis numéricas ndo
paramétricas foram comparadas pelos testes de Mann-Whitney U ou Kruskall-Wallis seguido
do post-hoc de Mann Whitney U modificado por Bonferroni. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de p < 0,05. A confeccdo do banco de dados foi realizada
com o auxilio do software Excell® e, para a analise estatistica, foram utilizados os softwares

SPSS versao 17.0 (Chicago, IL, EUA) e Graphpad Prism versao 9.0.0 (San Diego, CA, EUA).
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Padronizacio dos anticorpos em linhagens celulares

Inicialmente, foi avaliada a sensibilidade e especificidade do anticorpo pan-
citoqueratina nas células de linhagem de carcinoma de mama MCF-7 (controle positivo). Para
a avaliagcdo da autofluorescéncia das células, foi utilizado um tubo controle sem marcagao do
anticorpo e, para a avaliagao de ligagdes inespecificas do anticorpo, foi utilizado um controle
negativo, que consistiu na marcagdo de uma amostra de sangue periférico. A utilizagdo de um
controle negativo ¢ importante para a avalia¢do da especificidade da ligagdo do anticorpo ao
antigeno correspondente na populagdo de células, as quais foram expostas as mesmas condigdes
de incubacgao que a populagdo celular em estudo.

Embora o volume de anticorpo a ser utilizado seja informado pelo fabricante, ¢é
essencial realizar a titulagdo dos anticorpos com o objetivo de determinar a diluigdo ideal, de
forma a maximizar a sensibilidade do anticorpo e minimizar a ligacdo de fundo nao especifica
(em inglés background). Para isso, deve-se realizar a marca¢do com varias diluigdes do
anticorpo. A dilui¢do que propiciar a melhor separacgao entre células ndo marcadas e marcadas,
e que exibir sinal desprezivel em células ndo-alvo, deve ser utilizada. Frequentemente, o volume
ideal ¢ menor do que o recomendado pelo fornecedor, o que favorece a economia de recursos
(KALINA; LUNDSTEN; ENGEL, 2020).

Para a avaliacdo da expressdo das citoqueratinas nas células MCF-7, foram utilizados
os volumes de 1 uL, 2 uL e 5 pL (recomendado pelo fabricante) de anticorpo. Pode-se observar
na Figura 23, tanto nos dot plots quanto nos histogramas, o aumento da intensidade de
fluorescéncia no eixo x das células marcadas (em vermelho), em comparagdo com o controle
nao marcado (tubo branco, em cinza), o que evidencia a capacidade de ligagcdo do anticorpo as
citoqueratinas presentes nas células. Embora o stain index tenha sido maior com a utilizag¢do de
5 pL de anticorpo, nos volumes de 2 uL e 5 pL, a marcagdo extrapolou a area do grafico,
portanto, o volume de anticorpo definido foi o de 1 pL (Figura 23). Como pode ser observado
na Figura 24, ndo houve marcagdo de citoqueratinas nos leucocitos do sangue periférico. Esse
resultado nos permite concluir que o anticorpo anti-citoqueratina utilizado € especifico para as

células nao hematologicas.
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Figura 23 - Comparacao entre células MCF-7 ndo marcadas (em cinza) e células marcadas
com anticorpo pan-citoqueratina (em vermelho), nos volumes 1 uL, 2 uL e 5 pL.
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Fonte: A autora.

Nota: Painéis A e B - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribui¢@o da intensidade de
fluorescéncia média das células marcadas com 1 pL de anticorpo. Painéis C e D — “Dot Plot” e histograma,
respectivamente, mostrando a distribuicdo da intensidade de fluorescéncia média das células marcadas com 2 pL
de anticorpo. Painéis E e F — “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribuigdo da intensidade
de fluorescéncia média das células marcadas com 5 pL de anticorpo.
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Figura 24 - Comparacdo entre leucdcitos do sangue periférico ndo marcados (cinza) e
leucéceitos marcados (vermelho) com anticorpo pan-citoqueratina.
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A - “Dot Plot” mostrando a distribui¢do das popula¢des quanto a sua complexidade estrutural (eixo
y) e a intensidade de fluorescéncia (eixo x) do tubo branco (em cinza) e das células marcadas com 1 pL de
anticorpo pan-citoqueratina (em vermelho). Painel B - histograma evidenciando a densidade populacional (eixo
y) e a intensidade de fluorescéncia. Pan-CK — Pan-citoqueratina.

A padronizagdo do anti-p16 foi realizada nas células de linhagem celular de carcinoma
de colo uterino HeLa (ATCC® CCL-2™), as quais contém HPV 18 e, portanto, superexpressam
pl6. O anticorpo foi analisado nos volumes 10 pL, 15 pL e 20 pL (recomendado pelo
fabricante), e o stain index de cada diluigdo foi calculado. Como pode ser observado na Figura
25, autilizag@o de 20 pL de anticorpo anti-p16 proporcionou a melhor distingdo entre as células
marcadas (em vermelho) e os controles ndo marcados (tubo branco, em cinza), com o maior
stain index, portanto, esse foi o volume de anticorpo escolhido para os testes subsequentes.

Como controle negativo para marcacdo de p16, foram utilizadas células de linhagem
celular MCF-7, as quais possuem delecao homozigética de pl6 (HERMAN et al., 1995). Como

esperado, ndo houve marcagdo de p16 nessas células (Figura 26).
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Figura 25 - Comparacdo entre células HeLa ndo marcadas (cinza) e células marcadas
(vermelho) com anti-p16, nos volumes 10 uL, 15 pL e 20 pL.
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Fonte: A autora.
Nota: Painéis A e B - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribui¢@o da intensidade de
fluorescéncia média das células marcadas com 10 uL de anticorpo. Painéis C e D - “Dot Plot” e histograma,
respectivamente, mostrando a distribuicdo da intensidade de fluorescéncia média das células marcadas com 15
pL de anticorpo. Painéis E e F - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribuigdo da
intensidade de fluorescéncia média das células marcadas com 20 pL de anticorpo.
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Figura 26 - Comparagdo entre células MCF-7 ndo marcadas (cinza) e células marcadas
(vermelho) com anti-p16.
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A - “Dot Plot” mostrando a distribuigdo das popula¢des quanto a sua complexidade estrutural (eixo
y) ¢ a intensidade de fluorescéncia (eixo x) do controle ndo marcado (em cinza) e das células marcadas com 20
pL de anti-p16 (em vermelho). Painel B — histograma evidenciando a densidade populacional (eixo y) e a
intensidade de fluorescéncia.

A sensibilidade e a especificidade do anticorpo anti-p53 foram avaliadas nas células
das linhagens SKBR3 (controle positivo) e MCF-7 (controle negativo). O anticorpo foi
analisado nos volumes 10 uL, 15 pL e 20 pL (recomendado pelo fabricante), e o stain index de
cada diluigdo foi calculado. Como pode ser observado na Figura 27, a adi¢ao do anticorpo anti-
p53 (em vermelho) causou um aumento da intensidade de fluorescéncia no eixo x, em
compara¢do com o controle ndo marcado (tubo branco, em cinza), porém, a intensidade de
fluorescéncia foi menor do que a observada para o marcador p16. Uma das justificativas para
essa menor intensidade de fluorescéncia média observada se deve ao fato do p53 ser uma
molécula localizada apenas no nucleo das células, ao contrario do p16 que se localiza tanto no
citoplasma como no nucleo das células. Adicionalmente, o anti-p53 estava conjugado ao
fluorocromo FITC, o qual apresenta menor intensidade de fluorescéncia do que o fluorocromo

PE, ao qual o anti-p16 estava conjugado.
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Figura 27 - Comparagdo entre células SKBR3 ndo marcadas (cinza) e células marcadas
(vermelho) com anti-p53, nos volumes 10 uL, 15 pL e 20 pL.
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Fonte: A autora.
Nota: Painéis A e B - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribui¢@o da intensidade de
fluorescéncia média das células marcadas com 10 pL de anticorpo. Painéis C e D - “Dot Plot” e histograma,
respectivamente, mostrando a distribui¢do da intensidade de fluorescéncia média das células marcadas com 15
pL de anticorpo. Painéis E e F - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribuigdo da
intensidade de fluorescéncia média das células marcadas com 20 pL de anticorpo.
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Como esperado, ndo houve marcacdo de p53 nas células MCF7 (Figura 28), pois
nessas células a atividade do gene TP53 esta prejudicada pela amplificagdo do gene MDMX
que codifica reguladores negativos de TP53 (HAUPT et al., 2015).

Figura 28 - Comparagao entre células MCF-7 ndo marcadas (cinza) e células marcadas
(vermelho) com anti-p53.
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Fonte: A autora.

Nota: Painel A - “Dot Plot” mostrando a distribuigdo das popula¢des quanto a sua complexidade estrutural (eixo
y) e a intensidade de fluorescéncia (eixo x) do controle ndo marcado (em cinza) e das células marcadas com 20
pL de anti-p53 (em vermelho). Painel B - histograma evidenciando a densidade populacional (eixo y) e a
intensidade de fluorescéncia.

Com a validag@o dos anticorpos em células de linhagens celulares e a defini¢cdo dos
volumes adequados de cada um dos anticorpos, procedeu-se a anélise das amostras de biopsias

de boca.
5.2.2 Caracterizacio dos participantes do estudo

Foram avaliadas neste estudo 40 amostras de pacientes com suspeita de carcinoma de
boca. No entanto, em virtude de problemas técnicos ou metodologicos, como falta de reagentes
ou impossibilidade de comparacdo com a metodologia de referéncia, algumas analises nao
puderam ser realizadas em uma parcela das amostras. Assim, os leucocitos foram analisados
em 40 amostras, os marcadores pl6 e p53 em 22 amostras ¢ o Ki-67 em 13 amostras. Dos
pacientes incluidos no estudo, 62,5% eram do sexo masculino (n=25) e 37,5% do sexo feminino
(n=15), 92,5% eram caucasianos (n=37), e a idade variou de 21 a 93 anos com mediana de 63

anos. A viabilidade celular das amostras analisadas por citometria de fluxo variou de 27 a 91%.
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Das 40 amostras analisadas, trés (7,5%) receberam diagnoéstico de lesdes ndo malignas
(como abscessos e paracoccidioidomicose), seis (15,0%) de lesdes potencialmente malignas
(como leucoplasia e lesdes papilomatosas e acantoticas) e 31 (77,5%) receberam diagnostico
de CEC invasivo. Os resultados das varidveis clinicas e morfologicas dos casos de CEC

invasivo estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados das varidveis clinicas e morfoldgicas dos casos de carcinoma de boca.

Variaveis clinicas e morfologicas n° casos %
<40 2 6,45
Idade 40 -70 21 67,74
> 170 8 25,81
Feminino 11 35,48
Sexo 3
Masculino 20 64,52
) Tabaco 24 77,42
Fatores de risco -
Alcool 17 54,84
Lébios 2 6,45
Localizagdo Cavidade oral 22 70,97
Orofaringe 7 22,58
Bem diferenciado 5 16,13
Gradag@o histologica Moderadamente diferenciado 20 64,52
Pouco diferenciado 6 19,35

5.2.3 Validacdo do marcador p16

A avaliagdo THQ do pl6 é comumente usada como um marcador indireto para a
infecgdo ativa por HPV. Em amostras nao citologicas, este método apresenta uma sensibilidade
extremamente alta, com sensibilidade de 100%, mas uma especificidade relativamente baixa,
de 79 a 82%. A baixa especificidade se deve principalmente a superexpressao de p16 em outros
canceres de cabeca e pescogo ndo relacionados ao HPV e outras doencas benignas. No entanto,
devido a alta prevaléncia de infec¢do por HPV na orofaringe, a detec¢do de p16 tem se mostrado
tao boa quanto os testes especificos para a deteccdo de HPV em carcinomas de orofaringe, bem
como nas regides nodais onde esse tumor metastatiza com mais frequéncia (YANG et al.,
2019).

A atual recomendacdo do Colégio Americano de Patologistas para avaliagdo imuno-
histoquimica de p16 em tecidos ¢ relatar a positividade quando houver expressdo nuclear e
citoplasmdtica de intensidade moderada a forte em 70% ou mais das células neoplésicas
(LEWIS JR. et al., 2018). Para a avaliagao de p16 em amostras por imunocitoquimica, ainda

ndo existe um consenso. Foi demonstrado em alguns estudos a ocorréncia de uma taxa
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inaceitavelmente alta de resultados falso-negativos quando o limite de 70% foi usado para
interpretar a positividade de p16 por imunocitoquimica. Nesses casos, a ado¢do de um ponto de
corte inferior deve ser utilizada para diminuir os resultados falso-negativos, se a especificidade
puder ser mantida (BUONOCORE et al., 2019). Xu e colaboradores (2016) e Jalaly e
colaboradores (2015) observaram que a utilizacdo de um limiar de 10% e 15% de positividade,
respectivamente, apresentou a melhor taxa de concordancia com a IHQ dos tecidos e com o
teste de hibridizagdo in situ. Enquanto Yang e colaboradores (2019) obtiveram uma
sensibilidade de 74% e uma especificidade de 100% para um limiar de 50% de positividade de
ple.

No presente estudo, a positividade para p16 foi avaliada pelo aumento da intensidade
de fluorescéncia acima daquela observada para os linfocitos, os quais ndo expressam o
marcador (Figura 29). Foram consideradas positivas as amostras que apresentavam 20% ou
mais de células com intensidade de fluorescéncia acima da observada para os linfocitos. Do
mesmo modo, quando as populagdes apresentaram intensidade de fluorescéncia menor ou igual
aos linfocitos, a amostra foi considerada negativa para expressao do marcador. Permitindo,
dessa forma, a discriminagdo entre amostras positivas e negativas para pl6. Destaca-se que a
expressao forte do marcador em apenas 30% das células (amostra representada na Figura 29,
Painel G) gerou um aumento significativo (acima de 10*) da IFM avaliada por citometria de

fluxo (Figura 29, Painel H), ao contrario das amostras com menor intensidade de expressao.
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Figura 29 - Comparagdo dos perfis de expressdo de p16 por citometria de fluxo e por imuno-
histoquimica em amostras com suspeita de carcinoma de boca.
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Fonte: A autora.

Nota: Painéis A, C, E e G: fotomicrografias da avaliagdo imuno-histoquimica de amostras de carcinoma de boca
cuja expressdo de pl6 ¢ ausente, fraca, moderada e forte, respectivamente. Coloragdo de Hematoxilina seguida
de DAB-peroxidase. Ampliagdo 200x. Painéis B, D, F e H: histogramas dos resultados da citometria de fluxo das
amostras destacadas nos painéis A, C, E e G. Foram consideradas positivas as amostras com 20% ou mais de
células (rosa) com intensidade de fluorescéncia acima da observada para os linfocitos (laranja).
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Para realiza¢do da comparagdo entre as metodologias de imunofenotipagem por IHQ
(padrao-ouro) e por citometria de fluxo (CMF) os dados foram organizados em diagramas de
contengdo (Quadro 5), e os valores de sensibilidade, especificidade, VPP ¢ VPN foram
calculados. No presente estudo, optou-se por classificar as amostras apenas como positivas ou
negativas para determinado marcador. A escolha se deu levando-se em consideracdo o fato de
que a subdivisdo em mais grupos comprometeria o poder estatistico dos testes utilizados, bem

como dificultaria a interpretacao dos resultados obtidos.

Quadro 5 - Diagrama de contengdo para célculo de sensibilidade e especificidade do marcador

plé
pl16 P(;;iltgo NeIgI_zllgvo

Nota: IHQ — imuno-histoquimica; CMF — citometria de fluxo.

Como pode ser observado no Quadro 5, de 22 amostras analisadas, nove foram
considerados resultados “verdadeiro positivo”, cinco “falso-positivo”, dois “falso negativo” e
seis “verdadeiro negativo”. O que resultou em uma sensibilidade de 81,8% e uma especificidade
de 54,5%. Os VPP, VPN foram de 64,3% e 75%, respectivamente. A concordancia entre os
testes foi considerada “razodvel”, com valor de kappa de 0,364.

A alta propor¢do de resultados falso positivos, observada tanto no diagrama de
contengao, quanto pelo baixo VPP, indica uma dificuldade em estabelecer um ponto de corte
para determinagdo das amostras positivas e negativas para pl6. Uma das justificativas se da
pelo fato de que das onze amostras positivas para o marcador pl6, em nove delas houve
expressdo fraca do marcador. Para determinagdo de um ponto de corte para diferenciagdo de
amostras positivas e negativas para pl6 por citometria de fluxo, se faz necessaria a avaliagao

de um maior nimero de amostras com intensidade de expressao moderada a forte.
5.2.4 Validacao do marcador p53
A mutacdo do gene TP53 ¢ a alteragdo genética mais frequente no carcinoma de células

escamosas de cabega e pescogo, incluindo o cancer de boca. Acredita-se que essas mutacdes

em TP53 ocorrem no estagio inicial das lesdes epiteliais orais e sdo mutuamente exclusivas
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com a infec¢ao pelo HPV (SAWADA et al., 2021). A meia-vida da proteina p53 selvagem (ou
wild type) ¢ de 6 a 20 minutos, enquanto sua forma mutante tem até 6 horas de meia-vida,
possivelmente, devido a estabilizagdo da proteina. Esse aumento na meia-vida torna possivel a
deteccao da proteina p53 mutante em tumores pela IHQ (DHURIA et al., 2020). Enquanto a
expressao de p53 selvagem mostra coloracdo fraca irregular, as mutagdes de pS3 geralmente
mostram coloracdo forte difusa devido ao aciimulo da proteina p53 mutada ou, ainda, se
mostram totalmente sem coloracdo devido a dele¢dao ou degradacao da proteina (LI; YANG;
YANG, 2016).

No presente estudo, a positividade para o marcador p53 foi avaliada da mesma forma
que o pl6, por meio do deslocamento da populagdo de células tumorais com intensidade de
fluorescéncia acima dos linfécitos. Como pode ser observado na Figura 30, quanto maior a
intensidade de expressao de p53, maior foi a fluorescéncia das células tumorais no eixo x.

Como pode ser observado no Quadro 6, das 22 amostras analisadas, 19 foram
considerados resultados “verdadeiro positivo”, dois “falso-positivo” e um “verdadeiro
negativo”. Nao foram observados resultados “falso negativo” para p53. Esses resultados
proporcionaram valores de sensibilidade e especificidade de 100% e 33,3%, respectivamente.
Os VPP e VPN foram de 90,5% e 100%, respectivamente. No entanto, esses valores devem ser
interpretados com cautela, devido ao baixo nimero de amostras negativas para p53 incluidas
neste estudo. A concordancia entre os testes foi considerada “moderada”, com valor de kappa

de 0,463.

Quadro 6 - Diagrama de contengao para calculo de sensibilidade e especificidade do marcador

p53
ps3 P(;;ilt(i;o NeIgI_legvo

Nota: IHQ — imuno-histoquimica; CMF — citometria de fluxo.
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Figura 30 - Comparagdo dos perfis de expressdo de p53 por citometria de fluxo e por imuno-
histoquimica em amostras com suspeita de carcinoma de boca.
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Fonte: A autora.

Nota: Painéis A, C, E e G: fotomicrografias da avaliagdo imuno-histoquimica de amostras de carcinoma de boca
cuja expressdo de p53 ¢é ausente, fraca, moderada e forte, respectivamente. Coloragdo de Hematoxilina seguida
de DAB-peroxidase. Ampliagdo 200x. Painéis B, D, F e H: histogramas dos resultados da citometria de fluxo das
amostras destacadas nos painéis A, C, E e G. Foram consideradas positivas as amostras com 20% ou mais de
células (rosa) com intensidade de fluorescéncia acima da observada para os linfocitos (laranja).
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Em decorréncia dessa alta prevaléncia de p53 na amostra estudada, resolveu-se avaliar
a concordancia entre as duas metodologias também por meio da plotagem grafica com Bland-
Altman (Figura 31). As analises mostraram concordancia satisfatoria entre a citometria de fluxo
e a [HQ, com viés médio de 1,96% e valor de p = 0,764. A analise de regressao linear

demonstrou que nao hé viés de propor¢ao na amostragem estudada, com valor de p = 0,205.

Figura 31 - Grafico de Dispersao de Bland-Altman para o marcador p53.
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Fonte: A autora.
Nota: O eixo y ¢ a escala dos valores de viés, a reta continua representa o viés médio (1,960) e as linhas
tracejadas, os limites inferior (-55,96) e superior (59,88), considerando-se um intervalo de confianga de 95%.
Nota-se que trés amostras apresentaram viés fora do intervalo de confianca de 95% (n = 22).

5.2.5 Validaciao do marcador Ki-67

Para definicao do ponto de corte entre células positivas para o marcador Ki-67 e células
negativas na imunofenotipagem por citometria de fluxo, foram utilizados os linfocitos como
base de comparagdo, conforme padronizado por Wopereis (2019). Dessa forma, obteve-se a
porcentagem de células tumorais positivas para Ki-67 e os resultados foram comparados com

os obtidos por [HQ.
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Figura 32 - Comparacao da expressao de Ki-67 por citometria de fluxo e por imuno-
histoquimica em amostras com suspeita de carcinoma de boca.
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Nota: Painel A: fotomicrografia da avaliagdo imuno-histoquimica de amostras de carcinoma de boca positiva
para Ki-67. Colorag@o de Hematoxilina seguida de DAB-peroxidase. Ampliagdo 200x. Painel B: histograma do
resultado da citometria de fluxo da amostra destacada no painel A. Os resultados de Ki-67 foram expressos em

porcentagem de células (rosa) com intensidade de fluorescéncia acima da dos linfécitos (laranja).

A concordancia entre os valores de Ki-67 obtidos com as duas metodologias foi
avaliada em 13 amostras por plotagem grafica com Bland-Altman (Figura 33). As analises
mostraram concordancia satisfatoria entre a citometria de fluxo e a IHQ. O viés médio foi de -
1,012%, com valor de p = 0,886 (teste t de uma amostra), o que mostra que os valores de Ki-
67 obtidos pelas duas metodologias sdo concordantes. A analise de regressao linear demonstra
que nao ha viés de propor¢ao na amostragem estudada, com valor de p=0,670. Esses resultados

sdo concordantes com os obtidos por Wopereis (2019) em amostras de carcinoma de mama.
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Figura 33 - Grafico de Dispersdo de Bland-Altman para o marcador Ki-67.
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Fonte: A autora.
Nota: O eixo y ¢ a escala dos valores de viés, a reta continua representa o viés médio (-1,012) e as linhas
tracejadas, os limites inferior (-42,47) e superior (40,45), considerando-se um intervalo de confianga de 95%.
Nota-se que uma amostra apresentou viés fora do intervalo de confianga de 95%.

Como mencionado anteriormente, o Ki-67 ¢ um marcador confidavel de proliferacao
tumoral e se correlaciona com o prognostico, progressao e risco metastatico em diferentes tipos
de tumores, como os canceres de mama, prostata, pulmao, dentre outros. No entanto, a sua
aplicacdo clinica ainda ¢ controversa devido a falta de padronizagdo e baixa reprodutibilidade
da técnica THQ usada para sua detecgdo (ACS et al., 2018; MARTINO et al., 2020). Nesse
contexto, a imunofenotipagem por citometria de fluxo apresenta-se como uma alternativa viavel
para deteccdo do Ki-67, pois permite a analise de um maior nimero de células e est sujeita a
um menor viés observacional, pois ¢ realizada com auxilio de um software. E a sua utilizagao,
pode auxiliar na avaliagdo progndstica de tumores de boca, nos quais a analise IHQ do Ki-67

apresenta resultados altamente controversos (JING et al., 2019).
5.2.6 Dissociacdo enzimatica dos tecidos
Os resultados obtidos com a dissociacdo mecénica do tecido evidenciaram um grande

nimero de amostras com baixa viabilidade e celularidade, o que pode influenciar na

sensibilidade e especificidade da citometria de fluxo para avaliacdo dos tumores sélidos de
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bova. Dessa forma, foi necessaria a padronizacdo de uma nova metodologia de dissociacao dos
tecidos de boca para obtencdo de um maior nimero de eventos vidveis.

Os tecidos mantém as células unidas por meio de uma matriz extracelular e de juncdes
célula-célula, compostas por diferentes proteinas e moléculas biologicas, que requerem enzimas
especificas para sua dissociagdo. As enzimas mais usadas rotineiramente sdo: i) Colagenases,
que quebram as ligacdes peptidicas presentes no colageno, um dos principais componentes da
matriz extracelular, o que leva a sua digestao e liberacao das células; ii) Dispase II, que também
cliva ligacdes entre as células e a matriz extracelular, mas nesse caso atua sobre o colageno IV
e a fibronectina. Essas enzimas sdo geralmente utilizadas em conjunto com a DNase, que
hidrolisa os complexos DNA-proteina, os quais podem levar a reagregacdo das células
suspensas (CUNNINGHAM, 2010; REICHARD; ASOSINGH, 2019).

Para auxiliar na escolha da melhor enzima para dissociagdo das amostras de boca, a
técnica da dissociagdo mecanica foi comparada as técnicas de dissociagdo com colagenase tipo
2 + nuclease de Pierce e com dispase I + nuclease de Pierce, em duas amostras distintas. Os
resultados demonstram que a dissocia¢do do tecido pela colagenase tipo II resultou em um
aumento relativo da viabilidade celular (Figura 34). No entanto, ndo foi observado aumento da

celularidade.
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Figura 34 - Comparagdo da celularidade relativa e da viabilidade celular resultante de
dissociagdo mecanica e por colagenase tipo Il por meio da avaliagdo do 7AAD.
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Nota: Painéis A e B - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribui¢@o das populagdes quanto
ao seu tamanho e complexidade celular e intensidade de fluorescéncia do marcador de viabilidade celular 7-
AAD da amostra dissociada de forma mecénica. Painéis C e D - “Dot Plot” e histograma, respectivamente,

mostrando a distribui¢do das populagdes quanto ao seu tamanho e complexidade celular e intensidade de
fluorescéncia do 7-AAD da amostra dissociada com colagenase tipo II (n = 1). Em rosa as células epiteliais, em
laranja, os linfocitos e, em vermelho, as células 7-AAD positivas (ndo viaveis).

Ao se comparar a dissociacdo mecanica com a dissociagdo com dispase II, verificou-
se que a dissociacdo enzimatica resultou em um aumento no numero de eventos tanto dos

leucoécitos intratumorais como das c€lulas epiteliais, além de um aumento da viabilidade celular
(Figura 35).
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Figura 35 - Comparagdo da celularidade relativa e da viabilidade celular resultante de
dissociagdo mecanica e por dispase II, por meio da avaliagao do 7AAD.
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Nota: Painéis A e B - “Dot Plot” e histograma, respectivamente, mostrando a distribuigdo das populagdes quanto
ao seu tamanho e complexidade celular ¢ intensidade de fluorescéncia do marcador de viabilidade celular 7-
AAD da amostra dissociada de forma mecanica. Painéis C ¢ D - “Dot Plot” e histograma, respectivamente,

mostrando a distribui¢do das populagdes quanto ao seu tamanho e complexidade celular e intensidade de
fluorescéncia do 7-AAD da amostra dissociada com dispase II (n = 1). Em rosa as células epiteliais, em laranja
os linfocitos, em amarelo os neutréfilos, em azul os macrofagos e em vermelho as células 7-AAD positivas (ndo
viaveis).

A eficiéncia dessas enzimas também ja foi avaliada em outros estudos. Volovitz e
colaboradores (2016) observaram que a digestdo de tecidos cerebrais com dispase aumenta a
viabilidade e a qualidade celular. Happle e colaboradores (2018) observaram um aumento no
numero de células epiteliais alveolares em amostras de pulmao dissociadas com dispase, em
comparagdo com amostras digeridas com colagenase. Em contrapartida, a dissociacdo de
tecidos com dispase levou a uma diminui¢ao do numero de leucocitos e suas subpopulagdes, o

que sugere que a enzima cliva algumas moléculas e antigenos de superficie (HAPPLE et al.,
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2018; SKULSKA et al., 2019). Por essa razao, nao se deve utilizar a dispase na dissociagdo de
amostras destinadas a avaliacdo dos leucécitos intratumorais.

Ao contrario dos estudos supracitados, neste estudo observou-se que a dissociacdo com
dispase ocasionou um aumento do numero de leucocitos isolados, entretanto, a deteccao dos
linfocitos T CD4 e CD8 foi prejudicada (Figura 36). Destaca-se que este ¢ um resultado

preliminar de apenas uma amostra analisada.

Figura 36 - Comparacao da expressao dos marcadores CD4 e CD8 pelos linfocitos T (em
verde) entre as amostras dissociadas mecanicamente e por dispase II.
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Fonte: A autora.
Nota: “Dot Plots” mostrando a distribui¢do dos linfocitos T quanto aos marcadores CD4 ¢ CD8 em amostra
dissociada de forma mecénica (Painel A) e com dispase II (Painel B).

Considerando as evidéncias encontradas na literatura e os resultados obtidos com esse
teste preliminar, optou-se pela padronizacdo da dispase II associada a DNase para o
processamento das amostras de boca com suspeita de carcinoma. Como perspectiva futura,

pretende-se analisar a influéncia dessas enzimas na avaliagdo dos marcadores de cancer de boca.

5.2.7 Avaliacao dos leucocitos intratumorais

O carcinoma de boca ¢ um tumor altamente imunogénico, caracterizado por infiltragdo
abundante de células imunes (HADLER-OLSEN; WIRSING, 2019). O crescimento do tumor
primario esta associado a presenca dessas células imunes e as evidéncias atuais sugerem que a

progressdo do tumor e a ocorréncia de metastases sdo influenciadas pelos constituintes do
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microambiente tumoral (CANNING et al., 2019; PELTANOVA; RAUDENSKA; MASARIK,
2019).

Considerando o envolvimento do sistema imunoldgico no cancer e a necessidade de
marcadores de prognostico confiaveis para o CEC de boca, no presente estudo, foi avaliada a
associacdo entre as varias subpopulacdes de leucocitos intratumorais, detectadas pela citometria
de fluxo, e as caracteristicas clinicas dos pacientes, incluindo diagnostico, localizacao
anatomica, grau histologico e presenca de fatores de risco (tabagismo e consumo de alcool).

Como pode ser observado na Figura 37, na avaliagdo dos leucécitos nas lesdes nao
malignas (n=3), potencialmente malignas (n=6) e malignas (n=29), houve diferenca
significativa apenas para os linfécitos T, que se encontravam em proporg¢ao significativamente
maior nas lesdes potencialmente malignas, em comparacdo com as lesdes ndo malignas.
Também foi observada maior frequéncia relativa dos linfocitos T em lesdes malignas, porém
nao houve diferenca significativa. Quando foram analisados os subtipos de linfocitos T (CD4 e
CD8), nao foram observadas associacdes com relagdo ao diagnostico. Ressalta-se que o
presente estudo foi delineado para analisar amostras de individuos com suspeita de CEC de
boca, portanto, foram analisadas poucas amostras de lesdes ndo malignas e potencialmente
malignas. Adicionalmente, as amostras nao malignas consistiam de lesdes orais, as quais
geralmente estdo associadas a um processo inflamatorio o que poderia justificar as poucas
associacgoes encontradas entre os subtipos de células imunes e a malignidade da amostra.

No estudo realizado por Gannot e colaboradores (2002), foi observado que as
alteragdes patologicas graves (ou seja, displasia moderada e grave ou carcinoma) sio
acompanhadas por um maior numero de linfocitos € macréfagos infiltrantes, em comparagao
com lesdes com alteracdes mais leves (como hiperqueratose ou displasia leve). Além disso,
com o aumento da transformacao epitelial, observou-se uma mudanga na populacdo de células
infiltrantes, que passou de células ndo especializadas para linfocitos T e B. No presente estudo,
das seis amostras de lesdes potencialmente malignas, trés apresentavam displasia moderada e
grave. Portanto, podem apresentar um perfil de células imune infiltrantes semelhante as

amostras malignas.



Linfécitos T
(% dos leucécito totais)

100+

80

60+

40

204

Neutréfilos
(% dos leucocitos totais)
B
2

-
o
1

@
o
1

]
o
1

o

diagnostico.
?100-
3
S 80+
52
F< 60
22
g3
=,
S 204 -+ é
NMPM M T PMowm

Linfécitos B
(% dos leucocitos totais)

30

204

10

NM

Linfécito T cD4*
(% dos linfécitos T)

-

o

=1
1

- -] -]
o o =1
1 1 1

n
o
1

PM

o

HH
HH

PM

Células NK
(% dos leucécitos totais)

Linfécitos T CD8*
(% dos linfécitos T)
£
e

Linfécitos Totais
(% dos leucocitos totais)

Relagdo CD4/CD8
T

=]
L=
]

102

Figura 37 - Celularidade relativa dos leucocitos infiltrados nas amostras, de acordo com o
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Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucdcitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CD8 expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. As variaveis paramétricas foram analisadas
pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. *p <0,05. NM: lesdes ndo malignas (n = 3); PM: lesdes potencialmente malignas (n =
6); M: lesdes malignas (n = 31). Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores minimos e maximos; linha
base da caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana ou

segundo quartil.

A comparacdo dos tipos de leucdcitos de acordo com o grau histolégico (Figura 38)

evidenciou um niimero significativamente maior de macréfagos no carcinoma moderadamente

diferenciado em comparagdo com os tumores bem diferenciados, € uma tendéncia de maior

nimero de macréfagos em tumores pouco diferenciados. Além disso, observou-se um maior

numero de linfocitos B em tumores moderadamente diferenciados, em comparagao aos tumores

bem diferenciados. A analise dos subtipos dos linfécitos T mostrou uma tendéncia ao aumento

da frequéncia relativa dos linfocitos T CD4 e diminuigdo dos linfocitos T CD8 em tumores

menos diferenciados, porém esse resultado so foi significativo para a comparacao de linfocitos

T CD4 em amostras pouco e bem diferenciadas. No estudo de Quan e colaboradores (2020),

nao foram observadas associagdes entre linfocitos T e B intratumorais e o grau histolégico do

tumor. No entanto, esse estudo avaliou os leucécitos pela metodologia de IHQ, a qual apresenta
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interpretacdo subjetiva e ndo permite a avaliacdo quantitativa dos diferentes subtipos de

linfécitos na mesma amostra (KINOSHITA et al., 2016).

Figura 38 - Celularidade relativa das amostras de acordo com o grau histolégico.
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Fonte: A autora.
Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucocitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CD8 expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. As variaveis paramétricas foram analisadas
pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. *p < 0,05. POUCO: CEC pouco diferenciado (n = 6); MOD: CEC moderadamente
diferenciado (n =20); BEM: CEC bem diferenciado (n = 5). Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores
minimos e maximos; linha base da caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central
da caixa: mediana ou segundo quartil.

A gradagdo histologica dos tumores tem sido utilizada hé décadas para avaliagdo
prognostica do cancer. Alguns estudos suportam a hipotese de que a transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) seja um dos mecanismos envolvidos nesse processo de diferenciagao
tumoral. Embora a perda da identidade e funcdo celular seja intrinseca ao processo maligno,
durante a progressdo do tumor as células tumorais sdo expostas a diversas moléculas de
sinalizagdo secretadas pelas células do microambiente tumoral, como fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas € hormodnios, as quais ativam uma vasta gama de vias de sinalizacdo que
facilitam varios aspectos da progressao do cancer, incluindo a diferencia¢do tumoral (BHAT et

al., 2021; JOGI et al., 2012; YUAN; NORGARD; STANGER, 2019).



104

Macréfagos associados a tumores tém sido implicados no desenvolvimento e
progressdo do cancer, influenciando a angiogénese, invasdo e metastases, e estdo associados a
um mau prognostico em pacientes com cancer de cavidade oral (WOLF et al., 2015). Um estudo
conduzido por Gao e colaboradores (2018) demonstrou que os macréfagos sdo cruciais para a
induc¢do da EMT em células de CECCP, por meio da secrecdo de EGF e TGF-f e ativacdo da
via de sinalizagdo EGFR/ERK1/2. Dessa forma, a sua maior frequéncia relativa em tumores
moderadamente e pouco diferenciados pode estar relacionada a menor diferenciagdo destes
tumores.

A presenga de linfocitos intratumorais ja foi estabelecida como um fator prognostico
em diferentes tipos de cancer. No entanto, diferentes subconjuntos de linfocitos tém funcdes
diferentes ou mesmo opostas no microambiente tumoral. Os linfécitos T CDS8 tém a capacidade
de destruir diretamente as células tumorais através da ligagdo as moléculas MHC classe I e sua
presenga no microambiente tumoral foi associada com melhor prognostico em tumores de
cabega e pescoco. A fungdo das células T CD4 nao ¢€ clara, pois existe uma ampla gama de
subconjuntos de células CD4 com diferentes fungdes. As células Thl promovem a resposta
imune antitumoral ao estimular as células T citotoxicas. Por outro lado, as células Tregs estdo
envolvidas na manuteng¢do da tolerancia imunoldgica e, portanto, sdo consideradas supressoras
da resposta imune antitumoral. Dessa forma, a avaliagdo das células T CD4 no CECCP possui
prognostico inconclusivo (DE RUITER et al., 2017)

Uma forte associagdo entre presenga de linfocitos T CD8 e carcinomas bem
diferenciados ja foi demonstrada, por avaliacdo IHQ, em outros dois estudos (MONTALLI et
al., 2018; SALES DE SA et al., 2020). Esses dados estdo em acordo com os obtidos neste
estudo, visto que os tumores bem diferenciados, que geralmente apresentam um bom
progndstico, demonstraram uma maior frequéncia relativa de linfocitos T CDS, apesar de nao
ter apresentado significincia estatistica. Em contrapartida, no estudo de Wolf e colaboradores
(2015), foram observados baixos numeros de linfocitos T CD4 e uma baixa razdo CD4/CD8
em tumores pouco diferenciados.

Ao contrério das células T, as células B intratumorais foram analisadas em poucos
estudos de CECCP e apresentou resultados ambiguos com relagdo ao progndstico dos pacientes
(HADLER-OLSEN; WIRSING, 2019; SUAREZ-SANCHEZ et al., 2021). No estudo de Distel
e colaboradores (2009), linfécitos B intratumorais foram associados a um desfecho favoravel
em tumores em estddio inicial, em contrapartida, existe uma correla¢do inversa no estadio
avangado. Segundo os autores, essa diferenga pode ser explicada pelo alto grau de plasticidade

na fun¢do e composicdo das células B no decorrer da doenga. Linfocitos B podem suprimir a



105

progressao do tumor por meio da secrecdo de imunoglobulinas, ativacdo das células T e
citotoxicidade mediada por granzima B. Por outro lado, podem apresentar fun¢ao pro-tumoral
por meio da secrecdo de citocinas imunossupressoras como IL10 e TGF-B (TOKUNAGA et
al., 2019). Em contrapartida, Lechner e colaboradores (2019) nao observaram diferengas nos
subconjuntos de linfécitos B em relagdo ao estadiamento da doenca. Assim, mais estudos sao
necessarios para determinar o mecanismo pelo qual os linfocitos B influenciam no progndstico
de pacientes com CECCP e qual a sua relagdo com o grau histologico dos tumores de boca.
Atualmente ja estd bem estabelecido que as células tumorais possuem mecanismos que
as permitem reprogramar os leucocitos do microambiente tumoral de forma a criar um
microambiente favoravel a proliferagdo do tumor. Um dos mecanismos ¢ pelo estimulo a
secre¢do de citocinas pro-inflamatorias que regulam a expressdo de genes responsaveis pela
proliferagdo celular. As células tumorais dependem dessas citocinas para o seu crescimento,
assim os leucoécitos infiltrantes sdo programados de forma a liberar continuamente tais
mediadores (BHAT et al., 2021; WHITESIDE, 2008). Como pode ser observado na Figura 39,
a atividade proliferativa do tumor, determinada pela expressdao de Ki-67, ndo apresentou
associacao com a presenca de leucocitos intratumorais no presente estudo. Assim como nao
foram localizados estudos prévios que avaliassem a influéncia da proliferagao tumoral sobre os

leucdcitos intratumorais.
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Figura 39 - Celularidade relativa das amostras de acordo com a expressao de Ki-67.
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Fonte: A autora.

Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucocitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CDS expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. Foi considerado Ki-67 baixo a expressdo em
<50% das células (n = 14) ¢ Ki-67 alto a expressdo em > 50% das células (n = 13). As varidveis paramétricas
foram analisadas pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas
foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Elementos dos graficos de caixas: whisker. valores minimos e
maximos; linha base da caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa:
mediana ou segundo quartil.

Evidéncias sugerem que o panorama imunoldgico de tumores HPV-positivos difere de
tumores de HPV-negativos (CANNING et al., 2019). Tumores de cabeca e pescoco HPV
positivos possuem uma maior infiltragdo de células imunes e células T, em comparagdo com os
tumores HPV negativos (MANDAL et al., 2016) e, altos nimeros de linfécitos T CDS ja foram
associados a uma maior sobrevida em tumores de orofaringe HPV positivos e negativos,
enquanto os linfécitos T CD4 apresentaram resultados controversos com o desfecho clinico em
amostras HPV positivas (DE RUITER et al., 2017; NORDFORS et al., 2013). No presente
estudo, destaca-se que foram avaliadas amostras de boca e orofaringe, diferentemente dos
outros estudos, € apenas quatro tumores apresentaram expressao IHQ de p16 de intensidade
forte a moderada em mais de 70% das células e, assim como no estudo de Wolf e colaboradores
(2015), ndo houve associagdo entre a expressao de p16 e os valores dos leucécitos intratumorais

no presente estudo (Erro! Fonte de referéncia nio encontrada.).
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Figura 40 - Celularidade relativa das amostras de acordo com a expressdo de pl16 (n = 27).
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Fonte: A autora.

Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucocitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CDS expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. As variaveis paramétricas foram analisadas
pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores minimos e maximos; linha base da
caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana ou segundo
quartil. Foram consideradas amostras p16 positivas quando houve expressdo moderada a forte em mais de 70%
das células neoplasicas avaliadas por imuno-histoquimica (n = 4).

Também nao foram observadas associagOes entre os leucdcitos intratumorais e a

historia prévia de tabagismo (Figura 41). Esses resultados corroboram os obtidos por Quan e

colaboradores (2020), que também ndo observaram associagdes entre os linfocitos

intratumorais e os fatores de risco tabagismo e etilismo. No entanto, no presente estudo,

observou-se uma maior frequéncia relativa de neutr6filos em amostras de pacientes com historia

de etilismo (Figura 42). Nao existem evidéncias disponiveis na literatura sobre a relagdo do

efeito do consumo de alcool e a presenga de polimorfonucleares no microambiente tumoral,

porém ja foi reportada uma correlacdo entre a concentracdo sanguinea da gama-glutamil

transferase (como uma medida do consumo de alcool) com o comprometimento da funcao dos

neutréfilos circulantes (DOMNICH et al., 2020; KHOCHT et al., 2013).
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Figura 41 - Celularidade relativa das amostras de acordo com a histéria prévia de tabagismo.
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Fonte: A autora.
Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucdcitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CD8 expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. As variaveis paramétricas foram analisadas
pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores minimos ¢ maximos; linha base da
caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana ou segundo
quartil. Tabagistas n = 24 e ndo tabagistas n = 5.
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Figura 42 - Celularidade relativa das amostras de acordo com a historia prévia de etilismo.
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Fonte: A autora.
Nota: Valores representados como porcentagens considerando-se os leucocitos totais como 100%. Resultados de
T CD4 e T CDS expressos em porcentagem dentro dos linfocitos T. As variaveis paramétricas foram analisadas
pelo teste de ANOVA seguida do Post-Hoc de Bonferroni e as variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis. Elementos dos graficos de caixas: whisker: valores minimos ¢ maximos; linha base da
caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana ou segundo
quartil. Néo etilista (n = 10) e etilista (n = 14).

Embora estudos anteriores tenham mostrado que a infiltragdo de leucdcitos,
principalmente os linfocitos T, estd presente no CEC de boca e pode se correlacionar com as
caracteristicas clinicas dos tumores, seu papel na carcinogénese oral e progressao tumoral ainda
¢ incerto. Poucos estudos avaliaram todos os leucécitos analisados no presente estudo. A
maioria dos estudos realizou a avaliagdo pela metodologia de IHQ e focou nos macrofagos e
linfocitos T CD4 e TCDS. Portanto, € necessario que se realize uma caracterizagcdo abrangente
do repertorio de leucdcitos intratumorais para elucidar o seu valor progndstico potencial no
cancer de boca. Nesse sentido, a citometria de fluxo pode se mostrar um grande aliado para
avaliacdo dos leucocitos intratumorais, pois ¢ uma metodologia bem estabelecida na avaliagao
de células hematologicas, e permite a avaliacdo de diversos marcadores leucocitarios

simultaneamente, de forma segura e rapida.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados encontrados neste estudo permitem concluir que:

a) Aproximadamente 90% das neoplasias de boca analisadas na
ULAP/HU/UFSC/EBSERH, no periodo de 2013 a 2018, foram CEC. O perfil epidemiolégico
mostrou que o cancer de boca acometeu principalmente individuos do sexo masculino, brancos,
na quinta década de vida. E a maioria dos individuos relatou historia de tabagismo e etilismo.
Na amostra estudada, o labio foi a regido mais acometida pelo CEC, contabilizando 32,19%
dos casos. A maioria dos pacientes com tumores labiais observou a presenga de lesdo que ndo
cicatriza, todavia, levaram em média 22,5 meses para buscar atendimento
médico/odontologico. Apesar dessa demora, a maioria dos tumores foi diagnosticada em
estadios iniciais (I e II). Os pacientes com tumores de cavidade oral e orofaringe demoraram
cerca de cinco meses apos a percep¢do dos primeiros sintomas para buscar atendimento e
aproximadamente metade desses tumores foram diagnosticados em estadios tardios (III e IV),
que geralmente estdo associados a um mau prognostico.

b) A avaliagdao imunofenotipica do marcador p16 por citometria de fluxo mostrou uma
concordancia razoavel quando comparada a imuno-histoquimica. A metodologia parece ser
mais eficaz em identificar amostras com forte intensidade de expressdao do marcador. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia dessa metodologia em amostras
fortemente positivas para pl6.

c¢) A avaliagdo imunofenotipica do marcador p53 por citometria de fluxo mostrou alta
sensibilidade e concordancia moderada, quando comparada a imuno-histoquimica. No entanto,
apresentou baixa especificidade, provavelmente devido ao baixo niimero de amostras negativas
avaliadas.

d) A avaliagdo da expressdo do marcador Ki-67 por citometria de fluxo mostrou-se
comparavel a avaliacdo imuno-histoquimica, o que a torna uma metodologia alternativa
promissora na avaliacao das amostras, especialmente por apresentar menor viés observacional;

e) A analise dos infiltrados imunes intratumorais mostrou-se plenamente factivel com
o auxilio da citometria de fluxo. Embora tenham sido observadas poucas correlagdes entre as
variaveis estudadas, acredita-se que a deteccao dessas células infiltradas por meio da citometria
de fluxo podera auxiliar na determinacao do valor prognostico do perfil imune nos casos de
cancer de boca, visto que pela avaliagdo morfologica ndo ha possibilidade de diferenciar as

células linfoides.
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Por fim, existe uma clara necessidade de aprimoramento dessa metodologia para a
analise de tumores sdlidos, como o cancer de boca. Portanto, como perspectivas futuras
pretende-se: 1) padronizar a digestao enzimatica dos tecidos, para obten¢ao de um maior numero
de células vidveis; ii) avaliar um maior nimero de amostras positivas para p16 e negativas para
pS3, visando a determinagao de pontos de corte mais fidedigno, e o aumento de sensibilidade e
especificidade da metodologia; iii) avaliar a presenca dos diferentes subtipos de linfocitos T

CD4+ e macrofagos e sua relagdo com o progndstico do paciente.
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Apresentacéo do Projeto:

O céancer de boca continua sendo uma das poucas doengas bucais que oferecem risco de morte ao
paciente, no mundo ocidental. Considerando ambos os sexos, o CA de boca e faringe ocupa o 60 lugar
entre os tipos de cancer mais prevalentes no mundo.201 O exame minucioso da cavidade oral é de
competéncia do Cirurgido Dentista (CD) que deve ser o principal responsavel pelo diagnostico precoce de
lesdes orais. Para o diagndstico destas lesdes a inspecao visual de todas as estruturas bucais, bem como a
palpagdo das cadeias linfaticas da regido de cabega e pescogo, sdo recursos semiotécnicos
indiscutivelmente importantes e inerentes a pratica odontoldgica que ndo devem jamais ser negligenciados.
(PINHEIRO; CARDOSO; PRADO, 2010)Tao importante quanto diagnosticar uma leséo ja estabelecida é
identificar no paciente a presenca de fatores de risco ao desenvolvimento das mesmas. O tabaco e o alcool
sdo os principais fatores etiolégicos do cancer de boca e estédo presentes ao longo de muitos anos na vida
dos pacientes sendo assim, facilmente identificados pelo profissional da Odontologia. Este, por sua vez, tem
o dever de realizar orientagdes sobre os riscos do uso destas substancias e da importancia do abandono
destas praticas.O carcinoma espinocelular de boca (neoplasia maligna mais comum nesta regido anatdémica)
manifesta-se geralmente como uma ulcera indolor que nédo cicatriza.(ROSEBUSH et al., 2011) Seu
tratamento de escolha é a cirurgia radical, associada ou nédo a radioterapia e/ou quimioterapia, dependendo
da localizagdo e do estagio da doenga.(ROSEBUSH et al., 2011) Todas as modalidades de tratamento
causam sequelas no paciente tratado. Conhecer estas sequelas,
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saber como evitar as que sé@o passiveis de serem evitadas e manejar as que nao o sdo buscando uma
melhor qualidade de vida para o paciente, tanto no trans quanto no pés tratamento, também sao
responsabilidade da Odontologia.O prognoéstico do paciente em geral diminui quando a doenca é
diagnosticada na fase avangada, quando o paciente tiver baixo status sécio-econémico, idade avangada e
manutencéo do estilo de vida de risco.Diante destes fatos é possivel concluir que o CA de boca é uma
doenca de extrema relevancia para a salde publica mundial. Para intervir em uma realidade é necessario,
antes de mais nada, conhecé-la.

Sendo assi, os pesquisadores visam determinar o perfil de aproximadamente 70 pacientes com cancer de
boca atendidos no servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do HU/UFSC com relagao a crtérios como:
idade, sexo, etnia, localiza¢ao da lesdo, estadiamento clinico, tratamento proposto/realizado, necessidade
de preparo de boca e presenga de habitos como tabagismo, etilismo e/ou uso de drogas de abuso.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Conhecer o perfil dos pacientes portadores de cancer de boca atendidos no Servigo de Cirurgia de Cabecga
e Pescogo do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Tiago (HU/UFSC).

Objetivo Secundario:

1- Distribuir a amostra quanto ao sexo, faixa etéria, tipo de cancer de boca mais prevalente e sua
localizagao preferencial;2- Identificar quais os agentes etioldgicos do cancer de boca que mais acometeram
os pacientes da amostra;3- Verificar o estagio em que o cancer de boca foi diagnosticado e correlacionar
com as provaveis consequéncias do seu tratamento para o paciente;4- Identificar as opgées de tratamento
mais recomendadas por aquele Servigo;5- Verificar as sequelas apresentadas pelos pacientes no pos
tratamento do céncer de boca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos desta pesquisa para os pacientes sdo 0s mesmos inerentes a qualquer exame odontolégico de
rotina, tais como alguns gostos nao usuais, pequenos desconfortos durante o afastamento dos tecidos
bucais, eventual dor a palpacgao da lesé@o.

Beneficios:

Serao os seguintes os beneficios aos pacientes:- Orientagdes sobre as boas praticas de higiene bucal;-
Preparo de boca pré-tratamento radio e quimioterapico, incluindo restauragées, remogao de focos de
infecgao, remogao de tartaro- Tratamento das sequelas da cirurgia, radioterapia e
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quimioterapia, tais como comunicagdes buco-nasais e buco-sinusais, candidiases, mucosite radio e
quimioinduzida, caries de radiagdo, hipossalivagao, entre outras.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda de um estudo exploratério, cujo objetivo é tragar o perfil de pacientes oncoldgicos (
cancer de boca) atendidos no ambulatério do Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescogo do HU-UFSC.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
Apresenta TCLE

Recomendacoes:
Nada a recomendar.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Emenda aprovada.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

A andlise foi realizada com base em todos os documentos apresentados, incluindo o projeto em sua integra.
Os pesquisadores responderam a todos os questionamentos indicados na lista de pendéncias apontadas no
campo Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes do parecer prévio, identificando claramente as
respostas de acordo com a numeragdo das pendéncias, através de carta ao CEP (em documento
editavel/word), que devera ser adicionada a Plataforma Brasil. Os documentos anteriormente submetidos,
como, por exemplo, o projeto, cronograma e o TCLE, foram adicionados na carta de respostas claramente
identificados, apresentando uma nova versao dos documentos.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_119770( 08/10/2018 Aceito
do Projeto 6 E2.pdf 16:22:44
Recurso Anexado RespostaCEP_ProfalilianeJGrando_Bru] 08/10/2018 [Bruna Fischer Duarte| Aceito
pelo Pesquisador na.docx 09:41:44
Cronograma Cronograma_2018.doc 08/10/2018 |Bruna Fischer Duarte| Aceito

09:40:01
Cronograma NOVO_cronograma_PERFIL_DOS_PA 22/07/2016 [Llliane Janete Aceito
CIENTES.pdf 16:20:48 |Grando
TCLE / Termos de |NOVA_resposta_ TCLE_PERFIL_DOS_ | 22/07/2016 [Llliane Janete Aceito
Assentimento / PACIENTES.pdf 16:20:24 |Grando
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Justificativa de NOVA_resposta_ TCLE_PERFIL_DOS_ | 22/07/2016 [Llliane Janete Aceito

Auséncia PACIENTES.pdf 16:20:24 | Grando

TCLE / Termos de | ProfaLilianeJGrando TCLE TCCNatalia| 17/04/2016 |Llliane Janete Aceito

Assentimento / pdf 17:48:18 |Grando

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado/ |Maira M Rosa - Projeto cancer de Boca | 16/02/2013 Aceito

Brochura HU-UFSC.pdf 11:27:24

Investigador

Folha de Rosto folha_de_rosto_Maira_Rosa.jpg 12/02/2013 Aceito
17:12:50

TCLE / Termos de |Maira M Rosa -TCLE-projeto Cancerde | 21/01/2013 Aceito

Assentimento / Boca do HU-UFSC.pdf 19:13:24

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
FLORIANOPOLIS, 28 de Outubro de 2018
Assinado por:

Maria Luiza Bazzo

(Coordenador(a))
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Titulo da Pesquisa: Investigacdo de Novos Alvos Imunofenotipicos e Moleculares Aplicados ao Diagnostico
e ao Progndstico de Neoplasias Hematolégicas e Ndo Hematoldgicas

Pesquisador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 52861715.0.0000.0121
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.985.964

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de uma nova emenda ao Projeto Projeto de pesquisa de Renata Cristina Messores Rudolf de
Oliveira, Mariangeles Auat e Sandro Wopereis, sob orientagio da Profa. Dra Maria Claudia Santos da Silva,
do Programa de Pés-graduacdo em Farmacia da UFSC, que pretende avaliar novos marcadores
imunofenotipicos em amostras de aspirado e bidpsia de medula éssea e sangue periférico, amostras de
aspirados e bidpsias de linfonodos e biépsias de mama de um total de 300 pacientes. As analises serdo
realizadas no Laboratério de Onco-hematologia e Patologia do HU/UFSC. A justificativa da emenda se
refere a inclusao da analise de amostras com suspeita de cancer de boca. Para os pesquisadores "inclusdo
das amostras com suspeita de cancer de boca estaria dentro dos objetivos do mesmo, e na mesma linha de
investigagdo, a qual analisa a utilizagcao da citometria de fluxo com ferramenta de diagndstico na area de
oncologia."

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:Investigar alvos moleculares e novos alvos imunofenotipicos que sirvam como marcadores
para o diagnéstico e para o prognéstico de neoplasias hematolégicas e ndo hematoldgicas.

Objetivo Secundario:

- Determinar os padrbes de expressdo de novos marcadores em células de pacientes com suspeita
diagndstica neoplasias hematoldgicas;- Comparar a intensidade de expressdo dos novos
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marcadores entre as células neoplasicas e as células B normais presentes na medula 6ssea, no sangue
periférico e no linfonodo;- Identificar os marcadores celulares mais eficientes na distingo entre células
normais e neoplasicas;- Identificar os marcadores celulares mais Gteis na classificagdo e diagnéstico
diferencial das neoplasias hematolégicas;- Verificar se os novos marcadores imunofenotipicos sao Uteis
para deteccéo de doenca residual minima.- Estabelecer um painel de anticorpos monoclonais capaz de
diferenciar as células neoplasicas das populagées normais em amostras provenientes de mama;- Padronizar
e validar a metodologia de citometria de fluxo para a identificagdo dos subtipos de cancer de mama:-
Comparar os resultados obtidos na imunofenotipagem por citometria de fluxo com aqueles obtidos pela
andlise histo ou citopatologica;- Avaliar a relacao custo-beneficio para a aplicagao dessa metodologia no
ambiente hospitalar, bem como sua viabilidade; - Implementar a metodologia de citometria de fluxo para a
investigagao de marcadores Gteis para o diagnéstico e avaliagdo prognostica do cancer de mama.-
Padronizar e implantar as translocagtes t(8;14)(q24;032), t(11;14)(q13;032) e t(14;18)(g32;g21) por biologia
molecular (PCR ou FISH) para auxiliar na classificacio e diagnostico das neoplasias de células B maduras.-
Estabelecer um painel de anticorpos monoclonais capaz de diferenciar as células neoplésicas das
populacdes normais em amostras provenientes de boca;-Padronizar e validar a imunofenotipagem por
citometria de fluxo para a identificacdo dos marcadores caracteristicos dos casos de cancer de boca HPV
induzidos ou nao;-Analisar o fenoétipo das células presentes em todas as amostras de bidépsias com suspeita
de cancer de boca encaminhadas ao Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH);-
Comparar os resultados da imunofenotipagem com aqueles obtidos na avaliagdo morfoldgica e imuno-
histoquimica (padraoouro);- Comparar os resultados da imunofenotipagem com aqueles obtidos na
avaliagdo morfolégica (bem diferenciado, moderadamente diferenciado, indiferenciado e anaplasico) e
imuno-hitoquimica (CK5 E CK8) (padrao ouro);-Implantar a imunofenotipagem por citometria de fluxo para a
investigacdo de marcadores Uteis para o diagnéstico e avaliagdo prognéstica do cancer de boca na rotina do
Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario da UFSC.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os pesquisadores informam que o "paciente nao sera exposto a nenhum risco adicional inerente a
coleta das amostras." uma vez que estas serdo aquelas em que serdao submetidos durante o processo de
avaliagao clinica e nao exclusivamente por conta da pesquisa. Beneficios - genericamente, os
pesquisadores afirmam que o estudo podera contribuir para:"politicas de prevengdo e de diagnéstico
precoce, mostra-se essencial para assegurar menores custos aos sistemas de salide e maior qualidade de
vida da populacao acometida por estas doencgas.".
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa continua mantendo o delineamento do projeto previamente aprovado em agosto de 2016 com a
inclus&o de objetivos especificos pertinentes as amostras de cancer de boca. O Cronograma ainda encontra
-se em vigéncia para a realizagao da pesquisa. TCLE permanecem os mesmos sem alteragdes. Demais
documentos ainda em vigéncia.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Adequados e ainda com os mesmos parametros do projeto aprovado anteriormente.

Recomendagdes:
sem recomendagdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Conclusao: aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_122499| 21/09/2018 Aceito
do Projeto 9 E2.pdf 15:36:40
Outros Carta.pdf 21/09/2018 |Bruna Fischer Duarte| Aceito

15:25:49
TCLE / Termos de |TCLE2018.pdf 21/09/2018 |Bruna Fischer Duarte| Aceito
Assentimento / 13:09:22
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado/ | PROJETOCOMITE.pdf 21/09/2018 |Bruna Fischer Duarte| Aceito
Brochura 13:08:25
Investigador
Outros RESPOSTAASPENDENCIAS3.pdf 18/07/2016 |Renata Cristina Aceito

18:30:22 |Messores Rudolf de

Oliveira

TCLE / Termos de |TCLE18072016.pdf 18/07/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 18:29:50 |Messores Rudolf de
Justificativa de Oliveira
Auséncia
QOutros RESPOSTAASPENDENCIAS2.pdf 27/06/2016 |[Renata Cristina Aceito

15:08:14 | Messores Rudolf de

Oliveira

TCLE / Termosde | TCLE3.pdf 27/06/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 15:05:18 | Messores Rudolf de
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Rgrant

mo

Justificativa de TCLES.pdf 27/06/2016 |Oliveira Aceito
Auséncia 15:05:18
Outros RESPOSTAASPENDENCIAS.pdf 02/06/2016 |Renata Cristina Aceito

15:03:35 |Messores Rudolf de

Oliveira

TCLE / Termosde |NOVOTCLE.pdf 02/06/2016 |Renata Cristina Aceito
Assentimento / 15:02:22 |Messores Rudolf de
Justificativa de Oliveira
Auséncia
Declaracao de autorizacao.pdf 17/05/2016 |Renata Cristina Aceito
Instituicdo e 14:06:27 |Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Declaragao de declaracaohemosc.pdf 17/05/2016 |Renata Cristina Aceito
Instituicao e 14:05:07 |Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Declaracéo de DeclaracaoHU.pdf 29/01/2016 |Renata Cristina Aceito
Instituicdo e 16:41:49 [Messores Rudolf de
Infraestrutura Oliveira
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 17/12/2015 |Renata Cristina Aceito

15:29:38 |Messores Rudolf de

Oliveira

Projeto Detalhado / |projetodetalhado.pdf 16/12/2015 |Renata Cristina Aceito
Brochura 15:42:29 [Messores Rudolf de
Investigador Oliveira

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

FLORIANOPOLIS, 28 de Outubro de 2018

Assinado por:
Maria Luiza Bazzo
(Coordenador(a))
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitario - Floriandpolis, SC, 88049-000, Brasil
Tel: (48) 3721 8146

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA:

Investigacdo de Novos Alvos Imunofenotipicos Aplicados ao Diagndstico e ao Prognoéstico de Neoplasias
Hematologicas e Nao Hematoldogicas

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, ¢
importante que o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera feita. Por favor, leia com atengao e cuidado as
informagdes a seguir para que a decisdo sobre a sua participagdo possa ser uma decisdo bem informada. Este
termo de consentimento livre e esclarecido cumpre as exigéncias contidas nos itens IV. 3 da Resolucdo CNS
n°466/12.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO?
O estudo acima refere-se a uma pesquisa que visa investigar novos marcadores que sirvam como alvos para o
diagndstico e para o prognostico de neoplasias de células linfoides B maduras (linfomas) e ndo hematologicas.
Apbs a coleta do material biologico e realizacdo dos exames laboratoriais solicitados pelo médico do senhor(a),
a amostra biologica restante sera encaminhada para a pesquisa. Dessa forma, seus exames ndo serdo alterados ou
prejudicados pela realizacdo da pesquisa.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ira ou ndo participar. Isso ndo ir4 afetar de maneira nenhuma, o padrdo de cuidados
que o(a) senhor(a) ird receber. Caso decida participar, o(a)senhor(a) ira receber este Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a) ainda sera livre para sair do estudo
a qualquer momento, bastando para isso informar a sua desisténcia. Isso ndo ir4 afetar de maneira nenhuma, o
padrdo de cuidados que o(a) senhor(a) ird receber.

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPACAO?

Nao, pois ndo haverd duas coletas, aproveitaremos o mesmo material bioldégico colhido para os exames
laboratoriais, dessa forma ndo hd nenhum desconforto adicional. Entretanto, existe um pequeno risco de que o
senhor(a) possa sentir algum mal-estar durante ou logo apds a coleta, porém, caso o senhor (a) sinta algo estara
bem assistido pelos funcionarios do setor de coleta.

QUAIS SAO 0OS BENEFICIOS ESPERADOS COM A PESQUISA PARA O PARTICIPANTE? Mesmo
que o(a) senhor(a) ndo se beneficie diretamente dos resultados da pesquisa informo-lhe que estes resultados
poderdo contribuir futuramente para melhorar o diagnostico laboratorial de infimeros pacientes.

TEREI CUSTOS SE PARTICIPAR? TENHO DIREITO A RESSARCIMENTO?

Nao, por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) ndo tera nenhum gasto extra ¢ também néo tera
direito a nenhuma remuneragdo ou ressarcimento. A participagdo na pesquisa ndo gerara despesas pessoais, nem
danos porque a participagdo do(a) senhor(a) sera apenas com a doag¢do da amostra bioldgica colhida para a
realizacdo dos exames laboratoriais.

EU POSSUO ALGUM DIREITO A INDENIZACAQO?

Caso o senhor(a) tenha algum prejuizo material ou imaterial em decorréncia da pesquisa podera solicitar
indenizagdo, de acordo com a legislagdo vigente ¢ amplamente consubstanciada em juizo.



MEUS DADOS SERAO DIVULGADOS?

Informamos que ndo havera nenhuma avaliacdo fisica ou entrevistas efetuadas pelos pesquisadores, sendo assim,
os dados do seu prontuario serdo consultados e essas informacdes serdo mantidas sob sigilo absoluto e privado.
Os pesquisadores serdo os Unicos a ter acesso aos dados e tomaro todas as providéncias necessarias para a
manutenc¢do do sigilo, no entanto, existe a remota possibilidade da quebra do sigilo involuntario e ndo intencional,
cujas consequéncias serdo tratadas nos termos da lei. A divulgagcdo dos resultados visara apenas mostrar os
possiveis beneficios obtidos na pesquisa em questdo e as informagdes divulgadas no meio cientifico serdo
andnimas ¢ em conjunto com as informagdes de todos os participantes da pesquisa. O(a) Senhor(a) podera solicitar
informacgdes durante todas as fases da pesquisa, inclusive ap6s a publicacdo da mesma, pelos contatos informados
no final deste documento.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre que o(a) senhor(a) tiver qualquer davida sobre o
estudo, por favor entre em contato com:
Coordenadora do Projeto:
Maria Claudia Santos da Silva
Fone: (048) 3721-8146
Laboratorio de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias
E-mail: maria.claudia.silva@ufsc.br
Pesquisadores:
- Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira
- Fone: (048) 3721-8146 Laboratdrio de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias
E-mail: renatarudolf(@gmail.com
- Mariangeles Auat
- Fone: (048) 3721-8146 Laboratdrio de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias
E-mail: mariauat@gmail.com

- Sandro Wopereis

- Fone: (048) 3721-8146 Laboratorio de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias
E-mail: swopereis@gmail.com

- Bruna Fischer Duarte

- Fone: (048) 3721-8146 Laboratorio de Oncologia Experimental e Hemopatias
E-mail: brufduarte@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (local):

Eu, confirmo que:

1. Recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as informacdes fornecidas sobre minha
participagdo nesta pesquisa;

2. Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
satisfatoriamente ¢ eu voluntariamente concordo em participar deste estudo;

3. Entendo que receberei uma copia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4. Concordo em participar deste estudo.

Data: / /

Nome do participante

Assinatura do participante
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1. Introduction

Malignant neoplasms are one of the leading causes of death worldwide and hematologic malignancies, including
acute leukemia (AL) is one of the most relevant cancer types. Current available chemotherapeutics are associated
with high morbidity and mortality rates, therefore, the search for new molecules with antitumor activity, specific
and selective for neoplastic cells, became a great challenge for researchers in the oncology field. As pyrazolines
stand out in the literature for their great variety of biological activities, the aim of this study was to synthesize
and evaluate the antileukemic activity of five new pyrazoline derivatives. All pyrazolines showed adequate
physicochemical properties for a good oral bicavailability. The two unpublished and most effective pyrazoline
derivatives have been selected for further experiments. These compounds are highly selective for leukemic cells
when compared to non-neoplastic cells and did not cause lysis on human red blood cells. Additionally, selected
pyrazolines induced cell cycle arrest at GO/G1 phase and decreased cell proliferation marker KI67. Apoptotic cell
death induced by selected pyrazolines was confirmed by morphological analysis, assessment of phosphati-
dylserine residue exposure and DNA fragmentation. Several factors indicate that both intrinsic and extrinsic
apoptosis occurred. These were: increased FasR expression; the predominance of Bax in relation to Bel-2; the loss
of mitochondrial membrane potential; AIF release; decreased expression of survivin (an antiapoptotic protein);
and the activation of caspase-3. The selected pyrazolines were also found to be cytotoxic against neoplastic cells
collected from the peripheral blood and bone marrow of patients with different subtypes of acute leukemia.

activities®, including anticancer potential in cervix carcinoma (HeLa),
and lung cancer (NCI-H522), among other cell lines” 4

The isolation of natural compounds as potential chemotherapeutic
drugs is limited by their low-yield, as well as by the scarcity of their
natural sources'”. In addition, some natural compounds are highly
cytotoxic to non-neoplastic cells; thus, although presenting antitumor
properties, their therapeutic use is limited”. For this reason, synthetic
heterocyclic compounds are of great importance due to their wide ap-
plicability in many fields, including medicinal chemistry. Pyrazolines
are important examples of biologically active molecules with a five
membered ring containing two atoms of nitrogen and a double bond .
Among the several biological properties of pyrazoline derivatives are
the antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory and antitumor

Hematologic neoplasms are the most frequent cancer type in chil-
dren, adolescents and young adults, and also present a high incidence in
patients over 60 years of age®”. Acute leukemias (ALs) are a group of
hematologic malignancies characterized by a blockage of normal dif-
ferentiation and by the exacerbated clonal proliferation of a single
myeloid or lymphoid progenitor'®. Chemotherapy with cytotoxic and
cytostatic drugs is the first therapeutic option against AL; however, it
has several limitations, such as severe adverse effects and high relapse
rates”''. In this perspective, since cancer is a major public health
problem, the search for novel molecules that may be used as prototypes
for the development of new drugs has motivated scientific researches in
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ABSTRACT

Aims: To report two cases of onco-hematologic diseases diagnosed by oral biopsy and subsequent
flow cytometry immunophenotyping.

Presentation of Case: Case 1: A 36-year-old woman, HIV +, referred to the Hospital Dentistry
Center presenting an extensive, ulcerated and painless lesion in the left maxilla involving teeth #24,
#25, #26 and #27. A fine needle aspiration and incisional biopsy were performed and one sample
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ARTIGO ORIGINAL

CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DE PACIENTES PORTADORES DE
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA

CLINICAL-EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH ORAL
SQUAMOUS CELL CARCINOMA
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Mariah Luz Lisboa®

Natalia Marceli Stefanes®
Liliane Jante Grando®

Maria Claudia Santos da Silva®

RESUMO

Objetivo: avaliar os aspectos clinico-epidemiologicos de pacientes com carcinoma epidermoide de
boca e orofaringe atendidos em um Hospital Universitario. Métodos: Foi realizado um estudo
epidemiologico descritivo, transversal e retrospectivo dos casos de carcinoma de boca diagnosticados
no periodo de janeiro/2013 a dezembro/2018, por meio da andlise dos laudos anatomopatolégicos e
prontuarios de atendimento. As variaveis analisadas foram: procedéncia, sexo, cor da pele, idade, uso
de tabaco, consumo de bebidas alcoolicas, localizacdo anatémica, sintomatologia, tempo de evolugio,
grau histologico, estadiamento e tratamento indicado. Para analise estatistica descritiva, foram geradas
as frequéncias absolutas e relativas das variaveis. Resultados: verificou-se maior acometimento de
individuos do sexo masculino (79,51%), brancos (91,22%), na quinta década de vida, tabagistas e/ou
efilistas; os sitios anatémicos mais acometidos foram os labios (32,20%); tumores labiais apresentaram
tempo de evolugdo de 22,5 meses e foram diagnosticados em estadios iniciais; tumores de cavidade
oral e orofaringe apresentaram tempo de evolucdo de aproximadamente 5 meses e quase 50% foram
diagnosticados em estadios tardios. Conclusdo: Destaca-se na populagdo estudada a alta incidéncia de
céncer de labio, o diagnostico de tumores de cavidade oral e orofaringe em estadios avancados, além
da demora em se procurar atendimento médico para esses tumores.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Neoplasias orofaringeas. Perfil epidemiologico.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the clinical and epidemiological aspects of patients with oral squamous cell
carcinoma treated at a University Hospital. Methods: A retrospective, cross-sectional, epidemiological
study of cases of oral carcinoma diagnosed between January 2013 and December 2018 was carried out
by analyzing the anatomopathological reports and medical reports. The following data were collected:
place of residence, sex, skin color, age. tobacco and alcohol use, cancer site, symptomatology, time
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