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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a influéncia da raz&o entre
neutréfilos e linfécitos (RNL) sanguinea e tumoral e de outras caracteristicas
histopatolégicas sobre o tempo de sobrevida de pacientes com carcinoma
epidermoide de boca (CEB). A amostra foi constituida por 46 pacientes, dos
quais obteve-se amostras teciduais provenientes de bidpsias incisionais
(32,6%) e resseccgdes cirurgicas (67,4%). Realizou-se imuno-histoquimica para
a deteccdo de neutrdfilos (CD66b) e linfocitos T citotoxicos (CD8), com
posterior contagem das células positivas por mm?, separadamente no
parénquima e estroma, e no centro e fronte de invasdo tumoral. Calculou-se a
RNL sanguinea e intratumoral dividindo-se o numero de neutréfilos pelo
numero de linfocitos. Também foi realizada a analise histolégica dos casos com
relacdo a intensidade de brotamentos tumoral, profundidade de invaséao,
espessura tumoral, invasao perineural e linfovascular, padrdo de invasao e
propor¢ao parénquima/estroma tumoral. Posteriormente foi avaliada a relagéo
das variaveis histopatolégicas com as caracteristicas clinicas e com o tempo de
sobrevida geral e livre de doenga dos pacientes. O tempo de acompanhamento
meédio dos pacientes foi de 29,52 meses (desvio padrao: 25,43 meses), quatro
pacientes vieram a Oobito (8,69%) e trinta e dois pacientes apresentam
recorréncia local (69,56%). A mediana da RNL sanguinea foi 2,5 e tumoral foi
0,09, ndo sendo observada correlacdo entre ambas. Considerando-se o total
de casos, observou-se redugao do tempo de sobrevida geral em tumores com
baixa infiltragdo de células CD8 no parénquima do centro tumoral. Houve
reducdo do tempo de vida livre de doenga em pacientes com RNL sanguinea
abaixo de 1,72. Nas amostras de ressecgdes cirurgicas, observou-se redugao
do tempo de sobrevida livre de doenca em tumores com RLN intratumoral
acima de 0,16 e em tumores com alta infiltracdo de CD66b no centro tumoral.
Nessa amostra ainda, observou-se que a infiltracdo de células CD66b+ na
fronte de invasao foi maior em tumores com padrao de invasao nao-coeso em
relacdo ao padrao coeso; além de alto grau de brotamento tumoral em tumores
com invasao perineural e linfovascular, assim como associagdo entre a
presenca de invasao perineural e padrdo de invasido ndo-coeso ou disperso.
Finalmente, ao comparar caracteristicas histopatolégicas analisadas em
bidépsias incisionais e resseccdes pareadas, observou-se que o numero de
brotamentos tumorais, a espessura tumoral e a propor¢ao parénquima-estroma
foram frequentemente subestimados em bidpsias, e que a analise de
concordancia entre os tipos de amostra foi baixa. No presente estudo,
observou-se associacdo entre a RNL tumoral e a piora do progndstico,
sugerindo a superioridade da analise local da resposta imunologica em relacéo
a analise sanguinea. Além disso, a falta de correlagdo entre RNL sanguinea e
tumoral sugerem que fatores tumorais sdo mais determinantes para a
composi¢ao imunolégica do tumor. Possivelmente, o impacto da RNL tumoral
sobre o prognéstico foi devido a alta infiltragao de neutrdfilos pré-tumorais, uma
vez que o aumento de neutréfilos no centro tumoral foi associado a redugao do
tempo de sobrevida. J& o aumento dessas células na fronte de invasao foi
associado ao padrdo de infiltracdo n&o-coeso. Ademais, a associacdo de
brotamentos tumorais e o padrdo de invasdo com a presenca de invasao
perineural/linfovascular suportam o uso dessas variaveis como indicadores
histopatoldgicos de fendtipo celular invasivo. Finalmente, o impacto das



diferentes regides tumorais sobre a infiltragdo de neutrdfilos e linfocitos e sua
associagao com a sobrevida reforcam a importancia da analise qualitativa, e
nao apenas quantitativa, da resposta imunoldgica tumoral.

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas Bucal, neutrofilos,
linfécitos T citotoxicos, CD66B, CD8, brotamento tumoral.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the influence of blood and tumor
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) and other histopathological characteristics on
the survival time of patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC). The
sample consisted of 46 patients, from whom tissue samples were obtained from
incisional biopsies  (32.6%) and surgical resections (67.4%).
Immunohistochemistry was performed for the detection of neutrophils (CD66b)
and cytotoxic T lymphocytes (CD8), with subsequent counting of positive cells
per mm2, separately in the parenchyma and stroma, and in the center and
invasive front of the tumor. Blood and intratumoral NLR were calculated by
dividing the number of neutrophils by the number of lymphocytes. Histological
analysis of the cases was also carried out regarding the intensity of tumor buds,
depth of invasion, tumor thickness, perineural and lymphovascular invasion,
invasion pattern and tumor parenchyma/stroma ratio. Subsequently, the
relationship of histopathological variables with clinical characteristics and with
the overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) time of the patients
was evaluated. The mean follow-up time of patients was 29,52 months
(standard deviation: 25,43 months), four patients died (8,69%) and thirty-two
patients had local recurrence (69,56%). The median of blood NLR was 2,5 and
tumor was 0,09, with no correlation between both. Considering the total number
of cases, a reduction in OS time was observed in tumors with low infiltration of
CD8 cells in the parenchyma of the tumor center. There was a reduction in DFS
in patients with blood NLR below 1,72. In surgical resections, a reduction in
DFS time was observed in tumors with intratumoral RLN above 0,16 and in
tumors with high CD66b infiltration in the tumor center. In this sample, it was
also observed that the infiltration of CD66b+ cells in the invasive front was
greater in tumors with a non-cohesive invasion pattern in relation to the
cohesive pattern; in addition to a high degree of tumor budding in tumors with
perineural and lymphovascular invasion, as well as an association between the
presence of perineural invasion and a non-cohesive or dispersed invasion
pattern. Finally, when comparing histopathological characteristics analyzed in
incisional biopsies and paired resections, it was observed that the number of
tumor buds, tumor thickness and parenchyma-stroma ratio were often
underestimated in biopsies, and that the analysis of agreement between sample
types was low. In the present study, an association was observed between
tumor NLR and worse prognosis, suggesting the superiority of local analysis of
the immune response in relation to blood analysis. Furthermore, the lack of
correlation between blood and tumor NLR suggest that tumor factors are more
determinant for tumor immune composition. Possibly, the impact of tumor NLR
on prognosis was due to the high infiltration of pro-tumor neutrophils since the
increase in neutrophils in the tumor center was associated with reduced survival
time. Moreover, the increase of these cells in the invasive front was associated
with the non-cohesive infiltration pattern. Furthermore, the association of tumor
buds and the invasion pattern with the presence of perineural/lymphovascular
invasion support the use of these variables as histopathological indicators of
invasive cell phenotype. Finally, the impact of different tumor regions on
neutrophil and lymphocyte infiltration and its association with survival reinforce
the importance of qualitative, and not just quantitative, analysis of the tumor
immune response.



Keywords: Oral squamous cell carcinoma, neutrophils, T lymphocytes, CD66Db,
CDs.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Critérios para a mensurag¢ao da profundidade de invaséo tumoral, de

acordo com a 82 edicdo do Manual para Estadiamento do Cancer.................. 33
Figura 2: Critérios para a mensuracéo do tamanho tumoral, de acordo com a
72 edicdo do Manual para Estadiamento do Cancer. .............ccoovvvceeiiieeeeenennn, 33
Figura 3: Marcas registradas do cancer e caracteristicas permissivas ........... 35
Figura 4: Ciclo imunologico do cancer: etapas e fatores que estimulam e
INIDEM SUA PrOgreSSA0. ...ovvuiiiiiiiii et 57
Figura 5: Fluxo de trabalho para determinar as regides tumorais de analise 192
Figura 6: Caixa de dialogos da ferramenta “create threshold”....................... 194
Figura 7: Resultado da separacéo de coloracdes feita pela ferramenta “create
110121 T o P 194
Figura 8: Caixa de dialogos da ferramenta “specify annotation”.................... 196
Figura 9: Objeto resultante dos parametros determinados acima na caixa de
(o 171 [0 [0 13PN 196
Figura 10: Caixa de dialogos aberta ao selecionar-se a ferramenta “fast cell
(070101 o) (PN PSPPI 201

FIGURAS CAPITULO 1

Figure 1: Photomicrograph representing a 1mm? field for A) Hematoxylin and
eosin; B) Cytokeratin; C) CD66b neutrophils; and D) CD8 T lymphocytes....... 86

Figure 2: (A-B) Bland-Altman plots from the comparison between resections
and biopsy samples of (A) CD8 and (B) CD66b; topmost line corresponds to the
upper limit of agreement, the middle line is the average of differences, and the
bottom line corresponds to the lower limit of agreement. (C-D) Correlation
scatterplot for C) CD8 and D) CDBEDb.............cooeviimuiiiieeeeeeeeeecee e, 86

Figure 3: Kaplan-Meyer survival curves comparing A) T1/T2 vs T3/T4 tumors;
B) <60 years-old vs 260 years-old; C) Parenchyma CD8 212,84 ate the TC vs
parenchyma CD8 <12,84 ate the TC; D) Blood NLR 21,72 vs blood NLR <1,72
......................................................................................................................... 87

Figure 1S — A representative area containing a sample of the background and
a strong sample of hematoxylin and DAB staining was selected, and the
estimate stain vectors command was applied to identify stain vectors within this
region, thus improving stain separation...............ooiiiiiiii e 91

Figure 2S — Tumoral regions of analysis. The area delimited by the red lines
corresponds to the invasive front, a 1mm wide area centered at the tumor
border. The area immediately above, delimited by the yellow line, corresponds
t0 the tUMOr CENET ... 91

Figure 3S — For each tumoral region, five fields of 1mm? were randomly
selected for analysis. In resections, five of these fields were located at the
invasive front and five at the tumor center............cccooooiiii 92

Figure 4S - For each 1mm? field, the positive cell count was performed for the
whole field (area delimited by the red line) and separately at the tumor stroma



and tumor parenchyma (area delimited by the yellow line), with the aid of
cytokeratin-immunostained slides ..o 92

Figure 5S — Kaplan-Meyer survival curve comparing survival time between
different treatment modalities. OS, overall survival; CRT, chemoradiotherapy;
S I =T Lo 1 1= =T o ) 93

FIGURAS CAPITULO 2

Figure 1: (A-D) Perineural invasion. (A) Hematoxylin and eosin-stained image
showing partial encirclement of the nerve sheath by tumoral cells. (B) The same
region seen in (A) stained with cytokeratin and showing invasion of the nerve
sheath by tumoral cells. (C) Hematoxylin and eosin-stained and (D)
cytokeratin-immunostained images showing complete encirclement of the nerve
sheath by tumoral cells. (E) Hematoxylin and eosin-stained and (F) cytokeratin-
immunostained image showing tumoral cells within the vascular space......... 122

Figure 2: (A) Cytokeratin-immunostained and (B) CDG66b-immunostained
images showing low infiltration of CD66b positive cells at the invasive front of
cohesive tumors. (C) Cytokeratin-immunostained and (D) CD66b-
immunostained images showing high infiltration of CD66b positive cells at the
invasive front of non-cohesive tUMOrS. .........cccooviiiiiiiii e, 123

Figure 3: (A) Kaplan-Meyer survival curve of disease-free survival comparing
high CD66b and low CD66b (cut-off point: 40,27 cells/mm?) at the tumor center.
(B) Kaplan-Meyer survival curve of disease-free survival comparing high
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) and low NLR (cut-off point: 0,16) at the tumor
center. (C) CD66b-immunostained and (D) CD8-immunostained images of the
tumor center of the same region exhibiting high CD66b and low CD8 positive
(o1 [T 0T 4 R 124

Figure 1S: Method to calculate depth of invasion (DOI) and tumor thickness
(TT). DOI was calculated from the nearest healthy basal membrane to the
deepest point of tumor invasion. TT was calculated from the highest point of the
tumor surface to the deepest point of tumor invasion. A) An endophytic tumor
wherein DOI is greater than TT. B) Exophytic tumor wherein DOI is smaller than
L 142

Figure 2S: Pattern of invasion cohesive, characterized by broad sheets of
cancer cells and/or tumor nests with more than 15 cells across. A) Cytokeratin-
immunostained slide. B) Hematoxylin and eosin-stained slide........................ 143

Figure 3S: (A) Pattern of invasion non-cohesive, characterized by narrow
strands or small groups with less than 15 tumor cells, or single infiltrating tumor
cells; Amplification of the yellow square region showed in (B) hematoxylin and
eosin-stained image and (C) Cytokeratin-immunostained image. (D) Pattern of
invasion dispersed, characterized by individual cells infiltrating at 1mm from the
main tumor; Amplification of the yellow square region showed in (E)
hematoxylin and eosin-stained image and (F) Cytokeratin-immunostained
0 1= o S PP 144

FIGURAS CAPITULO 3



Figure 1: Cytokeratin-immunostained slides to demonstrate (A) Tumoral
regions, the red line indicates the tumor borders; the blue line corresponds to
the tumor invasive front, which was defined as a 1mm wide region centered at
the tumor border; the yellow square corresponds to a 0.785 mm? area defined to
assess tumor budding, which appears magnified at (B); (C and D) Pixel
classification results from stain separation of positive DAB and hematoxylin
background; tumor area is highlighted in red and stromal area in green........ 165

Figure 2: (A, B, C) Bland-Altman plots from the comparison between resections
and biopsy samples of (A) tumor budding (TB); (B) tumor/stroma ratio (TSR);
and (C) tumor thickness; topmost line refers to the upper limit of agreement, the
middle line is the average of differences, and the bottom line refers to the lower
limit of agreement; the dashed line refers to the line of zero. (D) Kaplan-Meyer
overall survival curve (OS) comparing the time until death between T1/T2 and
T4/T4 tumors; (D) Kaplan-Meyer disease-free survival (DFS) curve comparing
the time until recurrence among different categories of tumor budding (TB), in
which 0-4 low budding, 5-9 intermediate budding, and >10 high budding...... 166

Figure 3: (A) Kaplan-Meyer overall survival curve (OS) comparing the time until
death between T1/T2 and T4/T4 tumors; (B) Kaplan-Meyer disease-free
survival (DFS) curve comparing the time until recurrence among patients <60
and 260 Years Old..........uuiiiii e 166

Figure 1S: Pixel classification parameters for stain separation of positive DAB
and hematoxylin background. In the bottom left corner, it is possible to see the
live stromal and tumor area calculation provided by the software .................. 171



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas gerais da populagao (n=94)..........cccccceeeeiiieeenennnnn. 185
Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos casos incluidos............ccccccoeviieennennee. 187

Tabela 3: Exemplo de como as meédias eram calculadas para cada regiao e
compartimento tUMOTal............cooii i 200

TABELAS CAPITULO 1

Table 1: Clinicopathological features of the cohort. ..........ccccccceiiiiiiiinnn. 88
Table 2: Measurement of agreement between manual and automatic methods
Of POSItiVe Cell COUNT ... 89
Table 3: Tumoral and blood neutrophil to lymphocyte ratio, according to
clinicopathological features ... 90
Table 1S: Number of samples analyzed for each tumor region ....................... 93
Table 2S — 25", 75 percentile, and median for each region of analysis. ....... 94
Table 3S - Number of events per year of follow-up..........ccccvvveiiiiiiiiiiiiiiinnn. 94

Table 4S — Median (interquartile range) number of CD66b/mm? at different
tumor regions and according to clinical features. ...........cccccoviiiiiiiiiiiiiinn. 95

Table 5S - Median (interquartile range) number of CD8/mm? at different tumor
regions and according to clinical features. ...........ccccoviiiiiiiii i 96

Table 6S — Spearman’s correlation coefficient between CD66b and CD8 at
different tumor regions. (A) Correlation according to tumor compartments
(stroma, parenchyma) and tumor regions (invasive front and tumor center). (B)
Correlation according to tumor regions only..............oceeiiiiiiiiiiiiiiccce e, 97

Table 7S - Spearman’s correlation coefficient between tumor and blood cells 98

Table 8S - Spearman’s correlation coefficient among tumor and blood
neutrophil 1o lymphocyte ratio..............iii s 98

Table 9S — P values for Kaplan-Meyer's overall and disease-free survival
curves comparing high and low categories, according to the cutoff points bases
on the 25" percentile, median, 75" percentile and 1 (only neutrophil to
lymphocyte ratio) and according to tumor regions. ............ccccccciiiiiiiiiiiinnnnnnns 99

TABELAS CAPIiTULO 2
Table 1: Clinical features of the sample.............oooovvviiiiiiiiiiieeeee 125

Table 2: Tumor-stroma ratio (TSR), Depth of invasion (DOI), Tumor thickness
(TT), and Tumor budding according to clinical features ...............ccccccccunnnnee. 126

Table 3: Tumor-stroma ratio (TSR), Depth of invasion (DOI), Tumor thickness
(TT), and Tumor budding according to histopathological features.................. 127

Table 4: A) Perineural invasion (PNI) and lymphovascular invasion (LVI)
according to the pattern of invasion; B) LVI according to the PNI .................. 128



Table 5: Median (interquartile range) of positive CD66b/mm?2, CD8/mm?2, and
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) according to histopathological features.... 129

Table 1S: Case by case comparison between depth of invasion (DOI) and

tUMON thICKNESS (TT) wevveiiiiii e e e e 134
Table 2S: Correlation between depth of invasion (DOI), tumor thickness (TT),
tumor-stroma ratio (TSR), and tumor budding (TB) .......ccoovviiiiiiieiiii, 135
Table 3S: Descriptive measures of the number of positive CD66b, CD8 and
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), according to tumoral regions................... 135
Table 4S: Median (interquartile range) of the positive CD66b/mm? for each
tumoral region, according to clinical features .............cccccvmiviiiiiiiiiiii, 136
Table 5S: Median (interquartile range) of the positive CD8/mm? for each
tumoral region, according to clinical features .............cccccviiiiiiiii i, 137
Table 6S: Median (interquartile range) of the neutrophil-lymphocyte ratio for
each tumoral region, according to clinical features..............cccccoveeeiiiiiiiiiinnn, 138
Table 7S: Spearman’s correlation coefficient between immunohistochemical
and histopathological features................ooiiiiiiiii e 139
Table 8S: Results of the Kaplan-Meyer analysis for disease-free survival. Time
until event (days), 95% confidence intervals, and P values............................ 140
TABELAS CAPIiTULO 3
Table 1: Median (interquartile range) of tumor budding count, tumor thickness,
and tumor/stroma ratio according to clinical parameters..................ccceeeeeee. 167

Table 2: Median (interquartile range) of A) tumor/stroma ratio and tumor
thickness according to different tumor budding categories; B) tumor budding
count according to different tumor/stroma ratios and tumor thickness categories

....................................................................................................................... 168
Table 3: Agreement between resections and matched biopsies.................... 169
Table 1S: Clinical parameters according to type of sample............................ 172

Table 2S: Median (interquartile range) of tumor budding count, tumor/stroma
ratio, and tumor thickness according to clinical parameters, in the whole sample
....................................................................................................................... 174

Table 3S: Median (interquartile range) of A) TSR and TT according to different
TB categories; B) TB count according to different TSR and TT categories.... 175

Table 4S: Correlation between histopathological variables in A) resections and

B) DIOPSIES. . 176
Table 5S: Number (%) of histopathological variables according to clinical
parameters in A) Resections and B) BiOpSi€S .......ccoovvvvvviiiiiiiiiiiiieeiceeeeee 177

Table 6S: Agreement between resections and matched biopsies, case by case
....................................................................................................................... 179



LISTA DE QUADROS
Quadro 1: Critérios para a classificacdo de T de acordo com a 82 edicao do
Manual para Estadiamento do CANCEr............cooiiiiiiiiiiiiiccee e, 30

Quadro 2: Critérios para a classificacdo de N conforme a 82 edicdo do Manual
para Estadiamento dO CANCEr........ccoooe i 32

Quadro 3: Relacdo dos anticorpos usados nas reag¢des imuno-histoquimicas
....................................................................................................................... 190



AJCC
APC
APM
BT
CE
CEB
CRP
DAB
EEN
EGFR
FAC
G-CSF
GLUT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Comité Conjunto Americano de Cancer
Células apresentadoras de antigenos
Maquinaria de processamento de antigenos
Brotamento tumoral

Carcinoma epidermoide

Carcinoma epidermoide de boca

Proteina C reativa

Diaminobenzidina

Extensao extranodal

Receptor do fator de crescimento epidermal
Fibroblastos associados ao cancer

Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos

Transportador de glicose

GM-CSF Fator Estimulador de Colbénias de Granulécitos e Macrofagos

H&E
HIF
HLA-1
HPV
IC 95%
ICC
IL-10
IL-1b
IL-6
IL-8
MAC
MAT
MDSC
MEC
MHC
MMP
NAC
NAD

Hematoxilina e eosina

Fator induzido por hipdxia
Antigeno leucocitario humano de classe 1
Papiloma virus humano

Intervalo de confianga 95%

indice de correlagao intraclasse
Interleucina 10

Interleucina 1 beta

Interleucina 6

Interleucina 8

Macrofagos associados ao cancer
Microambiente tumoral
Células mieloides supressoras
Matriz extracelular

Major histocompatibility complex
Metaloproteinase de matriz
Neutréfilos associados ao cancer

Neutroéfilo de alta densidade



NBD Neutrofilo de baixa densidade
NET Armadilhas extracelulares de neutroéfilos

PD-L1 Ligante de morte celular programada 1

Pl Profundidade de invasao

PI3K Fosfoinositideo 3-quinase

RNL Razao neutrdfilo — linfécito

RNLi Razao neutrofilo-linfocito intratumoral
RR Risco de morte

SAP Servigo de anatomia patologica

SAP-HU/UFSC/EBSERH Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de
Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina
STAT3 Signal transducers and activators of transcription
TCLE  Termo de consentimento livre e esclarecido
TCR Receptor de célula T

TEM Transicao epitélio-mesenquimal

TGF-a Fator de crescimento transformador alfa

TGF-b  Fator de crescimento transformador beta

Th Linfocito T auxiliar

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

Treg Linfocito T regulador

TSR Proporcao tumor-estroma

UICC  Uniao Internacional para controle do Cancer

VEGF Fator de crescimento vascular endotelial



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS EM INGLES
AJCC American Joint Committee on Cancer
bNLR blod neutrophil to lymphocyte ratio
CA California
ClI confidence interval
CK cytokeratin
CRT chemo-radiotherapy
DAB 3,3'-diaminobenzidine
DFS disease-free survival
DOl depth of invasion
DSS disease-specific survival
EMT epithelial-mesenchymal transition
ENE extranodal extension
ES effect size
H&E hematoxylin and eosin
HRP horseradish peroxidase
ICC intraclass correlation coefficient
IF invasive front
IL interleukin
IQR interquartile range
LNM lymph node metastasis
LVI lymphovascular invasion
NLR Neutrophil to lymphocyte ratio
NPV negative predictive value
OR odds ratio
OS overall survival

OSCC oral squamous cell carcinoma



P parenchyma

PI pattern of invasion

PNI perineural invasion

PPV positive predictive value

RQT radio-chemotherapy

RT radiotherapy

S stroma

SD standard deviation

TAN tumor infiltrating neutrophils

TB tumor budding

TC tumor center

TGF-B transforming growth beta

tNLR tumor neutrophil to lymphocyte ratio
TSR tumor stroma ratio

TT tumor thickness

UICC Union for International Cancer Control
USA United States of America

WHO World Health Organization

WSI whole-slide images



Sumario

T INTRODUGAO. ..o oot 23
2 JUSTIFICATIVA. ... en s, 26
BOBUETIVOS......oeeeeeeeeeee e en e n s 27
B GERAL ...ttt 27
B.2 ESPECIFICOS. ...ttt n e, 27
4 REFERENCIAL TEORICO........cooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eenenen e 28
4.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA ......cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
4.2 MARCAS REGISTRADAS DO CANCER .......c.coiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerenenenns 34
4.3 MICROAMBIENTE TUMORAL E A PROPORCAO ENTRE PARENQUIMA E
ESTROMA TUMORAL........oveieieeeeee oo, 40
4.4 NEUTROFILOS ASSOCIADOS AO CANCER ........ocvovieeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeee, 47
4.5 LINFOCITOS T CITOTOXICOS ASSOCIADOS AO CANCER.........ccccoveerrnnn 54
4.6 RAZAO NEUTROFILO/LINFOCITOS NO PROGNOSTICO DE PACIENTE COM
CANCER ...ttt 60
B CAPITULO Tt n st eneeens 65
5.1 APRESENTAGAQ .....oooeeeeeeeeeeeeeee e en s n e 66
B2 ARTIGO ...ttt 67
5.3 CONSIDERAGOES FINAIS .......oooviieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 100
B CAPITULO 2. 101
8.1 APRESENTAGAOQ ..ot 102
B.2 ARTIGO ...ttt en et 103
6.3 CONSIDERAGOES FINAIS ..ot 145
7 CAPITULO 3. 146
7.4 APRESENTAGAO .....ooiiieoeeeeeeeeeeeeeee e en e en e 147
T2 ARTIGO ...ttt en e, 148
7.3 CONSIDERAGOES FINAIS ......ooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 182
8 METODOLOGIA EXPANDIDA.........oouieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 183
8.1 DESENHO DE ESTUDO .....ooomiuieieeeee oot 183
8.2 ASPECTOS ETICOS ..ottt en e s ennans 183
8.3 TAMANHO AMOSTRAL ..ottt 184
8.4 POPULAGAQ ..ottt nen s 184
8.5 VARIAVEIS ... 188
8.6 ACOMPANHAMENTO ...t 189
8.7 IMUNO-HISTOQUIMICA .......oveeeeeeeeee e nnas 189

8.8 ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA ........ooveieeiieeeeeeeeeeee e 190



8.9 ANALISE ESTATISTICA ..ot e e
REFERENCIAS . ..ot e e e e e

ANEXOS



23

1 INTRODUGAO

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) constitui um problema de
saude publica mundial de elevada incidéncia e altos indices de
morbidade e mortalidade, em decorréncia, principalmente, do
diagndstico tardio que impossibilita uma terapéutica adequada dos
pacientes '3. Atualmente, a previsdo do prognostico é baseada no
estadiamento clinico do tumor, que considera o tamanho tumoral e a
presenca de metastases locais e a distdncia 4. Recentemente, a
profundidade de invasao e a extensao extranodal foram incluidas como
variaveis para o estadiamento clinico, marcando o reconhecimento da
importancia de caracteristicas histopatologicas no prognostico dos
pacientes °. Além disso, outras caracteristicas histopatologicas, como
grau de diferenciagdo histologica, invasao perineural e linfovascular,
apesar de nao integrarem o estadiamento clinico, sdo rotineiramente
descritas nos laudos histopatolégicos, e na literatura sdo frequentemente
associadas ao progndstico clinico 6. Destacam-se ainda caracteristicas
histopatolégicas emergentes na literatura, as quais contam com um
crescente corpo de evidéncias suportando seu uso clinico, como a
analise de brotamentos tumorais e da proporgdo parénquima-estroma

tumoral .

Além das caracteristicas histopatologicas, o estudo de biomarcadores
para a determinagdo do prognostico € um campo crescente e promissor
na oncologia. De maneira geral, o estudo de biomarcadores baseia-se
em alteracdes de vias celulares associadas a proliferagcao, sobrevivéncia
e invasao celular. Tais alteragdes sao observadas virtualmente em todos
os tumores malignos e referem-se tanto as caracteristicas adquiridas
pelas células malignas, como as alteragdbes promovidas pelo
microambiente tumoral 7°. Nesse contexto, o sistema imunolégico
desempenha um duplo papel. Por um lado, escapar da eliminacéo do
sistema imunoldogico € uma marca registrada do cancer, a qual se
caracteriza pela imunossupressao de células responsaveis pela

eliminagcao de células malignas, como linfécitos T citotoxicos e células
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natural killers. Por outro lado, a inflamagao constitui uma caracteristica
permissiva ao desenvolvido tumoral, sendo promovida por células
inflamatorias, como neutréfilos, e por mediadores quimicos, os quais
atuam sobre as vias celulares de iniciagdo, promogéo e progressao

tumoral 8.

O impacto da resposta imunolégica pré/antitumoral pode ser
observado em estudos de sobrevida de pacientes oncoldgicos. Tem sido
demonstrado que, individuos que apresentam tumores malignos
densamente infiltrados por linfocitos T citotoxicos exibem uma melhora
significativa da sobrevida '°. Em contrapartida, a infiltragdo tumoral por
neutrofilos estd associada a reducdo do tempo de sobrevida de
pacientes com diversos tipos de céancer, inclusive o carcinoma

epidermoide de cabeca e pescoco .

Linfécitos T citotdxicos sao atraidos ao ambiente tumoral em resposta
a liberagdo de antigenos associados ao cancer e sua agéao citotdxica &
direcionada a eliminagcdo das células tumorais via inducdo de morte
programada '2. Por outro lado, os neutrdfilos constituem uma fonte
importante de mediadores da inflamagao que estimulam a proliferagao
celular, angiogénese, degradagdo da matriz extracelular e
imunossupressao 3. In vitro, neutrdfilos inibem a ag&o citotoxica de
linfocitos T 14, além disso, a infiltragdo tumoral de linfocitos T citotoxicos
& inversamente proporcional ao numero de neutréfilos . Em tumores
sélidos, estudos demonstram a relagéo entre a proporgao sanguina de
neutrdfilos e linfécitos com a sobrevida de pacientes 1618, Por outro lado,
a proporcao entre neutrofilos e linfocitos em amostras teciduais
permanece pouco estudada. No carcinoma pulmonar de células n&o-
pequenas, a razéo neutrofilo/linfocito (RNL) intratumoral mostrou-se um
bom indicador de progndstico '°. No CEB, ha estudos disponiveis sobre
o impacto prognostico da RNL sanguinea '8 19, entretanto, a RNL
intratumoral poderia representar um indicador local da resposta
imunoldgica, por sofrer menos influéncia de estimulos imunoldgicos

sistémicos, como infeccdes e medicacgdes.
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Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram estudar a
relacdo entre a RNL intratumoral e sanguinea e o impacto dessas
variaveis no tempo de sobrevida de pacientes com CEB; analisar as
principais caracteristicas histopatoldgicas associadas ao prognostico do
CEB; e analisar o uso de bidpsias incisionais para a avaliacdo de
caracteristicas histopatologicas em relagcdo a concordancia com

amostras de ressecgdes cirurgicas pareadas.
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2 JUSTIFICATIVA

Justifica-se o presente estudo diante da necessidade em se
aprofundar o conhecimento a respeito da resposta imunoldgica
associada a progressao do carcinoma epidermoide de boca, tendo em
vista também as possiveis aplicagcdes terapéuticas associadas a
imunoterapia. Além disso, o reconhecimento crescente da importancia
clinica de caracteristicas histopatologicas demanda que novos estudos
sejam realizados para contribuir com o avango do conhecimento na
area, visando futuras aplicagdes clinicas. Em especial, destaca-se a
necessidade de estudos testando a validade de bidpsias diagnosticas
para a andlise de caracteristicas histopatolégicas, a fim de usa-las no

planejamento terapéutico dos pacientes oncoldgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliagdo da influéncia da RNL sanguinea e intratumoral e de
caracteristicas histopatologicas no prognostico de pacientes com
CEB.

3.2 ESPECIFICOS

a) Avaliar a quantidade e distribuigdo intratumoral de neutrofilos e
linfocitos T citotdxicos em amostras de CEB;

b) Estimar a relagao intratumoral e sanguinea entre neutrofilos e
linfocitos por meio do calculo da raz&o neutrdfilo/linfécito em
pacientes com CEB;

c) Avaliar a presenca e intensidade de brotamentos tumorais em
amostras de CEB;

d) Comparar a intensidade de brotamentos tumorais entre
ressecgdes cirurgicas e biopsias incisionais, pareadas e néo-
pareadas;

e) Avaliar a proporcao entre estroma e parénquima tumoral em
amostras de CEB;

f) Avaliar o padrdo da fronte de invasdo, profundidade de
invasdo, espessura tumoral, invasdo perineural e invasao
linfovascular em amostras de CEB;

g) Investigar possiveis correlagcbes entre todas as variaveis
histopatoldgicas analisadas;

h) Analisar o impacto dos parametros analisados no tempo de

sobrevida geral e livre de doenca de pacientes com CEB.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA

De acordo com o levantamento realizado pelo Observatoério
Global do Cancer (GLOBOCAN), estima-se que em 2020 o numero de
novos casos de cancer de boca e labio foi de 377.713 e o numero de
mortes 97.370, o que corresponde a 2% e 1.8% da incidéncia e
mortalidade por cancer no mundo, respectivamente '. Ainda de acordo
com o levantamento, o cancer de boca e labio foi 0 8° mais comum em
homens e o 15° em mulheres, e, para ambos os sexos, tanto a
incidéncia quanto a mortalidade foram mais elevadas em paises com
baixo indice de desenvolvimento humano. Na regido central da Asia, o
cancer de boca e labio foi o mais frequente, refletindo a popularidade do
consumo de noz de areca, sendo que, na india, foi o cancer de maior
incidéncia e mortalidade dentre todos os tipos de cancer. A América do
Sul exibiu a 122 maior incidéncia de cancer de boca e labio no mundo .
Em 2018 no Brasil, registrou-se 6.455 obitos por cancer de boca e labio,
o0 que representa 50% dos o6bitos por cancer de cabega e pescogo
(exceto tireoide), sendo que 77% do total de 6bitos ocorreu em homens

e 61% em pessoas acima de 60 anos %°.

O carcinoma epidermoide (CE) representa 90% de todas as
malignidades que acometem a cavidade bucal ?'. Ha uma forte
associacao entre CE de boca (CEB) e fatores de risco, como o consumo
de tabaco e alcool, e os padrdes de incidéncia e mortalidade estao
amplamente ligados as diferencas nos habitos de consumo da
populacao. Os principais fatores de risco reconhecidos para o CEB sdo o
consumo de tabaco (com e sem fumaca), alcool e o habito de mascar a
noz de areca — popularmente consumida na Asia como uma mistura
contendo ou ndo tabaco chamada betel quid %2. O consumo combinado
de alcool e tabaco é altamente sinérgico e apresenta chance cinco vezes
maior de desenvolvimento de CEB em relagdo ao ndo consumo ou

consumo minimo dos dois produtos 23. Apresenta-se como fator de risco
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emergente a infeccdo com o Papilomavirus Humano (HPV),
principalmente para o CE de orofaringe, sugerindo uma possivel
associacdo com a transmissdo sexual devido a natureza do virus 2.
Observa-se ainda alto risco para CEB em paises com baixo indice de
desenvolvimento, o que pode ser atribuido a maior prevaléncia de
habitos de alto risco e, possivelmente, 8 ma-nutrigdo 22. Outros possiveis
fatores de risco, sem suporte cientifico suficiente, incluem o consumo da
erva-mate, a ma higiene bucal, doenga periodontal e o histérico familiar
21. Atualmente, observa-se a melhora persistente das taxas de incidéncia
e mortalidade do CEB em muitos paises, principalmente em homens, em
resposta a crescente conscientizacdo e reducdo do consumo dos
principais fatores de risco. Em contrapartida, observa-se o aumento da
incidéncia e mortalidade do CE de orofaringe, atribuido as mudangas do
comportamento sexual e ao aumento da prevaléncia do HPV na

populagado 24,

O diagndstico tardio permanece um problema para a sobrevida de
pacientes com CEB. Aproximadamente 50% dos pacientes sao
diagnosticados com doenga em estagio avangado, 0 que restringe as
opgOes terapéuticas e tem um impacto no prognostico % 3 25, Apos 5
anos do diagnéstico, reporta-se uma taxa de sobrevida geral entre 39-
81%, e uma taxa de sobrevida livre de doenga entre 57-66% 2 3 25. O
estadiamento clinico de tumores permanece a principal ferramenta para
a avaliagdo do prognéstico. Fundado em 1959, o Comité Conjunto
Americano de Cancer (AJCC) em colaboragdo com a Unido
Internacional para controle do Céancer (UICC) publicaram em 1977 o
primeiro manual para o estadiamento clinico do cancer. Desde entao,
oito edigbes do manual foram publicadas a cada 6-8 anos, permitindo a
acomodacido dos avancos na pesquisa do cancer. O estadiamento
clinico baseia-se em informacdes anatdbmicas do tumor primario, do
acometimento de linfonodos regionais e de metastases a distancia.
Assim, sdo avaliados o tamanho do tumor e extensdo para estruturas
vizinhas (T); o numero e localizagao de linfonodos regionais acometidos

(N); e a presenca de metastases a distancia (M). No manual,
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recomenda-se ainda o registro do grau histolégico utilizando o método
de gradacédo, o qual pode ser de dois a quatro graus, sem constar
demais especificagbes. O estadiamento clinico final é feito de acordo

com o grau do TNM e pode ser classificado de 0-1V 4.

O manual de estadiamento clinico encontra-se em sua 82 edigao,
lancada em 2017, a qual conta com alteragbes importantes na
categorizacao de T e N. Para a categorizacao de T, a principal alteragao
foi a inclusdo da profundidade de invasdo (Quadro 1). Tal alteragéo
reconhece o comportamento biolégico agressivo de tumores pequenos,
mas profundamente invasivos. Além disso, a edicao recente define
claramente a diferenca entre profundidade de invasdo e espessura
tumoral, que até entdo vinham sendo usados de maneira equivoca.
Clinicamente, mensurar a profundidade de invasdo (Pl) exige a
avaliagao criteriosa e palpacao detalhada, suplementadas por exames
de imagem, a fim de diferenciar tumores exofiticos espessos de tumores
ulcerados invasivos. Histologicamente, a Pl corresponde a distancia da
membrana basal do epitélio adjacente ao tumor até o ponto mais

profundo de invasao (Figura 1) °.

Quadro 1: Critérios para a classificagdo de T de acordo com a 82 edigao
do Manual para Estadiamento do Cancer.

TX: Tumor primario nao pdde ser avaliado.

Tis: Carcinoma in situ.

T1: tumor £2cm, Profundidade de invasédo (PI) £5mm

T2: tumor <2cm, Pl >5mm e £10mm OU tumor >2cm, mas <4cm, e Pl <10mm.

T3: tumor >4cm OU qualquer tumor com Pl >10mm.

T4a: doenca local moderadamente avancada: tumor (labio) invade através do osso
cortical ou envolve o nervo alveolar inferior, assoalho da boca ou pele do rosto (ou
seja, queixo ou nariz); (cavidade bucal) tumor invade apenas estruturas adjacentes
(osso da mandibula ou maxila, ou envolve o seio maxilar ou pele do rosto); a erosédo
superficial do alvéolo ésseo/dente (apenas) por um tumor primario da gengiva nao é

suficiente para classificar um tumor como T4.

T4b: doenga local muito avangada; tumor invade o espaco mastigatorio, placas

pterigoideas, ou base do cranio e/ou envolve a artéria carétida interna.

Fonte: Traduzido de Lydiatt et al., (2017).
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Para a categorizagao clinica e patolégica de N, a principal
alteracao foi a inclusdo da extensao extranodal (EEN) como variavel
complementar ao numero e tamanho de linfonodos acometidos (Quadro
2). A EEN é definida como a extensdo de carcinoma metastatico do
interior do linfonodo para além da capsula fibrosa e para o interior do
tecido conjuntivo fibroso circunjacente. Focos de carcinoma metastatico
empurrando a capsula sem rompé-la ndo constituem EEN. A decisao de
incluir a EEN na classificagdo clinica de N deve ser inequivoca e
suportada por achados clinicos e de imagem, sendo que achados de
imagem, apesar de sugestivos, sdao considerados insuficientes para

definir a presenca clinica de EEN °.

A inclusdo de EEN no estadiamento do CEB cria duas situacdes
clinicas. A primeira resulta da subcategorizagao de pacientes diante da
impossibilidade de realizar o diagndstico histopatologico de EEN. A
segunda € a migracdo de pacientes com EEN positiva para categorias
mais avangadas, podendo haver uma melhora artificial da sobrevida de
pacientes das categorias com EEN negativa 2. Em um estudo recente, a
observacao de EEN positiva resultou na migracdo de 135 pacientes das
categorias N2a/b/c (72 edigdo) para a categoria N3b (82 edigéo),
categoria essa que contava com 3 pacientes antes da migragao.
Entretanto, a analise de sobrevida geral mostrou que apenas a migragao
de pacientes da categoria N2b (72 edigdo) para a N3b (8% edicao)
resultou em diferenga estatisticamente significante no tempo de

sobrevida 26.
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Quadro 2: Critérios para a classificagdo de N conforme a 82 edicdo do Manual para
Estadiamento do Cancer.

Classificagao clinica de N

NX: Linfonodo regional ndo pdde ser avaliado.

NO: Sem metastase para linfonodo regional.

N1: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral, <3cm em sua maior dimensao e extensao
extranodal (EEN) negativa.

N2: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral, >3cm e <6cm em sua maior dimensao e EEN
negativa; OU metastase para multiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior do que 6cm em sua
maior dimensdo e EEN negativa; OU metastase para linfonodos contralaterais ou bilaterais,
nenhum maior que 6cm em sua maior dimensao e EEN negativa.

N2a: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral maior que 3cm e menor que 6cm em sua maior
dimenséo e EEN negativa.

N2b: Metastases para multiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior que 6cm em sua maior
dimenséo e EEN negativa.

N2c: Metastase para linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum maior que 6cm em sua maior
dimensao e EEN negativa.

N3: Metastase para linfonodo maior que 6cm em sua maior dimens&o e EEN negativa; OU
metastase para qualquer linfonodo e EEN clinicamente evidente.

N3a: Metéastase para linfonodo maior que 6cm em seu maior didmetro e EEN negativa.

N3b: metastase para qualquer linfonodo e EEN clinicamente evidente.

Classificagao patolégica de N

NX: Linfonodo regional ndo pdde ser avaliado.

NO: Sem metastase para linfonodo regional.

N1: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral, <3cm em sua maior dimenséo e EEN negativa.

N2: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral, <3cm em sua maior dimenséo e EEN positiva;
OU metastase entre 3 e 6cm em sua maior dimensado e EEN negativa; OU metastase bilateral ou
contralateral, nenhuma com mais de 6cm em sua maior dimens&o e EEN negativa.

N2a: Metastase para um unico linfonodo ipsilateral ou contralateral <3cm em sua maior dimenséo
e EEN positiva; OU metastase em um unico linfonodo ipsilateral >3cm e <6cm em sua maior
dimenséo e EEN negativa.

N2b: Metastases para multiplos linfonodos ipsilaterais, nenhuma maior que 6cm em sua maior
dimenséo e EEN negativa.

N2c: Metastase para linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhuma maior que 6cm em sua
maior dimensé&o e EEN negativa.

N3: Metastase para linfonodo maior que 6cm em sua maior dimensdo e EEN negativa; OU
metastase para um unico linfonodo ipsilateral maior que 3cm em sua maior dimensdo e EEN
positiva; OU metastase para multiplos linfonodos ipsilaterais, contralaterais, ou bilaterais, qualquer
uma EEN positiva.

N3a: Metastase para linfonodo maior que 6cm em seu maior didmetro e EEN negativa.

N3b: Metastase para um Unico linfonodo ipsilaterail maior que 3cm em seu maior diametro e EEN
positiva; OU metastase para linfonodos multiplos ipsilaterais, contralateral ou bilateral, qualquer
uma EEN positiva.

Fonte: Traduzido de Lydiatt et al., (2017).

Em contrapartida, a inclusdo de Pl eleva a categoria de T em
cerca de 25% dos casos, mas nao parece ter impacto na previsao de
sobrevida desses pacientes 2’. Além disso, quando o uso de Pl conforme
os critérios da 8?2 edigdo do manual de estadiamento do cancer (Figura
1) foi comparado ao uso da espessura tumoral segundo os critérios da
72 edi¢ao (Figura 2) ndo se observou diferenga na estratificagéo do risco

de pacientes em relagao a sobrevida geral e especifica para CEB 2.
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Figura 1: Critérios para a mensuragao da profundidade de invasao tumoral, de acordo
com a 82 edigao do Manual para Estadiamento do Cancer.
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Measuring depth of invasion of an
ulcerative tumour
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Measuring depth of invasion of an
exophytic tumour

R
D

A) Medindo a profundidade de invasdo tumoral em um tumor
ulcerado. Basement membrane: membrana basal; Depth of
invasion: profundidade de invasdo. B) Medindo a profundidade
de invas&o tumoral em um tumor exofitico. Basement membrane:
membrana basal; Depth of invasion: profundidade de invaséo.
Fonte: Traduzido de Muller et al., (2019).

Figura 2: Critérios para a mensuracao do tamanho tumoral, de acordo com a 72 edigéo
do Manual para Estadiamento do Cancer.

a) Lesdo exofitica: deve-se medir a espessura tumoral a partir de uma linha perpendicular
tracada da superficie da lesdo (A) até o ponto mais profundo de invas&o (B); b) Les&o ulcerada:
deve-se medir a lesdo a partir de uma linha perpendicular tragada da base da ulcera (A) até o
ponto mais profundo de invaséo, e da superficie da por¢cdo mais lateral da ulcera (C) até o ponto
mais profundo da invasdo (D); c) Les&o endofitica: deve-se medir a lesdo a partir de uma linha
perpendicular tragada da superficie do epitélio maligno invasivo (A) até o ponto mais profundo de
invasao (B). Fonte: Traduzido de AJCC 7° Manual para Estadiamento do Céancer.
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A inclusdo de Pl e EEN como critérios para o estadiamento do
cancer € um marco para o reconhecimento da importancia clinica de
variaveis histopatologicas na avaliagdo do risco de pacientes com CEB.
Nesse contexto, outras variaveis histopatolégicas, como a invasao
perineural, invasdo linfovascular e o grau de diferenciacdo histologica
também alteram a sobrevida de pacientes com CEB 29, e apesar de ndo
fazerem parte do estadiamento clinico, sdo frequentemente descritos no

laudo histopatologico.

Além das caracteristicas histopatologicas, o conhecimento a
respeito de biomarcadores para o0 cancer avangou muito em anos
recentes. O termo biomarcador pode se referir a proteinas, moléculas de
DNA, RNA, carboidratos ou pequenas moléculas, como metabdlitos, os
quais sao indicadores mensuraveis para o risco de aquisicdo, a
presenca ou severidade de uma determinada doenca . Para o CEB,
destaca-se o uso de biomarcadores salivares para o diagnostico
precoce, dentre os quais as citocinas interleucina-6 (IL-6), interleucina-8
(IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) s&o candidatos
promissores 3. Para o progndstico, a maioria dos biomarcadores
estudados séo proteinas, os quais permanecem como biomarcadores
em potencial, devido a necessidade de validagao clinica 32. De maneira
geral, os biomarcadores atualmente em estudo se relacionam a algum
processo biolégico que se encontra desregulado no cancer, como por
exemplo o ciclo celular, proliferacéo celular, migragcao/motilidade/adesao
celular, metabolismo celular, apoptose, resposta imunolégica, inflamagéao

e outros 2.

4.2 MARCAS REGISTRADAS DO CANCER

As marcas registradas do cancer se referem as caracteristicas
adquiridas por células malignas durante a carcinogénese e progressao
tumoral que promovem o crescimento, proliferacdo e disseminacao
celular. Atualmente, sdo reconhecidas 8 marcas registradas e 2
caracteristicas permissivas, além de duas marcas emergentes e duas

caracteristicas permissivas emergentes (Figura 3) °.
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Figura 3: Marcas registradas do cancer e caracteristicas permissivas
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(vermelho) reconhecidas. A imagem a direta refere-se as marcas registradas (azul) e as
caracteristicas permissivas (vermelho) emergentes.
Fonte: Traduzido de Hanahan, 2022 °

As marcas registradas do cancer e caracteristicas permissivas,
apesar de comuns a virtualmente todos os tumores sélidos, exibem
mecanismos de aquisi¢do variados e podem se desenvolver durante
diferentes etapas da carcinogénese. As marcas registradas e
caracteristicas permissivas, atualmente reconhecidas, sdo também

descritas no contexto do CEB 3334,

De maneira geral, o sinal proliferativo € mantido pela expressao
elevada do receptor de crescimento epidermal (EGFR, do inglés
epidermal growth factor receptor) e seu ligante, o fator de crescimento
transformador alfa (TGF-a, do inglés transforming growth factor alfa). O
escape a supressores do crescimento, por sua vez, € mediado
principalmente pela proteina “guardia do genoma”, a P53, cujo gene
encontra-se mutado em cerca de 60-80% dos casos de CEB. A
resisténcia a morte celular também resulta da agdo do EGFR e P53 e a
consequente ativagcao de vias de sobrevivéncia celular, como o fator de
transcricdo STAT3 (do inglés, signal transducers and activators of
transcription) e a enzima fosfoinositideo 3-quinase (PI3K). A imortalidade
celular é acentuada pela reativagdo da enzima telomerase, que confere
imortalidade replicativa as células malignas. Diante do crescimento

constante e desenfreado das células, cria-se um ambiente tumoral
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frequentemente hipoxico, o qual demanda o suprimento de oxigénio e
nutrientes, assim como a remocao dos restos do metabolismo celular.
Assim, as marcas registradas de indugédo a vasculatura e desregulagao
metabdlica das células malignas criam condi¢cbes para a adaptagéo e
progressdo tumoral. As células tumorais também adquirem
caracteristicas que as permitem escapar da destruicdo imunoldgica,
além de exibirem alteragdes do seu fendtipo epitelial para permitir a
invasdo e metastase tecidual. Essas duas ultimas marcas registradas,
assim como a caracteristica permissiva da inflamagao pro-tumoral sdo

descritas abaixo com mais detalhes 8 3334,
4.2.1 Escape da destruigcao imunoldgica

O sistema imunolégico atua como barreira contra o
desenvolvimento tumoral, assim, células malignas necessitam superar
esse mecanismo para iniciar um tumor e avangar localmente e a
distdncia. Os mecanismos que levam ao escape da destruicao
imunologica sédo variados. A hipdxia tumoral, por exemplo, através do
fator induzido por hipdxia (HIF, do inglés Hypoxia-Inducible Factor)
promove a expressao dos imunossupressores interleucina-10 e fator de
crescimento transformador beta (TGF-B, do inglés transforming growth
factor beta), que por sua vez promovem a polarizagdo de macrofagos
para o fenétipo imunossupressor. HIF-1a também interage com células
antitumorais promovendo apoptose e alterando seu perfil secretor. Em
linfocitos T e células natural killers (NK), a interacdo de HIF com os
pontos de restricdo imunoldgicos (immune checkpoints) impede o
reconhecimento de células tumorais, promovendo um microambiente
tumoral tolerante as células malignas 3°. Em CEB, observa-se co-
expressédo de HIF-1a e do ligante de morte celular programada PD-L1
em células tumorais hipoxicas proximas a areas de necrose tumoral, e
tumores de pacientes exibindo areas de necrose e expressao de PD-L1

apresentam reducgdo da sobrevida 36,

Outro mecanismo de escape da vigilancia imunologica no CEB

inclui a expressdo reduzida de moléculas do sistema de antigeno
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leucocitario humano de classe | (HLA-1, do inglés human leukocyte
antigen) e dos componentes celulares necessarios para o
processamento de antigenos (APM, do inglés Antigen Processing
Machinery). A expressdo desses componentes encontra-se reduzida no
tumor em relagdo ao tecido normal adjacente, sendo associada a
ocorréncia de metastase para linfonodos e a reducgdo da sobrevida 3°.
Por outro lado, um estudo recente observou que a expressao elevada de
moléculas HLA-1/APM teve uma correlacao positiva com a infiltracéo de
linfocitos T citotoxicos, mas que essa associacdo nao foi um preditor
eficaz para a sobrevida, especialmente em CEB com estagio T inicial.
Esses resultados mostram que outros fatores imunologicos além do
HLA-1/APM podem ser mais importantes na determinacdo do

progndstico de pacientes com CEB 3.

O desenvolvimento e progressdao do CEB também é amplamente
afetado pela composicao celular imunoldgica do microambiente tumoral
e do sangue periférico. Nesse contexto, a baixa infiltracdo de células
efetoras, a alta infiltracdo de células imunossupressoras, a alta
concentracdo de mediadores soluveis imunossupressores (fator de
crescimento vascular endotelial, TGF-B, IL-6 e IL-10) e a disfungado de
células citotoxicas, como linfécitos T CD8 e células NK, sio fatores que
contribuem para a imunoevaséo e progressido do CEB 3°. Além disso, as
células tumorais inibem a maturacdo de células apresentadoras de
antigeno (APC, do inglés antigen presenting cells), principalmente em
resposta a hipoxia e sob a acdo do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF, do inglés, vascular endotelial growth factor), reduzindo

o reconhecimento e apresentacéo de antigenos associados ao cancer 3%
39

4.2.2 Invasiao e metastase

A metastase do CEB ocorre principalmente para os linfonodos
cervicais do lado afetado pelo tumor 33. O processo de invasdo e
metastase envolve uma sequéncia de etapas que incluem a perda de

adesdo entre as células malignas, o aumento da interacdo entre as
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células malignas e a matriz extracelular e o ganho de motilidade celular.
Essas alteragbes sdo governadas principalmente pelo programa celular
de transicao-epitélio-mesenquimal (TEM) — um mecanismo muito usado
no desenvolvimento embrionario, mas que é sequestrado por células
epiteliais malignas para permitir a invasao, resisténcia a apoptose e

disseminacéo celular 8.

Células epiteliais normais mantém uma polaridade apicobasal por
meio de jun¢des celulares de oclusao, jungdes aderentes, desmossomos
e hemi-desmossomos. Esse fendétipo € mantido por genes responsaveis
pela expressdo dessas proteinas 4%-2. Diante da ativagdo do programa
TEM, em resposta aos fatores de transcricdo SNAIL, TWIST e ZEB, ha a
expressdo de genes e proteinas associados ao estado mesenquimal,
como N-caderina, vimentina, fibronectica, B-integrinas e
metaloproteinases de matriz, assim como a inibicdo de genes
associados ao estado epitelial, como E-caderina, moléculas de adesao
celular epitelial, ocludinas, claudinas, a6p4 integrinas e citoqueratinas.
As mudangas ocorrem dentro de um espectro progressivo que se inicia
com a perda das juncdes célula-célula e da polaridade apicobasal do
epitélio, seguida pela aquisicdo parcial de caracteristicas mesenquimais.
Em alguns casos, pode haver a completa aquisi¢cdo de caracteristicas
mesenquimais, como alongamento celular, polarizagdo do nucleo para
frente e a reorganizacdo do citoesqueleto, todas mantidas pela
expressdo dos fatores de transcricdo associados a TEM. E importante
destacar que, poucas células epiteliais adquirem um estado completo de
TEM, sendo que na maioria dos casos a célula permanece em um

estado intermediario de transigao 4°.

As alteracdes moleculares associadas a TEM s&o observadas na
alteragcdo do fendtipo celular epitelial. Histologicamente, a TEM é
associada a ocorréncia de brotamentos tumorais (BT) — células
individuais ou agrupamento de até 4 células epiteliais observados
principalmente na fronte de invasdo de carcinomas 42. No CEB, a
presenga de BT foi associada a expressao imuno-histoquimica do fator
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de transcricdo SNAIL 43, a reducdo da expressdo de E-caderina, ao
aumento da expressao de vimentina e ao deslocamento nuclear de [3-
catenina %+ 45, entretanto, a perda dos marcadores epiteliais ndo ocorreu
simultaneamente ao aumento da expressdao de marcadores
mesenquimais, o que condiz com o estado de TEM parcial 2. Além
disso, regides tumorais com BT exibiram aumento da expressao dos
fatores de transcrigdo para TEM, como ZEB e PRRX1, e aumento da
expressdo de genes associados a mobilidade celular, sobrevivéncia
celular e a producdo de matriz extracelular, mudancas que parecem ser
reguladas pelo fator de crescimento transformador beta (TGF-B) “S.
Diante disso, a presenca de BT poderia funcionar como um marcador
histopatoldgico da ocorréncia de TEM, mesmo que parcial, e a presenca
de alto grau de BT em CEB esta amplamente associada a redugéo do

tempo de sobrevida geral, especifica por cancer e livre de recorréncia °.
4.2.3 Inflamagao pro-tumoral

A inflamacé&o tumoral contribui para a aquisicao de quase todas as
marcas registradas do céncer. Quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento induzem a proliferagdo e sobrevivéncia celular,
angiogénese tumoral, modificacdo da matriz extracelular, facilitacdo da
invasdo e metastase e estimulam a ocorréncia da TEM. Dessa maneira,
a inflamacdo pode atuar em praticamente todas as etapas da

carcinogénese, seja na iniciagdo, promogao ou progressao e metastase
8,47

No CEB, é possivel observar infiltrado inflamatério no inicio da
carcinogénese oral, e a intensidade de células inflamatérias foi
associada ao grau de displasia epitelial 8. Apesar de ndo haver um
marcador inflamatoério definitivo para o prognéstico do CEB, muitos tém
sido alvo de estudos. Marcadores sistémicos, como a proteina C reativa
de fase aguda (CRP, do inglés C-reactive protein) aumentam em
resposta a citocinas pro-inflamatoérias tumorais liberadas na corrente
sanguinea, como IL-6. No CEB, a elevagdo dos niveis de CRP foi
associada ao aumento da agressividade de doenga “°. A principal
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vantagem dos marcadores inflamatorios sistémicos esta na possibilidade
do uso de hemogramas para o monitoramento. Assim, torna-se possivel
fazer a contagem de células inflamatérias, como a razdo entre
neutrofilos e linfécitos (RNT), a qual tem sido usada com relativo

sucesso para a previsédo de sobrevida em portadores de CEB 0.

A elevagao de marcadores pré-inflamatorios salivares e tumorais,
como IL-6, também ocorre em pacientes com CEB e é frequentemente
associada com doenca avangcada e com a reducdo do tempo de
sobrevida dos pacientes. Além disso, observa-se a elevagao de citocinas
anti-inflamatoérias, como a IL-10, no microambiente tumoral do CEB,
onde atuam como imunossupressores da resposta imunoldgica
antitumoral 4°. Finalmente, células inflamatdrias, além de fibroblastos e
células tumorais, sdo fontes importantes de enzimas remodeladoras de
matriz extracelular, cuja expressdo foi associada a ocorréncia de

metastase regional no CEB “8.

4.3 MICROAMBIENTE TUMORAL E A PROPORCAO ENTRE
PARENQUIMA E ESTROMA TUMORAL

As células malignas ndo se encontram isoladas de outros
componentes teciduais. Tumores malignos sdo estruturas complexas e
organizadas, e € preciso compreendé-los no contexto em que estao
inseridos. Dessa maneira, o microambiente tumoral (MAT) é constituido

por células malignas e por outros componentes celulares e ndo-celulares
8, 51

Os componentes nao celulares do MAT incluem a matriz
extracelular, exossomos e a composicao fisico-quimica do tumor. A
matriz extracelular (MEC) é constituida por colageno, fibronectina,
elastina, tenascina e laminina, produzidos principalmente por fibroblastos
associados ao cancer. A MEC compbe boa parte dos tumores soélidos e
oferece suporte biomecanico para as células, além de atuar como
reservatorio de citocinas e fatores de crescimento, como VEGF e TGF-,
que sao liberados a partir da degradagdo da MEC. A remodelacéo da

MEC é uma etapa critica para o processo de invasao e metastase e é
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promovida principalmente pelas enzimas metaloproteinases de matriz
(MMP, do inglés matrix metaloproteinases). O aumento da rigidez da
MEC devido a alta producdo de seus constituintes, principalmente o
colageno, é capaz de promover a ativagado de vias oncogénicas, como
PI3K, assim como inibir genes supressores de tumor e promover a

ativacao de fibroblastos associados ao céancer 5 52,

Exossomos s&o microvesiculas extracelulares liberadas por
células tumorais e que promovem a sinalizacido célula-célula no MAT. A
composicdo dos exossomos € semelhante a da célula de origem,
incluindo proteinas, RNA, DNA e lipideos ®'. Exossomos promovem a
progressao tumoral de acordo com a molécula sinalizadora que
carregam, mas de maneira geral, podem promover crescimento tumoral,
angiogénese, resisténcia terapéutica e metastase. Exossomos também
atuam na sinalizagdo a distancia, preparando outros orgaos para o
recebimento de células metastaticas °3. Fibroblastos associados ao
cancer também produzem exossomos, 0s quais podem conter moléculas
oncogénicas, como micro-RNAs, ou fatores de crescimento, como o
TGF-B, para auxiliar na progressdo tumoral 5. Exossomos também
podem atuar como veiculos de antigenos associados ao cancer, 0s
quais podem ser absorvidos por células apresentadoras de antigenos,
levando a ativagéo da resposta imunoldgica antitumoral. Por outro lado,
exossomos também podem promover a apoptose de linfécitos T CD8,
inibir a proliferacdo de linfécitos T CD4 e ampliar a imunossupressao

promovida por linfécitos T regulatorios °°.

A composicao fisico-quimica encontra-se desbalanceada em tumores
e 0 meio encontra-se frequentemente &acido, principalmente como
consequéncia da glicolise aerébica e alta produgédo de acido lactico. O
pH acido é também mantido pela ineficiéncia da vascularizagao tumoral.
Além disso, a proliferacdo celular incontrolada cria um MAT pobre em
oxigénio. A hipdéxia é um acelerador importante da sobrevivéncia e
progressao tumoral. Dentre as consequéncias da hipodxia, destaca-se o

escape da vigilancia imunolégica devido ao recrutamento de células
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imunossupressoras, como linfécitos T regulatérios, ao aumento da
expressao de receptores para os pontos de restricdo imunoldgica nas
superficies das células tumorais, e a inibicdo de células imuno efetoras,

como linfocitos T citotoxicos, células dendriticas e células NK 29,

Dos componentes celulares do MAT destacam-se os fibroblastos
associados ao cancer e as células do sistema imunologico. Fibroblastos
associados ao cancer (FACs) constituem as células mais abundantes no
MAT, e correspondem a fibroblastos com estado ativado, de morfologia
alongada e fendtipo secretor pré-tumoral. FACs originam-se
principalmente de fibroblastos residentes no MAT, mas outras células
progenitoras incluem pericitos, ceélulas endoteliais, células epiteliais,
adipdcitos e células tronco mesenquimais derivadas da medula éssea. O
secretoma dos FACs inclui uma variedade de citocinas pro-inflamatarias,
como IL-6, quimiocinas, fatores de crescimentos, como TGF-,
proteases, como MMPs, e exossomos, 0s quais atuam estimulando a
proliferagao celular, angiogénese, migragao/invasao celular e supressao
do sistema imunoldgico antitumoral %% %, No CEB, FACs exibem um
fendtipo miofibroblastico marcado pelo aumento da expressdao da
proteina alfa-sma, cuja expressdo exibe associacdo com a piora da

sobrevida geral e livre de recorréncia 6.

As células imunolégicas compreendem um grupo heterogéneo de
células com contribui¢gdes distintas na progressao tumoral. Destacam-se
os macrofagos, células natural killers (NK), células apresentadoras de

antigenos, células mieloide supressoras, linfocitos e neutrdfilos.

Os macrofagos associados ao cancer (MAC) constituem grande
parte da populacdo imune no MAT, cuja atividade pode ser anti ou pro-
tumoral, a depender do fendtipo assumido. Os fenodtipos M1 e M2
representam os dois extremos de polarizagdo de macréfagos, e MACs
podem alterar sua polarizacdo conforme o ambiente, ou ainda existir em
estados intermediarios. O fendtipo tipo-M1 é considerado antitumoral
devido a secregao de citocinas pré-inflamatérias e ativagao da resposta
imune antitumoral. Por outro lado, o fenétipo tipo-M2 é considerado pré-
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tumoral por secretar citocinas e fatores de crescimento anti-
inflamatérios, como IL-10 e TGF-3, e promover a supressao da resposta
imunoldgica antitumoral e progressdo tumoral %% % Em CEB, a alta
expressao de marcadores para MAC demonstra uma associagdao com a
piora da sobrevida geral e livre de doenga, tanto em associagao ao pan-
marcador CD68, quanto em associagdo ao marcador de fenétipo tipo-M2
CD163 %7,

Células NK séo linfocitos CD3- que fazem parte do sistema imune
inato e atuam reconhecendo células infectadas por virus e células
tumorais. Células NK desempenham citotoxicidade direta sobre as
células por meio da produgdo de citocinas imunomodulatérias, como
interferon gama e fator de necrose tumoral, mas podem atuar como
células apresentadoras de antigeno para ativar linfécitos T %8. Sua acao
citotoxica ndo depende de sensibilizacdo prévia, como em linfécitos T,
mas sim da ativacdo de receptores presentes na superficie da
membrana celular que reconhecem receptores de membrana da célula
alvo alterada por infecgcédo viral ou malignizagdo. Entretanto, ha uma
subpopulagao de células NK que compartilha marcadores de superficie e
caracteristicas com linfocitos T, as quais atuam sob sensibilizacao prévia
e podem desenvolver memoéria antigeno-especifica 5> 4. Células NK
podem atuar no MAT, mas sdo mais efetivas para reconhecer células
malignas circulando na corrente sanguinea ®'. No MAT, a agéo citotoxica
de células NK encontra-se frequentemente inibida pela sinalizacdo dos
pontos de restricdo imunoldgico 8, e no CEB, a elevada infiltragdo de

células NK CD57+ esta associada a melhora da sobrevida geral %7 %

Células apresentadoras de antigeno sao essenciais para o
reconhecimento de antigenos e para a ativacao de linfocitos T. Fazem
parte desse grupo as células dendriticas, células de Langerhans e
macréfagos. A células dendriticas sdo subdivididas em células
dendriticas classicas, células dendriticas plasmocitoides e células
dendriticas derivadas de mondcitos, todas com capacidade de
apresentacao de antigenos para linfécitos T, mas com peculiaridades
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especificas que justificam a subclassificagdo ©°. Por exemplo, células
dendriticas classicas podem ser do tipo |, a qual € capaz de realizar a
apresentagcdo cruzada de antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade tipo 1 (MHC-I, do inglés major histocompatibility
complex) para linfocitos T CD8+, enquanto células do tipo Il apresentam
antigenos via MHC-II para linfocitos T CD4+. As células de Langerhans,
por sua vez, sao macrofagos especializados com caracteristicas de
células dendriticas, os quais residem em mucosas, como a mucosa oral,
onde exercem sua funcdo de manutengdo da homeostase epitelial e
reconhecimento de patégenos invasores ou danos a integridade da
barreira epitelial. Diante do estimulo, células de Langerhans migram
para os linfonodos e ativam linfécitos T virgens. A presencga de células
dendriticas maduras e ativas no MAT esta associada a ativacao da
resposta imune antitumoral e recrutamento de células efetoras para o
MAT 61, No CEB, ainda ndo ha conclusdes definitivas a respeito do valor
prognodstico de células dendriticas, uma vez que os estudos disponiveis
se baseiam sobretudo na identificagdo imuno-histoquimica com apenas
um marcador, sendo que a diversidade fenotipica das células dendriticas
demanda uma combinacdo de marcadores imuno-histoquimicos ou

mesmo outras técnicas de estudo, como imunofluorescéncia °°.

As células mieloides supressoras (MDSC, do inglés myeloid-
derived suppressor cells) compreendem um grupo heterogéneo de
células imunossupressoras imaturas em variados estagios de
mielopoiese. Esse grupo pode ser subdividido conforme sua morfologia
em ceélulas mieloides supressoras granulociticas e células mieloides
supressoras monociticas. MDSC sao induzidas por fatores liberados
pelas células tumorais, como o Fator Estimulador de Colbnias de
Granulécitos e Macrofagos (GM-CSF, do inglés granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), IL-6 e VEGF. A acdo imunossupressora
resulta da alta produgdo de oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio,
oxido nitrico sintase induzivel, arginase-l e da expressdo de ligantes
para os pontos de restricdo imunolégico, como PD-L1, sendo esse ultimo

responsavel por inibir a ativagao e proliferacao de linfécitos T. Outras



45

agdes pro-tumorais das MDSCs incluem o estimulo a angiogénese e
degradagdo da MEC, via MMP-9 e VEGF % %, No CEB, a alta
concentragdo sanguinea de MDSC polimorfonucleares foi associada ao
estagio clinico avangado, presenca de metastase para linfonodos e alta
taxa de recorréncia 2. Além disso, a expressdo de marcadores
sugestivos de MDSC, CD33 e CD11b, em displasias orais, exibiu

associagdo com a transformagédo maligna para CEB ©3.

Os linfocitos T compreendem um grupo de células que diferem
entre si de acordo com o tipo de receptor de célula T (TCR, do inglés T
cell receptor), os quais reconhecem antigenos diferentes e, portanto, sao
responsaveis por mecanismos imunoldgicos distintos. Os linfocitos T
CD8+ reconhecem antigenos de superficie celular associados as
moléculas de MHC-I presentes em células alteradas por virus ou
malignidade. Sua acgao efetora consiste em induzir a apoptose da célula
alvo, principalmente via perforina e granzima °'. Mais detalhes sobre o
mecanismo de acdo desse tipo celular sdo apresentados em secao

separada (Secao 4.5).

Linfécitos T CD4 sao considerados auxiliares por ndo exerceram
citotoxicidade direta sobre as células, mas s&o essenciais para a
proliferacdo, ativacdo, diferenciacdo e memoéria de linfécitos T CDS8.
Devido as diversidades funcionais, linfécitos T CD4 s&o subdivididos em
T auxiliares (Th, do inglés T helper) 1 (Th1), Th2, Th9, Th17, T folicular e
T regulatério. De maneira geral, linfécitos T CD4 reconhecem antigenos
associados ao MHC-II apresentados na superficie de células
apresentadoras de antigeno. O tipo de sinalizagdo evocada por TCR,
receptores co-estimulatérios acionados e citocinas presentes no meio
determinaréo o subtipo funcional do linfécito T CD4. De maneira geral,
linfécitos Th1, Th9 e T foliculares sao antitumorais, enquanto linfécitos
Th2 e T reguladores sao imunossupressores da resposta antitumoral e
atuam a favor da progressao maligna. Por outro lado, a agdo de Th17 é
controversa e pode atuar nos dois sentidos 64. Linfécitos T regulatorios

exercem acao imunossupressora por meio da expressdo de citocinas,
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como TGF-B e IL-10, ou entdo por promoverem sinalizagao co-inibitéria
em linfocitos T CD8 . Em CEB, o valor prognoéstico de linfécitos T
regulatorios é controverso, pois apesar de a maioria da literatura
disponivel associa-los a redugao da sobrevida, alguns estudos reportam

associacdo com o aumento da sobrevida, ou entdo nenhuma associagao
65

Linfécitos T CD4 sao essenciais para a ativagao de linfécitos B e
sua conversao para plasmocitos, entretanto, a funcdo desses dois tipos
celulares no MAT permanece pouco explorada em relagao aos linfocitos
T. De maneira geral, a infiltragdo do MAT por linfécitos B e plasmdcitos é
frequentemente associada com o aumento da sobrevida em diversos
canceres %, incluindo CEB - 88, Linfécitos B poderiam contribuir com a
resposta imunoldgica antitumoral por meio de citocinas, como IL-2 e
interferon gama, por meio da apresentagao de antigenos para linfocitos
T, ou ainda pela producdo de anticorpos especificos para antigenos
tumorais. Por outro lado, linfécitos B podem ser polarizados para um
fendtipo imunossupressor, conhecido como B regulador, o qual poderia
atuar inibindo a ativacao de linfécitos T CD8 por meio da produgao de
citocinas imunossupressoras, como TGF-B, e pelo recrutamento de

linfécitos T regulatérios para o MAT 66,

Neutrdéfilos sdo as células mais abundantes da circulagdo sanguinea
e representam a primeira linha de defesa do organismo em resposta as
infeccdes e injurias teciduais. Neutrofilos associados ao cancer assim
como macréfagos, podem ser polarizados para fendtipos pré e
antitumorais °'. Mais detalhes sobre essas células sdo fornecidos na

secao 4 4.

Diante da importancia dos constituintes do MAT para a
progressado do cancer, Mesker et al., 2007 propuseram que a alteragéo
da proporcao entre estroma e parénquima tumoral poderia ser um
indicador histopatolégico de progressao maligna. Diante disso, o0s
autores calcularam a porcentagem de tumor em relagdo ao estroma em

carcinomas do colon utilizando laminas coradas em H&E. Observou-se
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que tumores constituidos por mais de 50% de estroma exibiam reducgao
da sobrevida geral e livre de recorréncia em relagdo a tumores com
menos de 50% de estroma %°. Mais recentemente, uma meta-analise
demonstrou que tumores sélidos ricos em estroma apresentam reducao
da sobrevida geral e livre de recorréncia, logo, a analise da propor¢ao
tumor-estroma (TSR, do inglés tumor stroma ratio) poderia ser
considerada na pratica clinica como indicador de prognéstico,
principalmente devido a possibilidade de ser realizada em laminas de
H&E 7°. No CEB, desde 2018, ao menos 8 estudos foram publicados
sobre a associagao entre TSR e sobrevida, e em todos reportou-se que
tumores ricos em estroma (>50%) apresentaram reducgéao significativa do
tempo de sobrevida geral, especifica para o céancer e livre de

recorréncia, em comparagdo com tumores pobres em estroma (<50%) 7'
78

4.4 NEUTROFILOS ASSOCIADOS AO CANCER

Neutréfilos sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue e
pertencentes ao sistema imune inato. Constituem as primeiras células a
chegar aos tecidos, sendo atraidos por quimiocinas e ativados por
produtos bacterianos, quimiocinas e citocinas 7°. Uma vez ativados, os
neutréfilos agem principalmente por fagocitose, degranulagédo e por meio
da liberagdo de armadilhas extracelulares (NETs, do inglés neutrophils
extracellular traps) '3. NETs s&o estruturas extracelulares em rede
compostas de cromatina descondensada e contendo proteinas
citosédlicas e granulares dos neutrofilos, com a fungdo de neutralizar a
distancia bactérias, fungos, virus e parasitas 8°. Os granulos neutrofilicos
pertencem a trés classes: (1) primarios ou azurdfiros, os quais contém
mieloperoxidase, defensinas, elastase neutrofilica, proteina de aumento
da permeabilidade bacteriana e catepsina G; (2) secundarios, os quais
contém proteinas exclusivas dos neutréfilos, como a lactoferrina; (3)

terciarios, os quais contém proteinases e gelatinases, como a MMP-9 7°.

Ao longo do processo de maturacdo, neutréfilos adquirem
granulos citoplasmaticos havendo o aumento gradual da densidade
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celular. Os granulos primarios surgem na fase inicial, seguidos pelos
secundarios, e os granulos terciarios sédo sintetizados na fase final de
desenvolvimento. Devido a granulagdo, neutrofilos maduros sao
observados na porgédo de alta densidade do sangue, quando este é
submetido a centrifugagdo. O processo de centrifugagdo do sangue,
juntamente com a solugao Ficoll-Hypaque, resulta na formagao de trés
camadas no tubo de centrifuga: uma inferior de alta densidade, contendo
os elementos figurados do sangue que se associam a solucéo de Ficoll;
uma intermediaria de baixa densidade, contendo células mononucleares;
e uma superior contendo o plasma sanguineo. Em pacientes saudaveis,
os neutréfilos sdo encontrados na fragao de alta densidade (neutréfilos
de alta densidade, NAD). Entretanto, em pacientes oncologicos ha uma
rapida mobilizacdo de neutréfilos da medula 6ssea em resposta ao
aumento da producdo tumoral do fator estimulador de colbnias
granulocitarias (G-CSF, do inglés granulocyte colony-stimulating factor) e
GM-CSF, o que resulta na liberacdo de neutréfilos maduros e imaturos
para a corrente sanguinea. Por esta raz&o, pacientes oncoldgicos
apresentam acumulo de neutrdéfilos imaturos e de baixa granulacado na
fracdo de baixa densidade do sangue (Neutréfilos de baixa densidade,
NBD) 81.

Enquanto NADs exibem fendétipo maduro, NBDs podem
apresentar morfologia tanto madura quanto imatura. NBD de morfologia
madura sado encontrados na fracdo de baixa densidade devido a
ativagdo e degranulacdo de NAD, resultando na redugdo da densidade
celular. Em contrapartida, NBD de morfologia imatura apresentam
densidade celular reduzida devido a auséncia de maturagdo e aquisicao
de granulos citoplasmaticos. Portanto, a presenca de NBD ocorre em
resposta a um estimulo (cancer, inflamagédo aguda) que leva a
mobilizacdo de neutrdfilos imaturos ou a ativagcdo/degranulacéo de
neutréfilos maduros, sendo rara a observacdo destas células em

individuos saudaveis 8.
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A separagédo entre neutrofilos de baixa e alta densidade é
normalmente feita por meio do gradiente de diferenca de densidade.
Entretanto, marcadores de membrana permitem a diferenciagao entre as
diferentes subpopula¢des de neutrofilos. Marcadores de maturidade
(CD66b, CD11b, CD15, CD16, CD10) sado encontrados principalmente
em NADs, entretanto, também podem ser observados em NBD
resultantes da degranulagdo. Os marcadores CD66b e CD11b sao
encontrados na membrana de vesiculas secretérias e granulos
citoplasmaticos de neutrofilos, sendo, portanto, a intensidade de
marcacao destas proteinas um bom indicador do estado de ativagéo e

degranulagédo de neutrdfilos 82

Além das diferencas de morfologia e estagios de maturagdo, NAD
e NBD também desempenham papéis opostos no cancer. NADs exibem
elevada expressao de quimiocinas e receptores, como CXC1, CXCR2 e
CXCRG62L, e elevada producédo de espécies reativas de oxigénio. Além
disso, NADs apresentam elevada citotoxicidade direcionada as células
tumorais, além de alta capacidade fagocitica. Por outro lado, NBDs
exibem reduzida expressdo de quimiocinas inflamatérias e receptores,
como CCL2, CCL3, CXCL1, CXCL2, CXCL10, CXCR2, CXCR5 e
CXCL62L. Além disso, NBDs exibem reducdo da citotoxidade
direcionada as células tumorais, supressao da proliferacdo de linfocitos
T citotoxicos, redugcdo da capacidade fagocitica e tempo de vida

prolongado em resposta ao estimulo das células tumorais 82 83,

Atualmente, ha uma discussao a respeito da relagcado entre NBD e
as MDSC. MDSC compreendem uma variedade de células mieloides
imaturas com capacidade imunossupressora, as quais podem pertencer
a dois grupos, as monociticas (M-MDSC) e granulociticas (G-MDSC). No
cancer, ha a expansao de MDSC na medula 6ssea, no sangue e no
ambiente tumoral, sendo observada uma associagao entre este tipo
celular e a piora do prognodstico. Acredita-se que as G-MDSC
correspondam a um subtipo de neutroéfilos, devido a morfologia e fungao
semelhantes. Por um lado, neutréfilos sao identificados por um painel de
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marcadores que inclui CD14-/CD15*/CD66b*/CD16*. Por outro lado, a
definigdo de MDSC requer um painel de marcadores mais complexo, o
qual inclui CD11b, CD14, CD15, CD66b, HLADR e CD33, sendo que G-
MDSC sao definidas pela combinagao CD14-
/CD15*/CD66b*/CD16*/CD11b*/CD33*/HLA-DR"®9, havendo uma
sobreposi¢ao entre essa combinagdo de marcadores e aquela usada
para neutrdfilos. Portanto, G-MDSC poderiam de fato corresponder a

uma subpopulagdo de neutréfilos imaturos 82,

A observacao de neutrdfilos infiltrando o estroma de diversos tipos
de tumores malignos chamou a aten¢éo dos pesquisadores para o papel
destas células no cancer ' 1%.84.85 QO recrutamento de neutrdfilos para o
ambiente tumoral ocorre em resposta ao gradiente quimiotatico criado
por fatores secretados pelas células malignas e pelo estroma tumoral.
Os fatores de crescimento G-CSF e GM-CSF sao sintetizados pelas
células tumorais e estimulam a produgao de células mieloides na medula
O0ssea, aumentando o numero de progenitores neutrofilicos. Esse
processo associado ao aumento da producédo tumoral de quimiocionas,
como CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6 e CXL8 (IL-8), resultam na
liberagcdo de neutrdéfilos, maduros e imaturos, da medula éssea para a
corrente sanguinea. Apos a liberagdo na corrente sanguinea, receptores
de adesao celular expressos na membrana dos neutréfilos, como o
receptor de quimiocina CXCR2, e receptores expressos na membrana
de células endoteliais, como ICAM-1 e PECAM-1, irdo mediar o
processo de rolamento, adeséo e transmigragao de neutrofilos do interior

do vaso sanguineo para o microambiente tumoral 8.

Neutréfilos sdo células heterogéneas e seu fendtipo €
amplamente influenciado pelas caracteristicas especificas do tecido no
qual se encontram, como moléculas de superficie, citocinas, quimiocinas
e caracteristicas vasculares. Neutrofilos também passam por alteragdes
do seu fendtipo conforme envelhecem, sendo esse um processo que se
inicia logo apods sua saida da medula 6ssea. As condigbes especificas

criadas por estados de doengas, como o cancer, também influenciam o
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fendtipo neutrofilico, e, em decorréncia disso, neutrofilos associados ao
cancer (NAC) podem exibir diferentes fenotipos que podem atuar a favor

ou contra a progressao tumoral 86,

Neutrdfilos associados a progressdo tumoral exibem um perfil
secretor com elevada expressdo de citocinas e quimiocinas
inflamatérias, como TNF-a, CCL2, CCL5, VEGF, MMP-9, aumento da
producdo de arginase | e de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e
reducdo da expressdo de moléculas de ades&o, como ICAM-1 82, Efeitos
pro-tumorais dos NACs podem ser exercidos diretamente sobre as
células tumorais, como estimulo a proliferacao celular, via elastase
neutrofilica, e potencializacdo da instabilidade genémica, via liberagao
de espécies reativas de oxigénio 8. No CEB, a exposicédo de linhagens
celulares a neutrdfilos isolados do sangue de pacientes saudaveis
promoveu a proliferagdo, invasao, migracao e ativagdo da TEM em
células malignas por meio da ativacgéo da via JAK2/STAT3 &7, e por meio
da estimulagdo por TGF-B e IL-17A 8. Em contrapartida, células
tumorais também alteram diretamente a atividade de neutréfilos e
estimulam a secrecao de fatores pro-tumorais, como MMP-9, aumentam
a sobrevivéncia celular dos neutrofilos no MAT, por meio de fatores
como GM-CSF, interferons, lipopolissacarideos e TNF-a &, e estimulam
a liberacdo de NETs . A formacédo de NETs no MAT é estimulada por
citocinas, como IL-8, por exossomos e plaquetas. De maneira geral,
NETs atuam na progressao tumoral por promoverem a proliferagao
celular, imunossupressao da resposta antitumoral, ativagcdo de TEM,
aumento da permeabilidade vascular e metastase °!. NACs também
atuam sobre outros elementos do MAT e promovem a progressao
tumoral de maneira indireta. A secregcdao de MMP-9, por exemplo,
promove a degradagao da MEC e facilita a invasao tecidual, além de
estimular a angiogénese tumoral. NACs podem expressar ligantes para
os pontos de restricdo imunoldgica, como VISTA e PD-L1, inibindo a
ativacdo de células efetoras, enquanto estimulam a inflamacao pré-
tumoral 8. Acredita-se que exista uma sinalizagdo cruzada entre

macrofagos e neutrdfilos, na qual proteinas secretadas por NACs sejam
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reconhecidas por receptores de macréfagos e, em resposta, o0s
macrofagos sao ativados e passam a secretar citocinas, como IL-6 e IL-

8, que promovem o recrutamento e ativagao de neutrdéfilos pro-tumorais
92

Os efeitos antitumorais do NAC também podem ser diretos sobre
as células malignas ou indiretos mediante a alteragdo do MAT. NACs
exercem citotoxicidade direta por meio da produgao de oxido nitrico ou
via trogoptose, um mecanismo que consiste na ingestdo de partes da
membrana plasmatica e que € mediado por anticorpos opsonizados a
célula tumoral. Os efeitos citotoxicos dos NACs sao controlados
principalmente por vias relacionadas ao interferon gama e sao
potencializados pela reducdo da hipdxia tumoral 8. Os efeitos
antitumorais indiretos resultam da interacdo dos NACs com a células do
MAT e da ativacdo da resposta imune antitumoral. A secrecdo de
proteinas, como CCL4 e alarminas, promovem a migragao € maturagao
de células dendriticas, com a consequente ativacado de células efetoras
da resposta imune antitumoral, como linfécitos T CD8, linfécitos T CD4
Th1 e células NK. Finalmente, NACs também podem atuar como células
apresentadoras de antigenos e promover o reconhecimento das células

tumorais por linfécitos T %,

Fridlender et al., (2009) foram um dos primeiros grupos a
demonstrar a polarizagao fenotipica de NACs. Em seu estudo, o grupo
induziu tumores nos flancos de ratos utilizando linhagens celulares de
carcinoma pulmonar e, apos o bloqueio de TGF-3, observaram uma
reducdo significativa do tamanho tumoral, a qual foi acompanhada por
um aumento na infitragdo de neutrdfilos e linfécitos T CD8. Ao
analisarem o fendtipo dos neutréfilos recrutados apdés o bloqueio de
TGF-B, eles notaram o aumento da citotoxicidade direcionada as células
tumorais, a redugdo na produgao do imunossupressor arginase | e
ativagcao de linfécitos T CD8. Em contrapartida, neutréfilos de ratos néo
tratados com o bloqueador de TGF-B apresentavam acéao
imunossupressora, elevada producdo de arginase | e inibicdo de
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linfocitos T CD8. Diante disso, os autores concluiram que os neutréfilos
podem assumir um perfil anti ou pré-tumoral sob a influéncia de TGF-,

o qual pode "educar" NACs para que assumam um fendétipo pro-tumoral
14

Por outro lado, o estudo de Chen et al. (2012) demonstrou que a
citocina IL-1B polarizou neutréfilos para o fendtipo antitumoral. No
mesmo estudo, o grupo observou que a elevada expressao de IL-1B e a
presenga de neutrofilos antitumorais estavam associadas a melhora da
sobrevida geral e livre de doenga de pacientes com carcinoma

epidermoide de nasofaringe 8.

No CEB, Caldeira et al (2017) isolaram neutréfilos sanguineos e
observaram alta expressao dos imunossupressores arginase | e IL-10,
além de baixa expressdao da citocina antitumoral TNF. Além disso,
pacientes com baixa porcentagem sanguinea de neutrdfilos
apresentavam melhor progndstico ®. Analisando esses achados com
aqueles de Fridlender et al. (2009), poderia ser extrapolado que os
neutrofilos isolados por Caldeira et al. (2017) apresentavam o fendtipo
pro-tumoral, com base na elevada producado de imunossupressores € no
impacto negativo que estas células exerceram no prognostico de

pacientes com CEB.

Diante da importancia dos NACs no MAT, seria razoavel afirmar
que a analise da quantidade e atividade de NACs sao potenciais
marcadores de progndstico em pacientes com CEB, com a possibilidade
de analises a partir do sangue periférico, saliva e amostras teciduais de

tumores.

A saliva, por exemplo, pode ser usada como material para
identificar proteinas secretadas por neutréfilos, como a elastase
neutrofilica %, citocinas pro-inflamatérias associadas a fungdo pro-
tumoral de neutrdfilos, como IL-8 ou IL-6 %, e para a quantificacdo de
neutrofilos, os quais encontram-se elevados na saliva de pacientes com

CEB em relagdo a pacientes saudaveis e com doenca periodontal °7. No
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sangue periférico, o aumento de neutrdfilos foi associado a reducédo da
sobrevida geral, especifica para cancer e livre de recorréncia % %, No
tumor, a relagdo da infiltracdo de NACs com o prognéstico € mais
controversa, havendo estudos que suportam ' e estudos que ndo
suportam tal associacdo 97- 1°. 192 E importante ressaltar que a regio
tumoral analisada, se no centro ou fronte de invaséo tumoral, ou entdo o
parénquima ou o estroma tumoral, € um fator importante para levar-se
em consideragédo na analise da infiltragdo tumoral de NACs ou mesmo
outras células imunoldgicas. A alta concentragdo de células e citocinas
inflamatdrias no centro do tumor e em proximidade das células tumorais
cria oportunidade para a ativagdo da resposta imune antitumoral, logo,
tumores inflamados apresentam potencial de resposta ao tratamento
imunoterapico em relagdo a tumores imunologicamente desertos %3,
Ainda assim, dos estudos disponiveis para CEB, apenas Zhou et al.,
2019 realizaram a analise comparativa entre a infiltracdo de NACs no

centro do tumor e na fronte de invasdo 191,

Segundo os dados de uma meta-analise de 2014 sobre o impacto
de NACs em diversos tipos de tumores sodlidos, poucos estudos
realizaram uma analise compartimentalizada dos neutrdfilos, e a maioria
dos estudos analisou NACs intratumorais, os quais foram os unicos
associados a reducdo do tempo de sobrevida geral e livre de
recorréncia. Os resultados podem indicar a importancia da agcdo dos
neutrofilos em proximidade das células tumorais, entretanto, ainda ha
necessidade de estudos que facam a analise detalhada e comparativa

entre as diferentes regides tumorais no CEB .
4.5 LINFOCITOS T CITOTOXICOS ASSOCIADOS AO CANCER

Os linfocitos T sao células do sistema imune adaptativo, derivadas
de progenitores linfoides da medula 6ssea que se diferenciam no timo.
De maneira geral, a diferenciacdo € caracterizada pelo tipo de
receptores de membrana presente, se CD4 ou CDS8. Linfécitos T que
expressam a molécula CD4 sdo chamados de auxiliares, cuja funcao

consiste basicamente em orquestrar a resposta imune, exercendo
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influéncia sobre outras células. Por outro lado, linfécitos T que
expressam a molécula CD8 sao chamados de citotdxicos, uma vez que
atuam induzindo apoptose em células infectadas por virus e células

tumorais 104,

Os linfécitos T citotoxicos podem eliminar as células tumorais por
meio de duas vias basicas. A primeira via € dependente da exocitose de
granulos contendo proteinas como as perforinas e granzimas. A
segunda via envolve a ligacdo direta de receptores de morte celular
presentes na membrana celular dos linfécitos, como Fas e TRAIL, aos
receptores de membrana da célula-alvo. Embora as duas vias possam
ocorrer em linfécitos T citotoxicos, a via de exocitose de granulos € a

predominante 19,

A via de apoptose dependente de granulos inicia-se apos a
ativacao de linfécitos T citotoxicos, os quais passam a expressar 0s
genes para a producado de granulos. Apos o reconhecimento da célula-
alvo via TCR, os granulos s&o orientados para o sitio citoplasmatico de
contato com a célula-alvo e entéo liberados para a regido extracelular.
Apos a exocitose dos granulos, moléculas de perforina se polimerizam
na presenca de ions calcio para formar uma estrutura em anel contendo
um poro central, a qual € entdo inserida na membrana plasmatica da
célula-alvo. A entrada desta estrutura na membrana citoplasmatica gera
um sinal de reparo na célula-alvo, o qual resulta na endocitose do
polimero de perforina € membrana citoplasmatica ao redor. Nesse
momento, moléculas de granzima nas proximidades também s&o
endocitadas e liberadas no interior da célula-alvo, onde iniciam os sinais
apoptéticos. Outro possivel mecanismo de entrada de granzima na
célula-alvo ocorreria de maneira independente de perforina, via receptor
de manose-6-fosfato, entretanto, a relevancia deste mecanismo para a
atividade efetora do linfécito T citotdxico ainda ndo é conhecida. Uma
vez no citoplasma celular, as granzimas se deslocam até o nucleo e
iniciam um processo de clivagem de diversas proteinas envolvidas

diretamente ou ndo na fragmentagao do DNA. Entre estas, encontra-se o
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grupo das précaspases (como por exemplo, précaspase 2, 3,7, 8, 9, e
10) as quais servem de substrato para granzima B. O sinal apoptético
culmina na clivagem de procaspase-3 em sua forma ativa caspase-3,
que por sua vez cliva e ativa a nuclease DNAse ativada por caspase,
responsavel pela fragmentacdo da molécula de DNA e consequente

morte celular 105 106,

A infiltracdo de linfécitos T no estroma tumoral resulta da
liberacdo de antigenos pelas células malignas, os quais sao
apresentados aos linfocitos T ingénuos nos linfonodos. Linfécitos T
ativados dao origem as células efetoras que logo passam a ser
encontradas no sangue, 6rgéaos linfoides, tecidos e tumores. Caso o
estimulo antigénico permanecga, as células T passam a exibir um perfil
de exaustdo marcado pela perda da funcdo efetora e expressdo de
receptores inibitérios, como o receptor de morte programada (PD-1) e
seus ligantes (PDL-1 e PDL-2), e o receptor CTL4 e seus ligantes CD80
e CD86 103, 107_

As etapas de reconhecimento, apresentagcdo de antigeno,
ativacado e migracao de células T ao ambiente tumoral correspondem ao
ciclo imunologico do cancer e culminam na eliminacdo das ceélulas
malignas. No céncer, sinais anti-imunogénicos comprometem o
funcionamento desse ciclo, podendo haver auséncia de apresentacao ou
reconhecimento de antigenos associados as células malignas, o que
pode gerar um ambiente de tolerancia imunoldgica. Além disso, as
células T podem ser impedidas de chegar ao tumor, ou, quando o
conseguem, sao inibidas devido a presengca de elementos
imunossupressores no tumor '2. A figura 4 ilustra as principais etapas do
ciclo imunoldgico do cancer e quais as principais moléculas que podem

inibir ou estimular o processo.
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Figura 4: Ciclo imunolégico do cancer: etapas e fatores que estimulam e inibem sua progressao.
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Na imagem, palavras destacadas em verde indicam moléculas que estimulam a progressédo do
ciclo imunolégico do cancer e palavras destacadas em vermelho indicam moléculas que inibem a
progressao do ciclo imunolégico do cancer.

IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; IFN, interferon; CDN, dinucleotidio ciclico; ATP,
adenosina trifosfato; HMGB1, proteina do grupo de alta mobilidade B1; TLR, receptor Toll-like;
HVEM, mediador de entrada do herpes virus; GITR, gene relacionado a familia do receptor de
TNF induzido por glicocorticoides; CTLA4, antigeno 4 de linfocito T citotoxico; PD-1, receptor de
morte programada; PD-L1, ligante de morte programada 1; CXCL/CCL, ligante de quimiocina;
LFA1, antigeno associado a fungao de linfocito 1; ICAM1, molécula de adeséao intracelular 1;
VEGF, fator de crescimento endothelial vascular; IDO, indoleamina 2,3-dioxigenase; TGF, fator
de crescimento transformador; BTLA, atenuador de linfécito B e T; VISTA, V-dominio Ig
supressor da ativagédo das células T; LAG-3, gene 3 da ativagéo de linfécitos; MIC, sequéncia de
polipeptideo relacionada ao MHC de classe; TIM-3, dominios de mucina e imunoglobulina de
célula T (CHEN; MELLMAN, 2013).

Fonte: Adaptado e traduzido de Chen e Mellman, 2013.

Como ilustrado na figura acima, a funcdo dos linfécitos T
citotdéxicos pode ser impedida ainda na etapa de ativacado nos linfonodos
ou na etapa efetora no interior do estroma tumoral. Assim, conforme a
etapa bloqueada, o tumor poderia apresentar trés perfis diferentes de
infiltracdo linfocitaria. O primeiro consiste em tumores inflamados,
exibindo intensa infiltragdo de linfécitos T e outras células inflamatérias,
localizadas em proximidade das ilhas tumorais. Nestes tumores é

comum encontrar a expressao de proteinas associadas a exaustao
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linfocitaria, como PD-1/PD-L1/2, sugerindo a presenca de resposta
imunoldgica prévia, a qual deixou de ser efetiva na eliminagdo das
células malignas. O segundo perfil € considerado imuno-excluido e exibe
intensa infiltragdo de linfécitos T, semelhante ao perfil inflamado.
Entretanto, os linfocitos T estdo restritos ao estroma, sem conseguir
penetrar o parénquima tumoral. Nesse caso, também ha indicios de
resposta antitumoral passada, no entanto, os linfécitos T foram
impedidos de penetrar no parénquima tumoral para exercer sua ag¢ao. O
terceiro e ultimo perfil € chamado imuno-deserto e se apresenta com
praticamente nenhuma infiltracdo linfocitaria, seja no estroma ou
parénquima tumoral. Nestes casos, ndo ha indicios de resposta
imunologica prévia devido a deficiéncia na geragdo de linfocitos T

antitumorais 193,

Clinicamente, a analise do perfil tumoral de infiltrac&do linfocitaria
poderia ser usada para prever a resposta ao tratamento imunoterapico.
Isso porque a maioria dos anticorpos monoclonais desenvolvidos tem
por objetivo a reativacdo de linfécitos T citotoxicos com perfil de
exaustao, com o intuito de que estes voltem a exercer agao citotdxica.
Diante disso, considerando que a reativagcdo depende de resposta
imunoldgica prévia, os tumores inflamados seriam os mais beneficiados

pelo uso de imunoterapia "°3.

Zhou et al. (2018) avaliaram o impacto da intensidade e da
localizagdo da infiltracdo de linfécitos T citotoxicos na sobrevida de
pacientes com CEB. O grupo encontrou que apenas linfocitos T
citotoxicos localizados no centro tumoral exerceram um impacto positivo
na sobrevida dos pacientes '°. A presenca de linfécitos T CD8 no interior
do tumor indica ativagao da resposta imunoldgica e geragao de linfécitos
efetores com agao antitumoral, conforme sugerido por Chen e Mellman
(2017) 93, Dessa maneira, estes dados ressaltam a importancia de
avaliar a distribuicdo espacial da populagdo de linfocitos T CD8 em

diferentes areas tumorais.
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Outros estudos também demonstram que a alta infiltracdo de
linfocitos T CD8 esta associada com a reducdo do risco de morte e
aumento do tempo de sobrevida geral de pacientes com CEB 108 109,
Entretanto, ha pouca evidéncia cientifica comparando a infiltragdo de
linfécitos T CD8 entre diferentes regides tumorais. Em outros tumores,
ha evidéncias de que a regiao de infiltracdo tumoral é importante, e que
a elevada infiltracao de linfocitos T CD8 no centro do tumor e no estroma
tumoral esta associada a redugdo do risco de morte '°. Além da
localizagdo tumoral, outras células imunolégicas podem alterar a fungao
de linfécitos T CD8, tornando interessante o estudo da relagdo entre

diferentes tipos de células imunoldgicas.

Stasikowska -Kanicka et al. (2018) estudaram a infiltragdo de
linfécitos T reguladores (Treg), auxiliares e citotoxicos e da proteina
PDL-1 em amostras de CE do assoalho bucal. Os autores observaram
que amostras de pacientes com metastase apresentavam alta infiltragao
de linfécitos Treg, T auxiliares e de PD-L1 em relacdo a amostras de
pacientes sem metastase. Por outro lado, pacientes sem metastase
apresentavam um numero maior de linfocitos T citotoxicos '''. O
receptor de membrana PD-L1 € um ponto de restricdo imunologico
presente em células tumorais e do estroma, o qual ao interagir com seu
receptor PD-1 em linfécitos T CD8 cria um sinal co-inibitério que
bloqueia a acdo citotdxica ''2. De maneira semelhante, linfocitos Treg
sdo responsaveis por criar um ambiente de toleradncia imunoldgica e
inibir a ativagao de linfocitos T citotoxicos, sendo considerados, portanto,
pro-tumorais 3. Além disso, um estudo mostrou que uma relagdo de
alta infiltracdo de linfécitos CD8 com baixa infiltragao de linfocitos Treg
apresentou associagdo com o aumento do tempo de sobrevida de

pacientes com CEB "4,

Outra associacido que poderia ser levantada para estudo se refere
a relacao entre linfécitos T CD8 e neutrdéfilos. Conforme Fridlender et al.
(2018), neutrdfilos sob influéncia do imunossupressor TGF-beta inibem a
agdo citotoxica de linfocitos T CD8 '*. Em carcinoma de pulmio de
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células nao-pequenas, o numero de neutréfilos € inversamente
proporcional ao numero de linfécitos T CD8, e a combinagao de alta
infiltracdo de neutrdfilos com baixa infiltracdo de linfocitos T CD8
apresentou associagdo com a reduc¢do da sobrevida geral dos pacientes
5. Dessa maneira, estudar a relagéo entre neutrofilos e linfocitos T CD8
poderia ser um bom indicador do balango entre fatores imunolégicos pro

e antitumorais.

4.6 RAZAO NEUTROFILO/LINFOCITOS NO PROGNOSTICO DE
PACIENTE COM CANCER

O calculo da razédo sanguinea entre neutréfilos e linfécitos (RNL)
tém se mostrado um bom indicador de prognostico em diversos tipos de
tumores sdlidos. A RNL é calculada a partir de hemogramas e da diviséo
do valor absoluto de neutréfilos (segmentados) pelo valor absoluto de
linfocitos. Dessa maneira, tem se uma razado cujo resultado é
diretamente proporcional ao numero de neutréfilos e inversamente
proporcional ao de linfocitos, sendo que, quanto maior o valor da razao,

pior é o progndstico 1617, 115,

Uma metanalise de 2014 analisou o valor prognostico da RNL
sanguinea em pacientes com tumores sodlidos malignos tratados
cirurgicamente '®. Foram analisados 100 artigos e 21 tipos diferentes de
tumores, incluindo um artigo na cavidade bucal. O risco de morte (RR)
foi 1.85 vezes maior (intervalo de confianga 95%: 1.67-1.97; P<0.001)
em pacientes com RNL alta (pontos de corte variando entre 3 e 5),
independentemente do tipo de tumor. Além disso, a RNL elevada
aumentou o risco de morte especifica para cancer (RR=1.61; intervalo
de confianga [IC] 95%: 1.36-1.91; P<0.001), de progressao da doenca
(RR=1.63; IC 95%: 1.39-1.91; P<0.001) e de recorréncia do tumor
(RR=2.27; IC 95%: 1.85-2.79; P<0.001). Outros achados mostraram que
a maioria dos artigos (57%) foi publicada depois de 2012, mostrando o
recente interesse neste assunto, e que 74% dos estudos eram de coorte
retrospectiva, sendo que os estudos retrospectivos tiveram uma

tendéncia de reportar um efeito maior na analise de sobrevida geral
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(RR=1.88, IC 95%: 1.69-2.09) em relacdo a estudos prospectivos (RR=
1.58, IC 95%: 1.44-1.73) S,

Em CEB, Muhaxheri et al., (2018) observaram que para cada
unidade de aumento da RNL, o risco de morte aumentou 38% (P=0.002)

e o risco de recorréncia da doenga aumentou 34% (P=0.002) "6,

De acordo com Chen et al.,, (2017), uma RNL acima de 3.6
apresentou maior risco de morte em relagdo a RNL menor do que 1.94
(RR=1.76; IC 95%: 1.21-2.55). Além disso, pacientes com RNL elevada
(>3.6) que receberam radio quimioterapia pos-operatoria apresentaram
redugdo de quase 50% do risco de morte em relagado a pacientes com
RNL elevada sem radio quimioterapia pos-operatéria (RR=0.49; IC 95%:
0.26-0.92). Diante disso, o uso da RNL poderia ser util na identificacdo
de pacientes com pior progndéstico e que poderiam se beneficiar do

tratamento radio quimioterapico pds-operatério 7.

Nakashima et al., (2016) observaram que pacientes com CEB e
RNL acima de 2.7 apresentam menor tempo de sobrevida em relagao a
pacientes com RNL abaixo de 2.7 (RNL>2.7: 36.5 meses; |IC 95%: 27.6—
45.5 vs RNL<2.7: 46.8 meses, IC 95%: 35.0-58.7; P=0.021). Além disso,
foi observado que a maioria dos casos de tumores com resposta
patolégica pobre ou parcial ao tratamento radio quimioterapico,
apresentava RNL>2.7. De acordo com os autores, tal achado sugere
que a RNL poderia estar associada ao comportamento biolégico das
células malignas, especificamente a resisténcia tumoral ao tratamento
radio quimioterapico pré-operatério. Por fim, os autores também
observaram uma fraca correlacido positiva entre o valor RNL e a
concentracdo seérica de IL-6, sugerindo a regulagdo da resposta
imunoldgica sistémica de pacientes com CEB (r=0.33; P=0.047) 8.

Acharya et al., (2017) reportaram que pacientes em pacientes com
CEB a ocorréncia de metastase nao demonstrou associacdo com o valor
da RNL, enquanto a razdo entre a contagem de plaquetas e linfécitos

(RPL) foi significativamente maior em pacientes com metastase para
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linfonodos. De acordo com os autores, o valor de RNL ndo parece ser

um fator associado com a ocorréncia de metastase para linfonodos 119,

Rachidi et al., (2016) demonstram uma correlagdo negativa entre
o numero de neutréfilos e linfocitos sanguineos, e que, para cada
unidade de aumento da RNL o risco de morte aumentou 4%. Outro
achado interessante encontrado foi que o valor de RNL foi menor em
tumores HPV positivos (RNL=2.73) em relagédo a tumores HPV negativos
(RNL=4.75; P=0.039). Além disso, a associagdo entre a RNL e a
sobrevida foi mais forte no grupo HPV positivo do que no grupo HPV
negativo, sugerindo que a presenga do virus poderia alterar o poder de

previsibilidade da RNL no célculo de sobrevida '2°,

Em contrapartida, Farhan-Alaniea, McMahonb, McMillan (2015)
nao observaram associagdo entre a RNL elevada (>5) e o tempo de
sobrevida geral ou especifica para cancer. Na analise multivariada, a
concentracao sérica elevada de proteina C reativa (>10mg/L) associada
a reducao dos niveis de albumina (<35g/L) aumentou o risco de morte
especifica para cancer 2!, Neste estudo, marcadores séricos proteicos
da inflamagao foram superiores aos marcadores celulares (RNL e RPL)
na analise de sobrevida de pacientes com CEB '?'. Entretanto, o ponto
de corte estabelecido pelos autores para a RNL (>5) foi maior do que o
ponto de corte utilizado por outros trabalhos semelhantes. O uso de um
ponto de corte mais alto poderia subestimar o efeito dessa variavel no
prognostico, sendo que pacientes com valores inferiores a 5, mas ainda
com valores altos em relagéo a pacientes saudaveis "%, poderiam estar

ainda com risco aumentado de morte 7.

Finalmente, uma meta-analise demonstrou a associacdo entre
RNL alta e aumento do risco de morte em pacientes com CE de cabeca
e pescocgo (RR=1.84, IC 95%: 1.53-2.23), independentemente do ponto
de corte utilizado (2-3; 3-4; >4). Além disso, pacientes com RNL alta
apresentaram maior risco de recorréncia da doenca apds o tratamento
(RR=1.63, IC 95%: 1.09-2.45) e de metastase a distancia (RR=1.92, IC
95%: 1.36-2.72), em relagdo a pacientes com RNL baixa 8.



63

Em relagdo ao ponto de corte, Cho et al. (2018) sugeriram um
sistema de trés categorias que poderiam discriminar entre diferentes
riscos de morte para CE de cabeca e pescogo. A primeira categoria
(RNL <2) seria considerada como valor "normal" de referéncia. Na
segunda categoria, (>2 RNL <6) o risco de morte seria 1.8 vezes (IC
95%: 1.13-2.86) maior em relagdo a categoria de referéncia (RNL<2).
Por fim, na terceira categoria (RNL =6) o risco de morte seria 3.92 vezes

(IC 95%: 1.89-8.12) maior em relacdo a categoria de referéncia (RNL<2)
19

Assim como a RNL sanguinea, a RNL intratumoral (RNLi) também
apresenta evidéncia de relagcdo com o prognostico de pacientes com
cancer. Em carcinoma pulmonar de células ndo pequenas, llie et al.,
(2012) avaliaram a RNLi por meio dos marcadores imuno-histoquimicos
CD66b para neutréfilos e CD8 para linfécitos T citotoxicos. Segundo os
autores, RNLi =1 foi associada a redug¢ao do risco de morte (RR=0.70; IC
95%: 0.54-0.91), além de maior tempo decorrido até a recorréncia da
doenca em relacdo a RNL >1 (RNL<1: 43 meses vs RNLi >1: 34 meses)
15 Diante disso, avaliar a RNLi poderia ser um bom indicador do balango
imunoldgico prdé/antitumoral. Entretanto, ndo foram encontrados na

literatura estudos que tenham avaliado a RNLi em CEB.

Diante da necessidade de aprofundar o conhecimento relacionado
ao estudo das caracteristicas histopatolégicas associadas a progressao
do cancer de boca, o presente estudo é apresentado na forma de trés
capitulos. No primeiro capitulo, apresenta-se a analise sanguinea e
intratumoral da RNL, sendo que, na analise intratumoral realizou-se um
estudo quantitativo e qualitativo da distribuicao tumoral de neutrdfilos e
linfocitos T citotoxicos. No segundo capitulo, apresenta-se uma analise
das principais caracteristicas histopatolégicas recentemente associadas
ao prognostico de pacientes com CEB, incluindo brotamentos tumorais,
profundidade de invasdo, espessura tumoral, invasdo perineural e
linfovascular e proporgdo parénquima-estroma, a partir de laminas

digitalizadas contendo amostras de resseccgdes cirurgicas. Finalmente, o
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ultimo capitulo contém uma analise de concordancia entre ressecgdes
cirargicas e bidpsias incisionais diagnosticas pareadas para a analise de
brotamentos tumorais, espessura tumoral e propor¢cdo parénquima-

estroma tumoral.



65

5 CAPITULO 1

ANALISE INTRATUMORAL E SANGUINEA DE NEUTROFILOS E
LINFOCITOS EM PACIENTES COM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE
BOCA
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5.1 APRESENTACAO

Nesse capitulo sdo apresentados os resultados referentes a
analise imuno-histoquimica de neutréfilos CD66+ e linfocitos T CD8+, a
analise da razdo CD66b/CD8 intratumoral e a analise da razao
neutrofilo/linfécitos sanguinea. A analise tumoral dos marcadores imuno-
histoquimicos levou em consideracdo ndo apenas a quantificacdo das
células positivas, mas a distribui¢cao intratumoral. O objetivo foi comparar
as diferentes regides tumorais, centro do tumor e fronte de invasao,
assim como diferentes compartimentos tumorais, parénquima tumoral e
estroma, a fim de estudar o padrao de distribuicdo tumoral e a relacao
entre os dois tipos celulares imunolégicos, neutrdfilos e linfécitos T CD8.
Além disso, buscou-se estudar a relacdo da infiltragdo tumoral de
neutrofilos CD66+ e linfocitos T CD8+ com a contagem sanguinea de
segmentados e linfécitos no hemograma dos pacientes incluidos. A
presente pesquisa também propde uma metodologia de analise semi-
automatizada dos marcadores imuno-histoquimicos a partir de imagens
digitalizadas obtidas por meio do escaneamento das l|aminas
imunocoradas. Finalmente, analisou-se o impacto progndéstico dos
parametros propostos na sobrevida geral e livre de recorréncia dos
pacientes. Os resultados sdo apresentados em formato de artigo
cientifico conforme as normas da revista Histopathology, as quais foram

acessadas em novembro de 2022.
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ABSTRACT

Objectives To investigate the correlation between blood neutrophil to
lymphocyte ratio (bNLR) and tumor CD66b-neutrophil to CD8-lymphocyte
ratio (tNLR), and their prognostic impact on patients with oral squamous

cell carcinoma (OSCC).

Materials and Methods: Clinicopathological parameters, including
complete blood count, were retrospectively retrieved from a cohort of 46
patients with OSCC. Immunohistochemistry to CD66b (neutrophils) and
CD8 (cytotoxic T cells) was performed, whole-slide images were
obtained and analyzed using the Qupath software. The number of
positive CD66b/mm?2, CD8/mm?, and tNLR were calculated for different
tumor regions (tumor center and invasive front) and compartments
(parenchyma and stroma). Kaplan-Meyer survival curves were plotted to
analyze the prognostic impact of clinicopathological factors on overall

survival (OS) and disease-free survival (DFS)

Results: Concerning OS, improved survival was associated with T1/T2
tumors and CD8 above 12.84 cells/mm? at the tumor center parenchyma.
DFS was better for patients below 60 years old and with bNLR above
1.72. There was no correlation between blood cell count and tumor

immune cell count.

Conclusion: This is the first study to investigate both blood and tumor
NLR in OSCC patients. The absence of correlation between blood and
tumor parameters suggests that blood cell count does not always reflects
the tumor-immune response, and that tumor-derived factors are more
important for shaping the tumor immune response. In addition, improved
survival due to high CD8 infiltrating the parenchyma at the tumor center

denotes a current or previous immune response against tumor cells.
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INTRODUCTION

Tumor-promoting inflammation is known for enabling tumor
characteristics that promote growth, metastasis, and immune-destruction
evasion '. In this context, there is strong evidence supporting the
neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) as a prognosticator for survival in
various cancers, including oral squamous cell carcinoma (OSCC) 2. In
head and neck cancer, multiple meta-analyses have demonstrated an
association between high NLR and poor overall (OS) and disease-free
survival (DFS), however, there is still conflicting results within individual

studies 3.

Recent studies have proposed a possible link between systemic
inflammation and the tumor immune response 7> 8. Tumor-derived factors
are able to stimulate neutrophilia (granulocyte-colony stimulating factor),
recruit neutrophils into the tumor (CXCR2 ligands) °, and polarize
neutrophils into anti or protumor phenotypes (TGF-B, IL-1B, IL-17A,
tumor hypoxia, and tumor mutational status) ® '°. Neutrophil polarization
has a specific effect on T cell function, whether inhibiting or acting as
antigen-presenting cells and activating cytotoxic T cells °. In turn, T
lymphocytes have a defined anti-cancer cytotoxicity driven by cancer-
associated antigens ''. Tumor infiltrating neutrophils 2 3 and T
lymphocytes '* have been both associated with poor patients’ survival in
a variety of cancers. In the oral cavity, the prognostic impact of CD8 is
still conflicting, with some studies confirming it '>-'® and others not 20-2°,
and part of the heterogeneity among studies seems to be attributed to

the tumor region analyzed 4.

Given the specific effect of neutrophils on CD8 T lymphocytes and
the importance of the tumor microenvironment in the polarization of
neutrophils, it is relevant to study the correlation between these cells
within the tumor, in addition to blood NLR. Therefore, the main goal of
the present study was to investigate the correlation between blood and
tumor NLR in OSCC. In addition, we tested the agreement of an

automatic methodology using the Qupath software with the manual
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counting of the immunohistochemical markers. Finally, clinicopathological
features, blood NLR, and immunohistochemical parameters were tested

as prognosticators for OS and DFS in patients with OSCC.
METERIAL AND METHODS
Population

The present study analyzed a retrospective cohort of 171 patients
with OSCC diagnosed at the authors’ institution between 2013-2018.
Inclusion criteria were primary OSCC, follow-up data, and primary tumor
available for immunohistochemistry. Exclusion criteria were recurrent or
secondary OSCC, preoperative chemo-radio therapy, and inflammatory
conditions/medications which could interfere with blood cell counts. The
final sample was composed by 46 patients. A single examiner collected
the following clinicopathological data: age, sex, smoking/drinking habits,
site, TNM stage, histopathological grade, and follow-up information.
Blood neutrophil and lymphocyte counts were collected from pre-
operative complete blood count tests retrieved from the clinical record,
and the test with the date closest to the diagnostic/resective surgery was

selected.

Follow-up data were retrieved from the clinical records in June
2020, and last up-date was December 2021. Mean follow-up time was
29.52 months (range 1-95). Clinical endpoints were overall-survival (OS)
and disease-free survival (DFS), defined as the time from the date of
surgery/biopsy to the date of death (OS), recurrence (DFS), or the date

of last follow up.

The institutional ethical committee review board approved this
study (number 17674419.9.0000.0121), and informed consent was
waived because of the retrospective design, which presented no risk to
the patient's well-being. Furthermore, patients’ identity remained
anonymous through-out the study, in accordance with the Declaration of
Helsinki.

Histopathological analysis
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From the 46 cases included, 31 samples were obtained from
surgically resected tumors and 15 samples were obtained from biopsies.
When multiple blocks were available, the block containing the most
invasive part of the primary tumor was chosen. Serial sections (3um)
were obtained, one for hematoxylin and eosin (H&E) staining, and three
for immunohistochemistry. Neutrophils were detected with anti-CD66b
(1:500; clone G10F5; BD Biosciences) and cytotoxic T lymphocytes with
anti-CD8 (ready-to-use; Clone C8/144B; Dako, Denmark). Tumor
parenchyma was determined with anti-cytokeratin antibody (1:50; clone
AE1/AE3 - Dako  Corporation, Carpinteria, CA, USA).
Immunohistochemical detection was performed with the labelled polymer
method (EnVision Dual Link System-HRP, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA). Glass slides were scanned on Axio Scan.Z1 (Carl
Zeiss Microscopy) at 40x (0.11 pym/pixel), and the images were imported

to the open-source software QuPath (v.0.3.2)%.

First, the estimate stain vectors command was used on each
image to improve stain separation using color deconvolution 26 (Figure
1S- supplementary material). To precisely determine tumor limits,
cytokeratin (CK) immunostained slides were used to draw an annotation
around the whole tumor limited to its borders using the polygon tool. In
resections, the invasive margin was determined by expanding the tumor
borders by 500 um. The invasive front (IF) was defined as an 1Tmm wide
area centered at the tumor border, and the tumor center (TC) was the

remaining area 2’ (Figure 2S — supplementary material).
Immunohistochemical analyses

For each tumor region, five fields of 1mm? were selected for
analysis. Areas containing tissue necrosis and positive cells within blood
vessels were excluded. In resections, five fields were selected at the IF
and five at the TC (Figure 3S — supplementary material). In tumors
with less than 2mm in thickness, only the IF was analyzed. In biopsies,
only the TC was analyzed (Table 1S- supplementary material). Positive
cells were counted in relation to the whole 1mm? field, and separately at
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the tumor stroma (s) and parenchyma (p) (Figure 4S — supplementary
material). The number of cells/mm?was calculated separately for the TC
(whole field, stroma, parenchyma) and IF (whole field, stroma,

parenchyma).

Calibration was performed by randomly selecting 20% of the
sample, followed by counting and recounting positive cells within an
interval of at least 15 days, and the intra-observer agreement was 0.98
(CD66b) and 0.979 (CD8).

Automated counting

Analysis of CD8 and CD66b was performed using the Fast cell
count command for each 1mm? field. Positive cells were detected by
separating stains using color deconvolution and identifying peaks in the
sum of hematoxylin and DAB (3,3-diaminobenzidine) channels 26

(Supplementary material).
Neutrophil to lymphocyte ratio (NLR)

Blood NLR was calculated by dividing the absolute number of

segmented cells (neutrophils) by the absolute number of lymphocytes.

Tumor NLR was calculated by dividing the number of CD66b/mm?
by the number of CD8/mm?2. This was performed for the IF and the TC

separately.
Statistical analysis

Normality of quantitative variables was tested using the Shapiro-
Wilk test. Non-parametric Mann-Whitney (2 groups) and Kruskal-Wallis
(3 groups) were selected to analyze continuous variables, and the
median and interquartile range (IQR) were selected as descriptive
measures. Spearman's coefficient was used to test the correlation
between continuous variables. The agreement between manual and
automated counting was verified by means of the intraclass correlation
coefficient (ICC), Spearman’s correlation coefficient, and Bland-Altman
graph. Survival curves were constructed using the Kaplan-Meyer method
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and log-rank test for comparison between groups. Mean survival time
and 95% confidence intervals (Cl) were provided. CD66b, CD8, and
tumor/blood NLR were dichotomized as high and low based on the
median, the 25" percentile, and the 75™ percentile values 28 (Table 2S —

supplementary material). A P <0.05 was set for statistical significance.
RESULTS
Patients’ characteristics

Clinicopathological features of the sample are described in Table
1. Mean age was 58.58 years (range 38-90). The mean OS time of the
cohort was 83.90 months (95%CI 73.42 — 94.38), and four patients died
during follow-up (8.69%). Mean DFS time was 63.33 months (95% CI
49.29 — 77.37) and recurrence occurred in 13 patients (28.26%) (Table
3S - supplementary material). The sample’s clinical stage was similarly
distributed between early (39.13%) and advanced tumors (43.74%). Two
patients (4.34%) presented with distant metastasis at diagnosis. Of the
46 patients included, 35 patients were treated with resective surgery, of
which 19 received postoperative chemo-radiotherapy (CRT) or
radiotherapy (RT) (Table 1). OS was significantly worse in patients
treated with CRT/RT alone (Figure 5S — supplementary material).

Immunohistochemical results

Photomicrographs of H&E, CK, CD66b, and CD8 are presented in
Figure 1. The median count of CD66b and CD8 per region are presented
in Tables 4S and 5S supplementary material. There was no
association between clinicopathological features and the median count of
positive CD66 and CD8 cells. Different tumor regions presented a
positive correlation in the count of CD66b/mm? and CD8/mm? (Table 6S -
supplementary material). However, there was no correlation between
CD8 and CD66b (Table 6S), and no correlation between blood and
tumor immune cells (Table 7S - supplementary material). Median count
of CD8 was significantly higher in the stroma than in the parenchyma,
both at the IF (P=0.000) and TC (P=0.000), and the same result was
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observed for CD66b (IF: P=0.019; TC: P=0.004). However, when

comparing the IF with the TC there was not statistical difference.
Agreement between the manual and the automatic methods

The measurements of agreement between the counting methods
are presented in Table 2. The ICC and the correlation were close to 1,
which can be considered excellent 2°. Bland-Altman graphs
demonstrated that the average of differences between the two methods
were very close to zero, and most differences were below 100 cells. In
addition, there was a tendency for higher bias when cell counts were
higher, especially for CD66b (Figure 2A, B).

NLR

Blood test results were retrieved from 34 patients. The median
blood NLR of the sample was 2.5 (IQR: 1.90). Blood NLR was higher in
patients with smoking history than in those without smoking history
(P=0.050) (Table 3).

The median tumor NLR for the IF was 0.09 (IQR: 0.38), and for
the TC was 0.098 (IQR: 0.53), and there was no difference in the NLR
among different regions (P=0.990). Clinicopathological features were not
associated with tumor NLR (Table 3).

In the tumor, NLR at the IF was positively correlated with the NLR
at the TC (Table 8S - supplementary material). There was no

correlation between tumor and blood NLR (Table 8S)
Survival analysis

The survival analysis demonstrated that patients with T1/T2 had
better OS than patients with T3/T4 tumors (P=0.015; Figure 3A).
Patients <60 years had better DFS than did patients aged =60 years
(<60: 2197.087 days; 95% CI: 1680.349- 2713.826 vs 260: 1277.143
days; 95% Cl: 635.052- 1919.234; P=0.019) (Figure 3B).
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At the TC, tumor parenchyma with >12.84 CD8 cells/mm? had
better OS than did tumor parenchyma with <12.84 CD8 cells/mm? (CD8
>12.84: 2739.182 days; 95% CI: 2517.397-2960.966; vs CD8 <12.84:
1100.400 days; 95% CI: 638.944 — 1561.856; P=0.017) (Figure 3C).

DFS was better for patients with blood NLR =1.72 than for patients
with NLR <1.72 (NLR 21.72: 2115.314 days; 95%ClI: 1580.327-2650.302
vs NLR <1.72: 1237.095 days; 95%CI: 292.909-2181.281; P=0.045)
(Figure 3D). The different cutoff points assigned to dichotomize tumor
NLR were not associated with OS and DFS (Table 9S — supplementary

material).
DISCUSSION

In the present study we investigated both blood and tumor NLR in
OSCC patients. Blood NLR index has been used as a proxy for the
systemic balance between pro and anti-tumor immune response. We
observed that high blood NLR was associated with smoking history,
which is in line with the documented effect of cigarette smoke on both

pro-inflammatory and immunosuppressive response .

High blood NLR has been frequently reported as in independent
prognostic factor for worse OS & 31, cancer-specific survival 7*?, and
distant metastasis probability 33 in OSCC. According to our results, blood
NLR was not associated with OS, and surprisingly, high blood NLR
(>1.72) was associated with better DFS. In the head and neck region,
although most studies in the literature support the association between
blood NLR and worse survival, some studies have failed to demonstrate
the same association 3 34 The combination with other systemic
inflammatory markers 3'- 32, or even the use of different neutrophil-related
inflammatory indexes 3> could improve the prognostic performance of
blood NLR.

To the best of our knowledge, this is the first study to report the
tumor CD66b/CDS8 ratio in OSCC. In lung and breast cancer, previous

studies have demonstrated that tumor CD66b/CD8 is associated with
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survival 3¢ 37 In contrast, in the present work the different cutoff points
proposed for CD66b/CD8 were not associated with survival. Similarly,
Caldeira et al., 2015 investigated the CD66b/CD3 ratio in OSCC and
reported no association with tumor recurrence 38. Future research based
on a bigger cohort and longer follow-up time would be needed to confirm

our results.

Previous studies have demonstrated a moderate inverse
correlation between stromal CD8 and blood NLR & and a week
correlation between blood and tumor CD66b 3. In contrast, we did not
observe a correlation between tumor and peripheral blood cell counts.
One explanation is that we calculated blood NLR based on complete
blood count and specific markers for neutrophils and cytotoxic T
lymphocytes were not used. In addition, previous works have
demonstrated that the tumor immune cell population does not always
corresponds with the peripheral blood count. Quan et al., 2020 reported
that peripheral blood exhibits more CD4 than CD8, whereas tumors
presented predominance of CD8 over CD4. In addition, a local expansion
of CD8 was observed, likely related to tumor-associated immune stimuli
20, Similarly, Fridlender et al., 2009 reported that the recruitment and
polarization of neutrophils occurred in the tumor microenvironment and
not within the spleen or blood of mice treated with TGF-B antibody “°.
Thus, tumor-derived factors are possibly more important in defining the

tumor immune-microenvironment.

At the present study, parenchyma CD8 above 12 cells/mm? at the
tumor center was associated with better OS. In contrast, Lequerica-
Fernandez et al., 2021 found no association between high parenchyma
CD8 (24.65 cells/mm?) and survival 1. While high infiltration of CD8 at
the TC has been frequently associated with better OS 16-18. 42, 43 results
for the IF are conflicting - 18 43, Tumor distribution of immune cells is
known for influencing treatment response to immunotherapy. Tumors
with high infiltration of immune cells, specially at the parenchyma

(immune-inflamed), are suggestive of a previous antitumor immune
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response, and, thus, respond more often to immunotherapy than tumors

with a paucity of immune cells !

Hendry et al., 2017 proposed a standardized methodology to
assess tumor infiltrating lymphocytes in solid tumors. The group
recommended a separate analysis of the tumor stroma and parenchyma,
and at the invasive front and tumor center 27. Therefore, we performed a
comprehensive analysis of different tumor regions, and it was observed
that CD8 and CD66b cells/mm? were significantly higher within the tumor
stroma than within tumor parenchyma (at both TC and IF), which is in
accordance with the report of Gaafar et al., 2022 4*. Moreover, previous
studies have reported that CD8 infiltration is significantly higher at the IF
than at the TC 17. 42 43 g result that we didn’t observe. An additional
observation of our study was that the density of CD8 was higher than that
of CD66Db, irrespective of tumor region, and the same was observed by
Zhou et al., 2020 42,

Tumor infiltrating neutrophils (TAN) have been significantly
associated with poor outcomes in solid cancers 45, and CD66b is
frequently used as a marker for activated TANs 46 47 At the present
study, CD66b count was not associated with clinicopathological features
and survival, which agrees with some studies 4% 48, On the other hand,
there are reported associations between high CD66b and advanced
tumor stage 4 % and poor cancer-related survival %0 in OSCC. Possible
heterogeneity sources are tumor regions analyzed and markers used.
Like CD8, the tumor region has an impact on the prognostic capabilities
of neutrophils 3'. Moreover, the contrasting roles of neutrophils in cancer
highlights the need for precise and even multiple biomarkers to study the

prognostic impact of TANs on OSCC.

Finally, this study proposed a methodology using the Qupath
software, a recently developed open-source image analysis platform,
which contains a diverse set of tools for fast, robust, and reliable
biomarker research 6. We observed that the agreement and correlation

between manual and automatic cell count was excellent. Previous
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studies have also shown an excellent correlation between automatic
counting using Qupath and manual counting performed by experienced
pathologist in breast cancers %% % and colon cancer 4. In addition, we
observed that the bias between methods was higher in cases with
intense infiltration of positive cells. Similarly, Berben et al., 2020 noted a
trend for overestimation of positive cells using Qupath’s detection
classifier 53. Overall, our experience was that the proposed method was
reliable and much faster in comparison to manual counting. Further
validation using a greater cohort, and the application of a fully automated

method would improve the method’s reliability and efficiency.

In this study, T stage and age were the clinical features associated
with survival, which agree with previous studies %°-%7. However, the
limited number of outcomes in the OS analysis is an important limitation
of our study. In addition, there are important markers associated with
neutrophil and CD8 T lymphocyte recruitment and activity in the tumor
microenvironment, such as the presence of human papillomavirus, TGF-
B, and expression of programed death and its ligands, therefore, the
present observations are limited by the absence of these additional

analysis.

In this study we analyzed the association between blood NLR and
tumor CD66b/CD8 ratio. An association between blood and tumor
immune parameters was not observed, which could reflect different roles
and controlling mechanisms regarding the systemic and tumor immune
responses. Moreover, we performed a detailed analysis of different
tumor regions and observed that high CD8 infiltrating tumors nest at the
TC was associated with better survival, supporting the impact of the
histological immune profile of cancer on patient’s prognosis. Finally, the
proposed semi-automatic methodology had an excellent agreement with
the manual count, with the advantage of being much faster. The
development a fully automated method would facilitate even more the
discovery of multiple immunohistochemical biomarkers in OSCC

samples.
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FIGURES

Figure 1: Photomicrograph representing a 1mm? field of the same region stained for A)
Hematoxylin and eosin; and immunostained for B) Cytokeratin; C) CD66b neutrophils; and D)
CDS8 T lymphocytes.

5 £ 00,00
= a
g o o =
: ° £
100,00 o >
5 o 78,37 E °
©
& 200,00 o
= @ o©og4 3 -] ©
o ° 3 o ° g
2 o g‘ CQO _a o 09 o o 79,27
2 -1,25 z Q 5o Om® @ o
E = ] o Be o o o 1,37
m "> QP S0 o
3 3 @ ° o o 76,53
o o i P
@ © e P o
3] 80,86 @
E o ] o
2 20000
& -100.00 o iy
®
& o o w o
=] L
w c
] @ "
w ]
Q W 400,00+
] ° g
W 200,00 4
> I o
= ° 5
a
-600,00
T T T T T T T T T T T
a0 200.00 400,00 600,00 800,00 1000,00 120000 .00 200,00 400,00 600,00
MEAN (CD8 MANUAL + CD8 AUTOMATIC)/2 MEAN (CDE6B MANUAL + CD66B AUTOMATIC)2
120000~ 800,007
o
[}
o
1000,00-
600,00-] )
o
c o
500,00 °
F ° = o ° <]
=] 00 %0 e
= o = @ © o
< Oo <
= 600,00 :p' 400,00 o >
| =] =3
@ ] 5 o o ® [} e
a o
o ° o
o
400,00 & ° °©
o ol o
% & )
a 0 200,00 07 5 70 o o 4
6 @ o o 0@ L9
200,00 © odBoo
&85 06
o,
%
=]
o r=0,98 oo o r=0,97
i P=0,000 P=0,000
T T T T T T T T T T T T
0 200,80 400,00 00,00 800,00 1000.00 120000 00 200,00 400,00 600,00 800,00
CD8_AUTO CD66_MANUAL

Figure 2: (A-B) Bland-Altman plots from the comparison between resections and biopsy
samples of (A) CD8 and (B) CD66b; topmost line corresponds to the upper limit of agreement,
the middle line is the average of differences, and the bottom line corresponds to the lower limit
of agreement. (C-D) Correlation scatterplot for C) CD8 and D) CD66b
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Figure 3: Kaplan-Meyer survival curves comparing A) T1/T2 vs T3/T4 tumors; B) <60
years-old vs 260 years-old; C) Parenchyma CD8 212.84 ate the TC vs parenchyma CD8
<12.84 ate the TC; D) Blood NLR =1.72 vs blood NLR <1,72.



TABLES

Table 1: Clinicopathological features of the cohort.

Characteristics Number %
MeantSD 58.58+10.13
Age 39-59 28 60.9
>60 18 391
Sex Male 34 73.9
Female 12 26.1
) ) No 6 13
Smoking history
Yes 40 87
) No 10 21.7
Alcohol consumption
Yes 34 73.9
Tongue 22 47.8
Site FOM 8 17.4
Other 16 34.8
T 15 32.6
T T2 11 23.9
T3 11 23.9
T4 7 15.2
NO 24 52.2
N1 1 2.2
N
N2 10 21.7
N3 2 4.3
MO 44 95.7
M M1 2 4.3
1 14 30.43
HG 2 26 56.52
3 6 13.05
1 12 26.1
. 2 6 13
Clinical stage
3 4 8.7
4 16 34.8
Death N 4 8.69
Recurrence N 13 28.26
Surgery 16 34.78
Surgery+CRT 8 17.39
Treatments Surgery+ RT 11 23.91
CRT alone 9 19.57
RT alone 2 4.35

CRT, chemoradiotherapy; FOM, floor of the mouth; HG,
histopathological grade; M, distant metastasis; N, lymph node
metastasis; RT, radiotherapy; SD, standard deviation; T, tumor
size. Clinical data was missing for Alcohol consumption (2
patients); T stage (2 patients); N stage (9 patients), and clinical
stage (8 patients).



Table 2: Measurement of agreement between manual and

automatic methods of positive cell count.

Statistical data CD66B CD8
Intraclass correlation coefficient 0.96 0.99
Sperman correlation coefficient 0.97 0.98
Average of differences 1.37 -1.25
Standard deviation 39.74 40.62
Upper limit 79.27 78.37
-76.53 -80.86

Lower limit

89
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Table 3: Tumor and blood neutrophil to lymphocyte ratio, according to
clinicopathological features.

Characteristics IF P TC P Blood P

Male 0.09 (0.36) 0.143 0.08(0.49) 0.294 2.77 (1.87) 0.390
Sex

Female 0.13 (2.03) 0.42 (2.62) 2.18 (1.31)

No 0.4 (3.08) 0.310 0.75 (*) 0.380 1.75(0.96) 0.050
Smoking history

Yes 0.05 (0.26) 0.07 (0.51) 2.9 (1.75)

No 0.38 (3.07) 0.798 0.32(4.47) 0.783 1.93(2.09) 0.467
Alcohol
consumption

Yes 0.08 (0.28) 0.09 (0.61) 2.92 (1.7)

Tongue  0.09 (0.84) 0.119 0.11(0.72) 0.800 3.05(2.06) 0.164
Site FOM 0.18 (0.25) 0.19 (0.42) 2.43 (0.85)

Other 0.05 (0.72) 0.07 (0.51) 1.9 (2.32)

T1/T2 0.07 (0.87) 0.420 0.11(0.67) 0409 2.52(2.0) 0.478

T

T3/T4 0.03 (0.21) 0.05 (0.16) 2.9 (2.16)

NO 0.06 (0.20) 0.500 0.06 (0.51) 0.944 2.17(2.08) 0.734
N

N+ 0.18 (0.89) 0.19 (2.08) 3.12 (2.06)

1 0.09 (0.89) 0.604 0.05(1.22) 0.676 2.17(2.13) 0.609
HG 2 0.09 (0.36) 0.12 (0.60) 2.6 (1.92)

3 0.11 (%) 0.05 (*) 2.68 (9.44)

I 0.06 (0.21) 0.537 0.07 (0.59) 0.540 2.68 (2.27) 0.937
Clinical Stage

/v 0.135 (0.71) 0.08 (1.35) 2.56 (1.91)

No 0.1 (0.48) 0.09 (0.56) 0.824 252(1.99) 0.236
Death

Yes -* 0.46 (0.52) 2.66 (1.38)

No 0.09 (0.36) 0.113 0.11 (0.6) 0.269 2.82(1.49) 0.064
Recurrence

Yes 0.15(1.78) 0.3 (0.63) 1.91 (2.44)

FOM, floor of the mouth; HG, histopathological grade; IF, invasive front; N, lymph
node metastasis; P, p value; TC, tumor center. *Small group size, descriptive measure
wasn’t calculated. Highlight in bold indicates P<0,05. Kruskal-Wallis (3 groups- post-
hoc Bonferroni) and Mann-Whitney (2 groups).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary figures:

@ QuPsth-22.ci =

File Edit Tools View Objects TMA Measure Automate Analyze Classify Extensions Help

¥ Stain vectors

Name Original Current Angle

Hematoxylin 070406150355 070906220333 138
DAB 025404560853 02350434087 193
Residual 056-07830255 0577-0.7820234 155

¥ Auto detect
Min channel OD  0.03
Maxtotal OD | 1

Ignore extrema | 1 %

|_ Exclude unrecognised colors (H&E only)

Cancelar

Figure 1S — A representative area containing a sample of the background and a strong
sample of hematoxylin and DAB staining was selected, and the estimate stain vectors
command was applied to identify stain vectors within this region, thus improving stain

separation.

Figure 2S — Tumoral regions of analysis. The area delimited by the red lines corresponds to
the invasive front, a 1mm wide area centered at the tumor border. The area immediately
above, delimited by the yellow line, corresponds to the tumor center.
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LS L

Figure 3S — For each tumoral region, five fields of 1mm? were randomly selected for analysis.

In resections, five of these fields were located at the invasive front and five at the tumor

center.

@ QuPath-53czi- A

File Edit Tools

View Objects TMA Messure Automate Analyze Classify Extensions  Help
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3 Counting

EHl= @B=FE

& C1 FT ESTROMA (348 paints)
& C1 FTIILHA (439 points)
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Edit

s |

[] Show paint convex hull

Delete

Highlight selected objects by color
Pointsize ()
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& BEEEE-——o/ (= EEEE (e

[ loadpaints | Save points.
87 Fast cell counts.
Key ‘ Value | petection image
Image 5.3z - Scene #0 Cell detection channel Hematoxylin + DAB -
Name PathAnnotationObje .
Gaussian sigma
Class
Background radius
Parent Image
B P [ | Use Difference of Gaussians
Centroid X pm 41272554 Thresholding
Centroid V pm 16700424 Cell detection threshold | 015 |
Num Detections 1962 DAB threshold 025 |
Num Negative 1561 -
Display
Num Positive 431 o -
Detection object diameter | 25
Positive % 216365 —
Num Positive per mm?2 2653186
Area pm2 4980824146
Perimeter um 64385106

Figure 4S - For each 1mmZfield, the positive cell count was performed for the whole field
(area delimited by the red line) and separately at the tumor stroma and tumor
parenchyma (area delimited by the yellow line), with the aid of cytokeratin-immunostained

slides.
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Figure 5S — Kaplan-Meyer survival curve comparing survival time
between different treatment modalities. OS, overall survival; CRT,

chemoradiotherapy; RT, radiotherapy.

Supplementary Tables:

Table 1S: Number of samples analyzed for each tumor region.
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—I1Surgery alone
—18urgery+CRT/RT
—I1CRT/RT alone
—+— censored

—+— censored

—+— censored

Tumor thickness

Region Resection <2mm Biopsy Total
Invasive front 26 5 - 31
Tumor center 26 - 15 41




Table 2S — 25", 75! percentile, and median for each region of analysis.
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CD8 CD66b
25t Median 75t 25t Median 75t
Stroma 161.88 447.20 654.25 10.94 41.84 129.48
Invasive front Parenchyma 19.85 59.72 193.53 0.65 7.15 31.38
Whole field 151.80 366.60 527.00 7.80 34.60 91.25
Stroma 135.89 295.26 534.56 7.39 39.19 148.23
Tumor center Parenchyma 12.85 77.77 239.41 1.18 6.11 39.96
Whole field 93.35 198.40 474.48 5.30 22.20 121.40
NLR
25t Median 75t
Invasive front 0.017 0.090 0.399
Tumor
Tumor center 0.038 0.098 0.569
Blood 1.72 2.51 3.62

NLR, neutrophil-lymphocyte ratio, 25™, 25 percentile; 75", 75 percentile.

Table 3S - Number of events per year of follow-up.

Overall survival

Disease-free survival

Alive 31 No recurrence 27
1 year Dead 2 Recurrence 9
Censored 13 Censored 10
Alive 15 No recurrence 13
3 years Dead 2 Recurrence 2
Censored 16 Censored 21
Alive 6 No recurrence 5
5 years Dead 0 Recurrence 2
Censored 11 Censored 8
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Table 4S — Median (interquartile range) number of CD66b/mm? at different tumor regions
and according to clinical features.

IF IF (s) IF (p) TC TC (s) TC (p)
Sox Male  34.6 (123.2) 41.92 (141.8) 12.27 (71.2) 18.2(113.6) 29.3 (135.1) 5.48 (41.6)
Female 37.8(392.9) 35.5(539.13) 2.8 (117.1) 61.7 (290.3) 180.5 (490.8) 22.0 (123.1)
Smoking No 370.6 (")  543.8 () 4.2 () 3002 ()  4131()  31.01()
history Yes 34 (90.6) 37.6(139.1) 9.7 (73.4) 19.2(94.3) 30.2(145.3) 5.2 (54.3)
Alcohol No 91.4 (402) 191.5(508.9) 4.2(120) 30.8 (307.8) 49.21 (605.7) 13 (121.6)
consumption v 34 (123.8) 37.6(137.5) 14.6(99.5) 19.2 (122.3) 43.6 (179.1) 5.2 (92.5)
Tongue 33.4(209.2) 33.36 (171) 13.4(171.8) 18(267.2) 56.1(209.7) 5.5(226.2)
Site FOM 38.4 (60) 41.8(982) 59(52) 18.2(52.4) 29.3(161.5) 8.8 (51.3)
Other  34.6 (221.6) 51(264.5) 1.8(119.9) 28.8(94.1) 39.2(103.2) 6.1 (64.5)
. T1/T2  34.6(167.7) 51(174)  7.1(120) 20.2(196.8) 56.1(186.9) 6.7 (68.1)
T3/T4  33.4(416) 33.4(60.8) 42(32) 222(196) 293(36.1)  5(9.7)
N NO 182 (91.4) 247(821) 4.5(30.3) 18.1(172.6) 30.2(179.6) 4.8 (33.7)
N+ 20.8 (171.9) 29.2 (159.6) 13.4 (243.3) 30.8 (192.8) 49.2 (178.4) 13 (199.4)
1 33.4 (307.2) 33.4(345.2) 33.5(149.8) 28.8(222.9) 39.2(262.5) 5 (128.4)
HG 2 34.6 (166.2) 41.8 (156.4) 12.3(122.1) 30.8 (196.8) 56.1(203.8) 6.7 (92.5)
3 49.4 (*) 72.2 () 0 (% 14.2 (*) 21.2 (*) 6.11 (*)
o Il 17 (123.2) 23.5(143.4) 1.8(15.8) 18(245.2) 31.1(209.73) 5.5 (42.6)
Clinical Stage
WAV 27.1(104.3) 31.3(112)  21.3(60) 23.5(91.1) 34.2(117) 4.8 (28.7)
Death No 34 (125.4) 37.64 (163.7) 6.5(61.8) 21.2(138.1) 35.1(160.2) 5.8 (39.8)
Yes * * * 38 (139.2) 52.8(200) 7.7 (39.6)
T 33.4 (123.4) 33.4(145) 4.2(33.5) 18.2(113.8) 77.5(236.6) 50.7 (252.1)
Yes 62.9(*)  62.6(426.2) 90.3(182.8) 67.1(256.8) 5.5 (35.3) 8.77

FOM, floor of the mouth; HG, histopathological grade; IF, invasive front; N, lymph node metastasis; p, tumor
parenchyma; s, tumor stroma; T, tumor size; TC, tumor center. Kruskal-Wallis (3 groups- post-hoc Bonferroni)
and Mann-Whitney (2 groups). * Small group size, descriptive measure could not be calculated.
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Table 5S - Median (interquartile range) number of CD8/mm? at different tumor regions and according
to clinical features.

IF IF (s) IF (p) TC TC (s) TC (p)
Sex Male 366.6 (347.8) 447.2(370.3) 82(204.1) 201.2(368.2) 295.1(399.7) 129.2(266.7)
Female 358.6 (446.5) 399.7 (547.9) 37.9(189.1) 151.6 (454.9) 338.9(615.7) 40.6 (105.8)
, , No 112.8 (*) 160.7 (*) 17.9 (%) 160.8 (*) 295.3 (%) 30.7 ()
Smoking history
Yes 378.7 (356.8) 467.6 (414.8) 101.9 (204.5) 199.8 (393.4) 325(416.9) 103.8 (264.3)
Alcohol No 241.2 (399.6) 521.5(498.1) 17.9(88.3) 160.8 (431.2) 295.3 (5631.3) 30.7 (131.7)
consumption Yes 378.7 (389.9) 426.9 (506.5) 102.7 (216.4) 199.8 (366.7) 325(383.1) 103.8 (258.4)
Tongue 390.8 (284.4) 447.2(376.3) 57.9(267.5) 242.4(406.6) 354.9(433.9) 50.4(302.4)
Site FOM 241.2 (266.8) 326 (454.4)  40.7 (124.3) 158 (87.2)  265.9 (243.9) 78.5(109.8)
Other 443.2 (531.7) 591.3 (657.4) 180.4 (163.7) 288.2(510.5) 295.1 (665.5) 197.6 (227.7)
- T1/T2 293.2 (450.7) 385.3 (652.8) 57.9 (203) 198.4 (417.6) 292.3 (450.7) 60 (260.8)
T3/T4 443.2 (350.6) 488 (365.1) 121.8(250.1) 336.2(519.6) 354.9(670.1) 197.6 (245.7)
N NO 339.6 (345.1) 395.9 (435.3) 54.3(167.8) 221.8(405.1) 325(467.7) 103.1(267.1)
N+ 252 (1109) 287.9(1359) 59.7 (426.4) 160.8 (287.6) 218.1(303.1)  30.7 (360)
1 366.6 (310.2) 406.5(369) 180.4 (210.9) 336.2(418.5) 423.1(558.4) 50.4(213.2)
HG 2 390.8 (463.7) 447.2(56.7) 59.7 (208.6) 176.8 (388) 295.1(388.6) 78.5(274.9)
3 241.2 (%) 521.5 (*) 43.6 (%) 45 (*) 86.7 () 13.1 (%)
Clinical Stage I 312.6 (348.2) 385.3 (461.8) 50.7 (118.2) 201.2(430.6) 295.1 (444.3) 50.4 (270.9)
m/1av 309.3(352) 347.2(391.2) 120.3(234.1) 168.8 (393.7) 256.7 (342.5) 94.6 (239.5)
Death No 339.6 (353.7) 426.9 (436.1) 58.8(199.7) 199.8 (395.9) 295.2 (451.3) 77.4(260.9)
Yes * * * 135(213.3) 266.6 (376.9) 9.6 (56.5)
Recurrence No 282.3 (319.1) 363.0 (418.6) 70.85(216.8) 176.8 (421.7) 292.3 (418.5) 77 (249.3)
Yes 390.8 (516) 447.2(685.2) 71.32(144.3) 288.2(380.8) 423.1(504.1) 50.4 (230.6)

FOM, floor of the mouth; HG, histopathological grade; IF, invasive front; N, lymph node metastasis; p, tumor
parenchyma; s, tumor stroma; T, tumor size; TC, tumor center. Kruskal-Wallis (3 groups- post-hoc Bonferroni) and
Mann-Whitney (2 groups). * Small group size, descriptive measure could not be calculated.
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Table 6S — Spearman’s correlation coefficient between CD66b and CD8 at
different tumor regions. (A) Correlation according to tumor compartments
(stroma, parenchyma) and tumor regions (invasive front and tumor center). (B)
Correlation according to tumor regions only.

A CD66 CD8
IFs IFp TCs TCp| IFs IFp TCs TCp
r 1.000 .624" .791"  .812"| ,044 -,045 ,115 114
IFs Pvalue .000 .000 .000| ,813 ,809 ,583 ,588
N 31 30 25 25 31 31 25 25
r 1.000 .549" .744™| ,183 ,325 ,258 ,391
IFp Pvalue .005 .000| ,333 ,080 ,212 ,053
N 30 25 25 30 30 25 25
CD66 "
r 1.000 .818 127 ,158 ,202 ,208
TCs Pvalue .000| ,545 ,452 212 ,197
N 40 40 25 25 40 40
r 1.000| ,092 ,162 273 ,245
TCp P value ,661 438 ,089 ,128
N 40 25 25 40 40
r 1,000 ,518" ,622" ,611"
IFs Pvalue ,003 ,001 ,001
N 31 31 25 25
r 1,000 ,636" ,791"
IFp Pvalue ,001 ,000
cD8 N 31 25 ZE
r 1,000 ,698
TCs Pvalue ,000
N 40 40
r 1,000
TCp Pvalue
N 40
B CD66 CD8
IF TC IF TC
r 1.000 .848" -.033 -.008
IF P value .000 .860 .968
N 31 25 31 25
CD66
r 1.000 130 .228
TC P value .536 157
N 40 25 40
r 1.000 751"
IF P value .000
cD8 N 31 25
r 1.000
TC P value
N 40

r, Spearman’s correlation coefficient; N, number of samples in the test; IF, invasive front; s,
tumor stroma; p, tumor parenchyma; TC, tumor center. Highlight in bold indicates P<0,05.
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Table 7S - Spearman’s correlation coefficient between tumor
and blood cells.

Lymphocyte Segmented

r -.301 -.268
CDG66 IF P value 154 .205

N 24 24

r -.289 -.195
CD66 TC P value 121 .303

N 30 30

r -.259 .092
CDS8 IF P value 221 .668

N 24 24

r -.328 114
CD8 TC P value 077 550

N 30 30

r, Spearman’s correlation coefficient; N, number of samples in the test;
TC, tumor center; IF, invasive front.

Table 8S — Spearman’s correlation coefficient among tumor and blood
neutrophil to lymphocyte ratio.

NLR blood NLR tumor (IF) NLR tumor (TC) NLR tumor

r 1.000 -.010 -.065 .006
NLR blood Sig. .964 734 974
N 34 24 30 34
r 1.000 .820" 959"
NLR tumor (IF) Sig. .000 .000
N 31 25 31
r 1.000 925"
NLR tumor (TC) Sig. .000
N 40 40
r 1.000
NLR tumor Sig.
N 46

IF, invasive front; NLR, neutrophil to lymphocyte ratio; TC, tumor center. Highlight in

bold indicates P<0,05.
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Table 9S — P values for Kaplan-Meyer’'s overall and disease-free survival curves
comparing high and low categories, according to the cutoff points bases on the 25t
percentile, median, 75" percentile and 1 (only neutrophil to lymphocyte ratio) and
according to tumor regions.

0s DFS

25th Median 75th 1 25th Median 75th 1

IFs 0.593 0.335 0.061 - 0.295 0.334 0.148 -

IFp 0.593 0.335 0.123 - 0.999 0.999 0.572 -

CDS8 TCs 0.608 0.652 0.096 - 0.834 0.607 0.758 -

TCp 0.017 0.259 0.22 - 0.298 0.325 0.891 -

IF 0.593 0.299 0.091 - 0.337 0.868 0.334 -

TC 0.608 0.146 0.131 - 0.834 0.842 0.309 -

IFs 0.634 0.371 0.516 - 0.723 0.397 0.961 -

IFp 0.67 0.355 0.134 - 0.413 0.085 0.479 -

CD66b TCs 0.673 0.45 0.39 - 0.273 0.784 0.96 -

TCp 0.9 0.35 0.964 - 0.859 0.955 0.765 -

IF 0.634 0.407 0.516 - 0.723 0.491 0.961 -

TC 0.872 0.45 0.858 - 0.972 0.784 0.948 -
NLR IF 0.634 0.407 0.516 0.777 0.723 0.912 0.424 0,14
NLRTC 0.87 0.431 0.269 0.511 0.638 0.332 0.711 0,22
NLR blood 0,75 0.902 0.253 0.637 0.045 0.169 0.701 0.439

DFS, disease-free survival; IF, invasive front; TC, tumor center; s, tumor stroma; p, tumor parenchyma;
NLR, neutrophil- lymphocyte ratio; OS, overall survival. Highlight in bold indicates P<0,05.

Parameters for the automatic count using the fast cell count tool:
CD8

// Detect positive (and negative) cells by counting smoothed peaks with
'Fast cell counts (brightfield)' command

selectAnnotations();

runPlugin(‘qupath.opencv.CellCountsCV', '{"stainChannel":
"Hematoxylin + DAB", "gaussianSigmaMicrons™": 2.0,
"backgroundRadiusMicrons": 15.0,

"doDoG": false, "threshold": 0.15, "thresholdDAB": 0.25,

"detectionDiameter": 25.0}");
cDh66B

// Detect positive (and negative) cells by counting smoothed peaks with
'Fast cell counts (brightfield)' command

selectAnnotations();

runPlugin(‘qupath.opencv.CellCountsCV', '{"stainChannel":
"Hematoxylin + DAB", "gaussianSigmaMicrons": 2.0,
"backgroundRadiusMicrons": 15.0,

"doDoG": false, "threshold": 0.15, "thresholdDAB": 0.6,

"detectionDiameter": 25.0}");
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5.3 CONSIDERAGOES FINAIS

A analise compartimentalizada do tumor mostrou que a elevada
infiltracdo de linfécitos T CD8+ infiltrando o parénquima do centro
tumoral impactaram de maneira positiva na sobrevida dos pacientes com
CEB. Esses resultados demonstram a importancia da analise de células
imunoldgicas n&o apenas sob o ponto de vista quantitativo, mas também
em relacdo a distribuicdo tecidual. Para tanto, o uso de imagens
digitalizadas e a aplicagdo de meétodos digitais semiautomatizados
tornariam a analise menos laboriosa e mais rapida, permitindo inclusive
a analise de multiplos biomarcadores imuno-histoquimicos. A esse
respeito, nossos resultados mostraram uma excelente concordancia
entre a contagem automatica e manual realizada por um avaliador
previamente calibrado. Para o futuro, a validacdo adicional entre
avaliadores diferentes e com uma amostra maior serdo necessarias para

a confirmacao dos resultados apresentados.

Finalmente, a auséncia de correlagcdo entre a contagem
sanguinea e imuno-histoquimica € amparada por estudos anteriores, nos
quais demonstrou-se que fatores do microambiente tumoral sé&o
potencialmente mais significantes na calibracdo da resposta imune

tumoral.
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6 CAPITULO 2

USO DE IMAGENS DIGITALIZADAS PARA A ANALISE DE
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DO CARCINOMA
EPIDERMOIDE DE BOCA
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6.1 APRESENTACAO

No presente capitulo, procurou-se analisar caracteristicas
histopatoldgicas associadas com o prognoéstico do CEB por meio de
imagens completas do tumor digitalizadas a partir de laminas
histologicas coradas com hematoxilina e eosina e citoqueratina. Dois
avaliadores realizaram a analise de maneira independente com o auxilio
do programa de acesso aberto Qupath. Realizou-se todo o processo de
maneira online, uma vez que o0s examinadores envolvidos se
encontravam em cidades diferentes. As caracteristicas histopatologicas
analisadas foram: padrdao de invasao da fronte tumoral, invasao
perineural, invasao linfovascular, profundidade de invasao, espessura

tumoral e proporcéo tumor/estroma.

Além das caracteristicas histopatologicas, analisou-se também a
infiltracdo de neutrdéfilos CD66+ e linfécitos T CD8+, assim como a razao
CD66b/CD8. A analise foi conduzida na area total do tumor disponivel na
imagem digitalizada, ao contrario do capitulo anterior, no qual a analise
foi a partir de campos pré-selecionados. Além disso, buscou-se aplicar o

método semiautomatico testado anteriormente.

As analises conduzidas sdo apresentadas como artigo cientifico,
formatado conforme as normas da revista Head and Neck, as quais

foram acessadas em novembro de 2022.
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ABSTRACT

Background: This study aimed to evaluate histological features related to
progression of oral squamous cell carcinoma (OSCC) - tumor budding
(TB), perineural invasion (PNI), depth of invasion (DOI), tumor thickness
(TT), lymphovascular invasion (LVI), pattern of invasion (Pl), tumor-

stroma ratio (TSR), and tumor neutrophil-lymphocyte ratio (NLR).

Methods: Resection samples from 31 OSCC were included and

immunostained with cytokeratin.

Results: TB was high in PNI and LVI-positive tumors and positively
correlated with TT. Non-cohesive tumors frequently exhibited PNI,
dispersed tumors exhibited the highest DOI and TT, and non-cohesive
tumors presented higher CD66b at the invasive front than cohesive
tumors. CD66b and NLR at the tumor center were associated with worse

disease-free survival.

Conclusion: Invasive cell phenotypes represented by high TB and non-
cohesive/dispersed patterns were indicators of tumor aggressiveness
related to PNI and LVI. Tumor NLR emerged as a potential prognostic
marker, suggesting a pro-tumoral immune response associated with high

neutrophil infiltration.
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INTRODUCTION

Cancer of the oral cavity and the lip was responsible for 377.713
new cases and 97.370 deaths of the world’s cancer burden in 2020 . For
oral squamous cell carcinoma (OSCC), the risk assessment is mostly
based on the TNM staging according to the American Joint Committee
on Cancer (AJCC) and the Union for International Cancer Control (UICC)
manual. In the manual's latest edition, depth of invasion and
extracapsular spread were included as variables for the T and N
classification, respectively, based on the prognostic impact of both

features on OSCC survival 2.

Depth of invasion (DOI) is histologically measured from the
basement membrane of the closet normal mucosa to the deepest point of
invasion. Clinically, DOI measurement requires detailed assessment and
palpation supplemented by radiographic examination to discriminate
between thick exophytic tumors and deeply invasive ulcerated tumors 3.
DOI was reported as a prognosticator for overall survival (OS), disease-
specific (DSS), and disease-free survival (DFS) for OSCC, and this
remained significant with a cut-off of 4mm or 5mm 4. Extranodal
extension (ENE) is histologically defined as metastatic tumor in the lymph
node extending through the fibrous capsule and into the surrounding
connective tissue, regardless of the presence of associated stromal
reaction °. Clinical determination of ENE must be unequivocal, based on
clinical examinations and supported by radiological evidence, and when
in doubt, assignment to the lowest categories is recommended 3. As with
DOI, ENE was also reported as a significant prognosticator for OS, DSS,
and DFS in OSCC “ Besides DOl and ENE, several other
histopathological features have been recently associated with the
survival of OSCC patients, including perineural invasion (PNI),
lymphovascular invasion (LVI), tumor budding (TB), pattern of invasion
(PI), and tumor-stroma ratio (TSR), among others 4.

The analysis of histopathological features can be improved with
tools of digital pathology. Among them, whole-slide images (WSI) from
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digitalized slides provide the opportunity to maximize the amount of data
that can be extracted from tissue slides and the application of predictive
models to identify a variety of clinical endpoints . In OSCC, the use of
WSI has been reported with deep learning and convolutional neural
network techniques applied for tissue segmentation, tumor-infiltrating
lymphocytes quantification, and cancer diagnosis "8. Recently, WSI of
hematoxylin and eosin (H&E) and immunohistochemically stained slides
were used to analyze the histopathological features TB, TSR, CD3 and
CD8 lymphocytes in OSCC samples, and high-risk features presented
the worse OS and DFS °. Moreover, the use of WSI in conjunction with
automated and semiautomated tools provides the opportunity to analyze
multiple immunohistochemical biomarkers in a fast and reliable way in
relation to manual counting, and there has been application of it for the

detection of immune cell infiltrates 910,

The aim of the present study was to analyze histopathological
features associated with OSCC prognosis wusing H&E and
immunohistochemically stained WSI. CK and H&E-stained slides were
used to analyze TB, TSR, PNI, LVI, PI, and DOI. In addition, we applied
a semi-automated method to quantify CD66b neutrophils and CD8 T
lymphocytes to evaluate tumor neutrophil to lymphocyte ratio (tNLR). The
parameters were study in correlation with one another and as

prognosticator for DFS in resected samples of OSCC tumors.
MATERIAL AND METHODS
Population

The present study is based on a retrospective cohort of 171
patients with OSCC diagnosed between 2013-2018. Inclusion criteria
were primary OSCC treated with resective surgery, follow-up data, and
primary tumor available for immunohistochemistry. Exclusion criteria
were recurrent or secondary OSCC and preoperative chemo-radio
therapy. Thirty-one patients were included in the final sample. A single

examiner collected the following clinicopathological data: age, sex,
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smoking/drinking habits, site, TNM stage, histopathological grade, and

follow-up information.

Follow-up data were retrieved from the clinical records in June
2020, and last up-date was December 2021. Clinical endpoint was
disease-free survival (DFS), defined as the time from the date of surgery
to the date of death, recurrence, or the date of last follow up, which ever

occurred first.

The institutional ethical committee review board approved this
study (number 17674419.9.0000.0121) and patients’ identity remained
anonymous during data collection, in accordance with the Declaration of

Helsinki.
Immunohistochemical reactions and whole-slide image acquisition

Immunohistochemical reactions were performed using the labeled
polymer method (EnVision Dual Link System-HRP, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) to detect cytokeratin (1:50; clone AE1/AE3 - Dako
Corporation, Carpinteria, USA), CD66b-positive neutrophils (1:500; clone
G10F5; BD Biosciences), and CD8-positive T lymphocytes (ready-to-use;
Clone C8/144B; Dako, Denmark). Glass slides were scanned on Axio
Scan.Z1 (Carl Zeiss Microscopy) at 40x (0.11 um/pixel), and the images

were imported to the open-source software QuPath (v.0.3.2) .

First, the estimate stain vectors command was used on each
image to improve stain separation using color deconvolution ''. Using
cytokeratin (CK) immunostained slides, an annotation was drawn with the
polygon tool around the whole tumor limited to its borders. The invasive
margin was determined by expanding the tumor borders by 500 um. The
invasive front (IF) was defined as an 1mm wide area centered at the

tumor border, and the tumor center (TC) was the remaining area 2.
Tumor budding

Two examinators counted the number of TB using CK-

immunostained images. A calibration was performed by double counting
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15 randomly selected cases with a 21-day interval (interobserver
agreement 0.966). Next, one observer (AFPM) performed the TB count
on the remaining sample (intra-observer agreement 0.932). The highest
tumor bud area (hotspot) was identified at the IF, an area of 0.785 mm?2 '3
was drawn using the rectangle tool, the buds were manually marked
using the points tool, and the total count of buds was automatically
generated by the program. TB was defined as a single cell or a cell
cluster of up to 4 tumor cells 3. Then, patients were grouped using a two-

tier system as low budding <5 and high budding 25 4.
Tumor-stroma ratio

One examinator blinded to clinical features calculated the
tumor/stroma ratio (TSR) based on the whole tumor area using CK-
immunostained images. With the pixel classification tool, thresholds for
DAB (3,3-diaminobenzidine) and hematoxylin stains were visually
determined and tumor/stroma areas were automatically generated, as
well as the percentage of each compartment in relation to the whole
tumor area. The tumor percentage was divided by the stromal
percentage to calculate TSR, and a value above 1 indicated tumor tissue
predominance (low stroma), while values below 1 indicated a stromal
tissue predominance (high stroma) '°. The tutorial for measuring areas is
publicly available on Qupath website
(https://qupath.readthedocs.io/en/latest/index.html) and served as a guide
to calculate TSR.

Histopathological features: DOI, PNI, LVI, and PI

Two examinators (AFPM and NLN) assessed the histopathological
features in H&E and CK images. Criteria were defined during a
calibration meeting, then, the assessments were made independently
and cross-checked. In case of disagreements, a third examinator was
consulted (ERCR).

DOl was calculated as the perpendicular distance from the

basement membrane from the closest adjacent normal mucosa to the


https://qupath.readthedocs.io/en/latest/index.html
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deepest point of invasion. Tumor thickness (TT) was calculated as the
perpendicular distance from the highest point of the tumor surface to the
deepest point of invasion '® (Figure 1S — Supplementary material). TT

and DOI were further categorized into <5 mm; 5-<10 mm, and 210 mm 3.

Perineural invasion (PNI) was defined as tumoral cells infiltrating
through the nerve sheath or encircling at least one third of the nerve 7.
Lymphovascular invasion (LVI) was defined as the unequivocal presence
of tumor cell within the blood or lymphatic endothelial lining or focally
adhered to the vascular wall 8. Finally, the pattern of invasion (Pl) was
assessed at the invasive front and the worst area was considered and
classified as i) cohesive, broad sheets of cancer cells and/or tumor nests
with more than 15 cells across; ii) non-cohesive, narrow strands or small
groups with less than 15 tumor cells, or single infiltrating tumor cells were
observed; iii) dispersed pattern, individual cells infiltrating at a distance of
at 1mm from the main tumor '° (Figures 2S and 3S — Supplementary

material).

Semi-automated counting of immune cells and neutrophil to lymphocyte
ratio (NLR)

One examinator performed the analysis blinded to the clinical
characteristics. Analysis of CD8 and CD66b positive cells was performed
using the fast cell count command for each tumoral region (whole tumor,
tumor center, and invasive front). Positive cells were detected by
separating stains using color deconvolution and identifying peaks in the
sum of hematoxylin and DAB channels ''. The method’s reliability was
previously tested against manual counting, and the agreement between
methods was considered excellent (Supplementary material). Results
are presented as positive cells/mm? of tumor area. Tumor NLR was
calculated by dividing the CD66b/mm? for the CD8/mm?, for each tumoral

region.

Statistical analysis
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The Gaussian’s distribution of continuous variables was verified
with the Shapiro Wilk’'s test. Normally distributed variables were
described with mean and standard deviation (SD), and comparisons
between groups were made with Student's T-test (2 groups) and
ANOVA’s test (3 groups). Mean differences and 95% confidence
intervals (95%CI) were presented and effect size (ES) was calculated
with Hedges’ g. Non-normally distributed variables were described with
median and interquartile range (IQR), and comparisons between groups
were made with Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskall-Wallis’ test
(3 groups), and the ES r was calculated. Formulas and cut-of points to
the effect size calculations are presented in the Supplementary
material. The correlation between two continuous variables was tested
with the Pearson’s (normal distribution) and Spearman’s (non-normal
distribution) coefficient. Categorical variables are described with
percentages and associations were tested with Fisher's exact test. In
case of statistically significant association, logistic regression analysis
was performed, and odds ratio (OR) and 95%CI| were generated. DFS
curves were plotted with Kaplan-Meyer and log-rank test for
comparisons. Time until event and 95%CI are provided. For the DFS
analysis, the median was used to categorize CD66b, CD8, and NLR.

Statistical significance was set at P<0.05.
RESULTS
Clinical features

The sample’s mean age was 56.87 + 9.39 years. Men (77.4%),
smokers (87.1%), and drinkers (76.7%) composed most of our sample.
Tumors were frequently at an early stage (58%) and well/moderately
differentiated (90.3%). Adjuvant therapy was administered to 54.95% of
patients, nine (29.03%) patients presented recurrence and one (3.2%)
patient died (Table 1). Mean follow-up time was 32.15 + 26.88 months
and median follow-up time was 18.8 months (interquartile range 39.53
months). The mean DFS was 63.49 months (95%Cl: 47.90-79.08
months).
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Tumor budding, TSR, and histopathological features

Twenty-three cases had identifiable adjacent normal mucosa to
measure DOI, whereas TT was measured on the entire sample. Mean
DOI was 5.84mm = 3.81mm and TT was 6.5mm + 3.82mm, with a mean
difference (DOI-TT) of -0.67 mm = 0.91mm (range -3.40mm — 1.45mm)
and median -0.57 (IQR: 0.81). In most cases (86.95%), DOI was lower
than TT (Supplementary material — Table 1S). Moreover, DOl was
<5bmm in 8 patients, between 5 - <10mm in 12 cases, and =210mm in 3
cases. TT was <bmm in 10 patients, between 5 - <10mm in 14 patients,

and 210mm in 7 cases.

PNI was observed in 35.5% of cases and LVI in 25.8% (Table 1;
Figure 1). The most frequent Pl was non-cohesive (45.2%), followed by
dispersed (38.7%) and cohesive (16.1%) (Table 1). The median number
of TB was 16 (IQR: 25), and the mean TSR was 0.7 + 0.41.

Well differentiated tumors exhibited lower TB than moderate
(Mann-Whitney test; P=0.002; r=0.59 — large ES) and poor (Mann-
Whitney’s test P=0.011; r=0.75 — large ES) differentiated tumors (Table
2). The number of TB was higher in the dispersed pattern in comparison
to cohesive (Mann-Whitney’s test; P=0.001; r=0.78 — large ES) and non-
cohesive (Mann-Whitney’s test, P=0.029, r= 0.43 — medium ES) patterns.
Tumors with LVI presented higher TB number than tumors without LVI
(Mann Whitney test; P=0.018, r=0.43 — medium ES), and tumors with
PNI presented higher TB than tumors without PNI (Mann Whitney test;
P=0.002, r=0.56 — large ES) (Table 3).

DOI was higher in the dispersed pattern than in the cohesive
(P=0.033; mean difference: 5.60; 95%CI: 1.34-9.85; Hedges’ g: 1.62 —
very large ES), and TT was higher in the dispersed pattern than in the
cohesive (P=0.003; mean difference: 7.14; 95%Cl: 2.87-11.39; Hedges’
g: 1.81 — very large ES). TT was higher in tumors with PNI than in tumors
without (P=0.001; mean difference: 4.84; 95%CI: 2.02-7.65; Hedges’ g:
1.28 — very large ES) (Table 3). There was an association between the

Pl and PNI, wherein all cases with cohesive pattern had no PNI, and the
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dispersed pattern exhibited PNl more frequently than the cohesive
pattern (OR: 18.00; 95%CI: 2.47 — 131.28; P=0.004) (Table 4).

There was a strong positive correlation between DOI and TT
(Pearson coefficient: 0.971; P=0.000) and a moderate positive correlation
between TT and TB (Spearman’s coefficient: 0.407; P=0.023)
(Supplementary material — Table 2S).

Immune cells and tumor NLR

Median and interquartile range of immunohistochemical markers

are presented in the Supplementary material — Table 3S.

The number of positive CD66b and the NLR value tended to be
higher in advanced stage and lymph node positive tumors, while positive
CD8 tended to be lower in advanced and lymph node positive tumors,
however, no statistical difference was reached (Supplementary material
— Tables 4S, 5S, and 6S).

The number of CD66b at the IF was higher in the non-cohesive
pattern than in the cohesive pattern (P=0.025, Mann-Whitney test; r=0.52
—large ES) (Table 5; Figure 2).

There was a moderate positive correlation between CD66b at the
IF and TT (Spearmen coefficient: 0.386; P=0.032) and CD66b on the
whole tumor and TT (Spearmen coefficient: 0.345; P=0.057). There was
a negative moderate correlation between CD66b at the TC and TB
(Spearman coefficient: -0.453; P= 0.023) and between NLR at the TC
and TB (Spearman coefficient: -0.493; P=0.012) (Supplementary
material — Table 7S).

Survival analysis

Results from the survival analysis are presented in the
Supplementary material — Table 8S. High CD66b at the TC had a
worse DFS survival than low CD66b TC. Similarly, high NLR at the TC
presented worse DFS than low NLR TC (Figure 3). Other
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clinicopathological features were not associated with DFS

(Supplementary material — Table 8S).

DISCUSSION

In our sample of resected OSCC tumors, we observed a high
frequency of males and prevalence of tobacco and alcohol consumption.
Moreover, tumors at an early stage were slightly more frequent than
advanced tumors, well and moderate grade predominated over poor
histopathological grade, and approximately half of the sample received
some type of adjuvant therapy. These findings are similar to previous
studies, except for the clinical stage, which is frequently reported as
advanced in OSCC 2922, However, clinical stage was not available in
22% of cases, therefore, the frequency of advanced tumors could be
higher. We observed a 29% rate of recurrence, similar to the 26% rate
reported by Weckx et al., (2020) 22, and lower than the 40% rate
observed by Capote-Moreno et al., (2020) 2°. Only one patient died
during our follow-up time (3%), which is a considerably lower rate than
previously reported (19-72%) 2022, probably because of our smaller

sample size and lower follow-up duration.

In general, DOI was lower than TT, however, the difference was
below 1mm in 73.9% of cases, and it was above 2 mm in just one case. If
we had categorized the sample using the 5mm cut-off point 6, only one
case would have changed categories, wherein DOl would be below and
TT above 5mm. These results are consistent with the ones reported by
Dirven et al., (2017). The authors observed that DOl was usually lower
than TT, and as T category modulators, the use of TT instead of DOI
changed the T category in 5.7% and the clinical stage in 3.9% of cases,
always by one category. Moreover, disease- specific survival analysis
showed that the risk stratification was similar whether using DOl or TT as
T category modulators 6. In our study, DOI or TT were not associated
with DFS, however, they were associated with high-risk histopathological

features, wherein DOI and TT were higher in dispersed tumors, and TT
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was higher in tumors with PNI and was moderately correlated with TB

count.

Although low-risk clinical features predominated in our sample,
high-risk histopathological features were frequently observed, like non-
cohesive/dispersed pattern of invasion, high TB count, and low TSR. We
also noted that TB progressively increased from cohesive to dispersed
pattern, which is expected, since the criteria to classify a tumor as non-
cohesive or dispersed was the presence of small clusters or individual
tumor cells '°. It has been suggested that TB is a histopathological
marker for epithelial-mesenchymal transition (EMT) in carcinomas 423,
Molecular changes related to EMT are observed in TB cells, such as
increased expression of transcription factors, like SNAIL 23, and proteins
associated with cell motility, like vimentin, and loss of proteins related to
cell adhesion, such as e-cadherin 2. EMT is the most prominent cell
program used by epithelial malignant cells to acquire an invasive
phenotype leading to invasion and metastasis 2°, and, in OSCC, TB has
been associated with worse overall, disease-specific, and disease-free
survival 4. In our sample, even though not associated with survival, TB
was higher in cases exhibiting LVI and PNI, which are also high-risk

histopathological features for worse survival 4.

In this study, we observed that PNI occurred in 35% of cases.
Schmidt et al., 2022 reported a similar prevalence of 42% when using
immunohistochemistry to identify PNI 26. On the other hand, the
prevalence of H&E-based PNI identification is lower, varying between 17-
26% 2628, OSCC is known for having a particular affinity for nerve
involvement, and rates of PNI may go as high as 82% 2°. The presence
of PNI is a prognosticator for worse overall, disease-specific, and
disease-free survival 4. In OSCC, the molecular mechanism for nerve
invasion results from the interaction between tumor cells and
components of the nerve, especially Schwann cells. Tumor cells begin to
communicate with the nerve before becoming in contact with it and can
induce transcriptome changes on nerves in a distance-dependent

manner 28, In addition, it has been demonstrated that malignant cells
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from PNI-positive tumors express neurotrophic proteins, such as nerve
growth factor and its receptor tropomyosin receptor kinase A, which act
as chemoattractant for cancer cells by triggering EMT changes, thus

promoting cell invasiveness and facilitating PNI 2°,

In the present study, we associated high CD66b at the tumor
center with worse DFS. The study from Zhou et a., (2020) performed a
similar analysis to ours, separating tumor center from invasive margin. In
contrast to our results, the authors reported no significant association
between DFS and CD66b, and an association between high CD8 at the
TC and improved overall survival and DFS 3°. In our study, high CD8
was generally observed in association with early-stage disease and
negative lymph nodes, however, statistical significance was not reached.
Furthermore, we observed that NLR above 0.16 at the tumor center was
associated with worse DFS. Previous studies have associated blood NLR
with survival in OSCC 3'-33 therefore, we suggest that tumor NLR could
potentially be wused as prognosticator in OSCC. The tumor
microenvironment is an important regulator of tumor immunity, and often
immunosuppressive factors, such as the transforming growth factor beta
(TGF-B), can induce a pro-tumoral phenotype on neutrophils, while
suppressing the activity of effector cells, like CD8 lymphocytes 34. In this
regard, tumor NLR could work as a marker for the balance between the

pro-tumoral and anti-tumoral immune response.

In our study, the invasive front of non-cohesive tumors presented
higher CDG66b infiltration than cohesive tumors. Our observation is
supported by the work of Yu et al.,, (2021), which demonstrated that
OSCC cell lines cultured with neutrophil-conditioned medium presented
increased migration and invasiveness. Furthermore, OSCC cells
exhibited a mesenchymal morphology, increased expression of vimentin,
metalloproteinase 9, n-cadherin, and reduced expression of e-cadherin,
suggesting the occurrence of EMT 3%. Therefore, pro-tumoral neutrophils
could promote changes in the phenotype of tumor cells, which would
histologically correspond with a non-cohesive pattern of invasion.

Furthermore, TGF- is a master regulator of both neutrophil polarization
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and EMT changes 353, thus, since neutrophils in our sample were
associated with worse survival and our cases frequently exhibited high
TB, we speculate that these changes could be a consequence of TGF-3

expression, which is frequently elevated in OSCC .

In the present work we proposed a digital analysis of whole-image
slides using an open-source software. The methodology presented as a
solution for the changes imposed by the COVID pandemic, when the
access to the university’s facilities was restricted, and many students
were returning to their hometowns. During the analysis, the three
examinators were located at different cities, thus, the scanned images
provided the opportunity to continue or research. In general, our
experience with the software and digital analysis was excellent, and,
even with the return of presential activities, our group will continue to use
and perfect this methodology, especially to maintain and achieve new

collaborations with other researchers and institutions from other regions.

In conclusion, we observed that high-risk histopathological
features were frequent in our sample, and they were often associated
with one another. The use of DOI or TT did not have a significant impact
on tumor measurement, however, DOl was mostly lower than TT.
Histopathological markers of cell invasiveness, such as pattern of
invasion and tumor budding were associated with the occurrence of PNI
and LVI, which are features previously associated with regional spread,
survival, and recurrence of OSCC 4. Finally, high CD66b and NLR at the
tumor center were prognosticators for worse DFS, and CD66b at the
invasive front was higher in non-cohesive tumors. These findings are
indicative of pro-tumoral neutrophils, and, in association with the high
frequency of non-cohesive/dispersed tumors and high TB in the sample,

are suggestive of TGF- signaling.
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Figure 1: (A-D) Perineural invasion. (A) Hematoxylin and eosin-stained image showing partial
encirclement of the nerve sheath by tumoral cells. (B) The same region seen in (A) stained with
cytokeratin and showing invasion of the nerve sheath by tumoral cells. (C) Hematoxylin and
eosin-stained and (D) cytokeratin-immunostained images showing complete encirclement of the
nerve sheath by tumoral cells. (E) Hematoxylin and eosin-stained and (F) cytokeratin-
immunostained image showing tumoral cells within the vascular space.
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Figure 2: (A) Cytokeratin-immunostained and (B) CD66b-immunostained images showing low
infiltration of CD66b positive cells at the invasive front of cohesive tumors. (C) Cytokeratin-
immunostained and (D) CD66b-immunostained images showing high infiltration of CD66b
positive cells at the invasive front of non-cohesive tumors.
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Figure 3: (A) Kaplan-Meyer survival curve of disease-free survival comparing high CD66b and
low CD66b (cut-off point: 40,27 cells/mm?2) at the tumor center. (B) Kaplan-Meyer survival curve
of disease-free survival comparing high neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) and low NLR (cut-off
point: 0,16) at the tumor center. (C) CD66b-immunostained and (D) CD8-immunostained
images of the tumor center of the same region exhibiting high CD66b and low CD8 positive
cells/mm?.
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Table 1: Clinical features of the sample

Clinical features N (%)
<60

Age 18 (58.1)
>60 13 (41.9)
Male

Sex 24 (77.4)
Female 7 (22.6)
No

Smoking 4(12.9)
Yes 27 (87.1)
No

Drinking 6(20.0)
Yes 23 (76.7)
Tongue 15 (48.4)

Site Floor of the mouth 6 (19.4)
Other 10 (32.3)
T 11 (35.48)

. T2 6 (29.03)
T3 6 (19.36)
T4 3 (9.68)

- N- 20 (64.51)
N+ 5(16.13)
I 8 (25.80)
Il

Stage* 6 (19.36)
11 3(9.68)
v 7 (22.58)
Well 9 (29.0)

HG Moderate 19 (61.3)
Poor 3(9.7)
N

PNI o 20 (64.5)
Yes 11 (35.5)
N

LVI o 23 (74.2)
Yes 8 (25.8)
Cohesive 5(16.1)

Pl Non-cohesive 14 (45.2)
Dispersed 12 (38.7)

B <5 4(12.9)
25 27 (87.1)
21 -1 t

TSR ow stroma 8 (25.8)
<1 — high stroma 23 (74.2)
Resection 14 (45.2)

Treatment Resection + RQT 7 (226)
Resection + RT 10 (32.3)
No 21 (67.74)

Outcome event v
es 10 (32.26)

T, tumor size; N, lymph node involvement; HG, histopathological grade; NI,
not informed; PNI, perineural invasion; LVI, lymphovascular invasion; PI,
pattern of invasion; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; RQT, radio-
chemotherapy; RT, radiotherapy. * There was missing data on T stage (2
patients), N stage (6 patients), and clinical stage (7 patients).
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Table 2: Tumor-stroma ratio (TSR), Depth of invasion (DOI), Tumor thickness (TT), and Tumor

budding according to clinical features.

TSR DOl TT B
Mean (SD) P Mean (SD) P Mean (SD) P Median (IQR) P

Age <60 0.72 (0.43) 0.778 5.85 (3.96) 0.987 7.07 (4.65) 0.961 17 (32) 0.737
>60 0.68 (0.40) 5.82 (3.85) 6.99 (3.98) 16 (19)

Sex Male 0.65 (0.32) 0.366 5.70 (3.96) 0.755 7.23 (4.64) 0.654 18 (29) 0.274
Female 0.92 (0.65) 6.33 (3.61) 6.38 (3.10) 11 (14)

Smoking No 0.96 (0.51) 0.255 6.22 (5.11) 0.857 6.54 (3.98) 0.808 11 (15) 0.262
Yes 0.67 (0.40) 5.78 (3.75) 7.11 (4.42) 18 (29)

Drinking No 0.80 (0.43) 0.703 5.30 (4.55) 0.738 8.07 (5.08) 0.581 18 (28) 0.896
Yes 0.72 (0.41) 6.07 (3.95) 6.92 (4.32) 16 (19)

Site Tongue+FOM 0.73 (0.43) 0.645 5.91 (3.87) 0.899 6.71 (3.92) 0.55 16 (22) 0.441
Other 0.65 (0.40) 5.69 (3.97) 7.72 (5.18) 20 (28)

T T1/T2 0.63 (0.33) 0.551 6.02 (4.07) 0.628 6.57 (4.13) 0.233 14 (22) 0.32
T3/T4 0.72 (0.41) 4.97 (2.45) 8.74 (4.78) 19 (25)

N N- 0.63 (0.32) 0.675 5.12 (3.58) 0.187 6.00 (4.08) 0.416 11 (23) 0.408
N+ 0.55 (0.43) 8.18 (3.37) 7.63 (3.13) 18 (7)

Stage I 0.61 (0.34) 0.935 5.21 (3.79) 0.497 5.69 (4.00) 0.282 9 (24) 0.419
/v 0.60 (0.35) 6.45 (3.40) 7.47 (3.68) 18 (8)
Well 0.56 (0.25) 0.185 4.58 (4.06) 0.247 5.63 (4.74) 0.466 5(9) 0.001

HG Moderate 0.80 (0.44) 6.87 (3.71) 7.43 (3.80) 19 (27)°
Poor 0.40 (0.29) 3.02 (.65) 8.75 (6.61) 62 (39)°

Outcome No 0.68 (0.38) 0.620 6.01 (3.46) 0.779 7.38 (4.20) 0.528 18 (23) 0.327
Yes 0.76 (0.50) 5.52 (4.65) 6.32 (4.67) 8 (22)

TSR, tumor-stroma ratio; DOI, depth of invasion; TT, tumor thickness; TB, tumor budding; SD, standard deviation;
IQR, interquartile range; P, P value; FOM, floor of the mouth; T, tumor size; N, lymph node involvement; HG,
Histopathological grade. TSR, DOI, and TT: T student’s test (2 groups) and ANOVA test (3 groups). TB: Mann-
Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3 groups). Statistical significance: P<0,05 (highlighted in bold).
Superscript different letters indicate statistical difference between groups.
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Table 3: Tumor-stroma ratio (TSR), Depth of invasion (DOI), Tumor thickness (TT), and
Tumor budding according to histopathological features.

TSR 5 Dol = TT = B
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Median (IQR)
Cohesive 0.83(0.15) 0.244 1.90(3.03)2 0.042 2.37 (3.14)* 0.003 0.0 (1.0)2 0.001
PI Non-cohesive 0.82 (0.46) 5.91 (3.64)2 6.59 (3.51)2b 16.0 (16.0)2
Dispersed 0.55 (0.34) 7.51 (3.28)° 9.51 (3.95)° 32.0 (43.75)°
BN No 0.70 (0.40) 0.97 494 (3.60) 0.089 532(3.45) 0.001 8.5(19.75) 0.002
Yes 0.71 (0.46) 7.89 (3.74) 10.16 (4.05) 37.0 (46.0)
LV No 0.67 (0.33) 0506 5.50(3.90) 0.369 6.46(4.18) 0.210 11.0(20.0) 0.018
Yes 0.79 (0.59) 7.44 (3.37) 8.70 (4.51) 33.5 (47.5)

PI, pattern of invasion; PNI, perineural invasion; LVI, lymphovascular invasion; TSR, tumor-stroma ratio; TB,
tumor budding; DOI, depth of invasion; TT, tumor thickness; SD, standard deviation; IQR, interquartile range; P, P
value. TSR, DOI, and TT: T student’s test (2 groups) and ANOVA test (3 groups, post-hoc: Tuckey’s test). TB:
Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3 groups). Statistical significance: P<0,05 (highlighted in
bold). Superscript different letters indicate statistical difference between groups.
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Table 4: A) Perineural invasion (PNI) and lymphovascular invasion (LVI) according to
the pattern of invasion; B) LVI according to the PNI.

PNI
A)
No Yes No Yes
N (%) N (%) P N (%) N (%) P
Pl Cohesive 5(100.0) 0(0) 0.001 5(100.0) 0 (0) 0.256
Non-cohesive 12 (85.7) 2(14.3) 11 (78.6) 3(21.4)
Dispersed 3 (25.0) 9 (75.0) 7 (58.3) 5(41.7)
LVI
B)
No Yes
N (%) N (%) P
PNI No 17 (85.0) 3 (15.0) 0.095
Yes 6 (54.5) 5 (45.5)

Pl, pattern of invasion; PNI, perineural invasion; LVI, lymphovascular invasion; P, P value. Fisher's exact
test. Statistical significance: P<0,05 (highlighted in bold).
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Table 5: Median (interquartile range) of positive CD66b/mm?2, CD8/mm?, and neutrophil-lymphocyte
ratio (NLR) according to histopathological features.

PI PNI LVI
Cohesive Non-cohesive Dispersed No Yes No Yes

CD66b IF  6.76 (38.39) 75.55 (281.43)° 20.88 (68.82)% 24,81 (6579) 4567 (243,75) 26,21 (109,17) 48,23 (152,34)

P 0.049 0.261 0.437

CD66b TC  81.32(0.00) 72.49 (168.18) 12.37 (55.10) 52,61 (95,89) 8,62 (105,64) 40,27 (79,86) 45,34 (156,04)

P 0.38 0.572 0.754

CD66b WT  6.76 (35.49) 47.45(120.90) 21.85 (52.02) 29,98 (46,12) 22,00 (119,82) 23,84 (47,93) 47,07 (125,37)

P 0.245 0.359 0,386

CDS8 IF (18864.6729) 250.72 (374.81) 315.20 (226.84) 212,28 (311,54) 385,81 (360,06) 239,77 (256,51) 478,89 (327,19)

P 0.78 0.338 0.121

CD8TC  160.37 (0.00) 157.52 (412.69) 167.86 (284.14) 126,58 (291,14) 214,41 (395,28) 121,31 (299,95) 218,10 (575,03)

P 0.946 0.687 0.475

CD8 WT (12‘1‘:32) 133.65 (273.91) 256.19 (268.82) 146,47 (211,57) 275,71 (835,02) 154,95 (248,47) 323,14 (555,80)

P 0.513 0.279 0.237

NLR IF 0.04(0.21)  0.26 (1.79) 0.08 (0.09) 0,15 (0,26) 0,13 (0,68) 0,17 (0,37) 0,09 (0,41)

P 0.112 0.555 0.982

NLR TC 0.44 (0.00)  1.02(2.21) 0.05 (0.26) 0,43 (1,76) 0,06 (0,57) 0,41 (0,83) 0,04 (1,05)

P 0.263 0.403 0.588

NLR WT 0.04(0.3)  0.39(1.64) 0.09 (0.1) 0,15 (0,42) 0,09 (0,52) 0,12 (0,52) 0,04 (0,44)
0.080 1.000 0.877

Pl, pattern of invasion; PNI, perineural invasion; LVI, lymphovascular invasion; IF, invasive front; TC, tumor center; WT,
whole tumor; NLR, neutrophil-lymphocyte ratio. Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3 groups).
Statistical significance set at P<0,05 (highlighted in bold). Superscript different letters indicate statistical difference between

groups.
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Supplementary material
Semi-automated count of immunohistochemical markers

One examinator blinded to the clinical features performed the
semi-automated count, after an initial calibration (intra-observer
agreement: 0.98 [CD66b] and 0.979 [CD8]). The agreement between
manual and semi-automated methods was tested on 208 randomly
chosen 1mm? fields from 46 oral squamous cell carcinoma samples. The

agreement was considered excellent.

Table: Agreement between manual and semi-automated

methods.

CcD66B CcD8
Intraclass correlation coefficient 0.96 0.99
Sperman’s correlation coefficient 0.97 0.98
Average of differences 1.37 -1.25
Standard deviation 39.74 40.62
Upper limit 79.27 78.37
Lower limit -76.53 -80.86

Workflow

The workflow for the semi-automated analysis was as follows:

a) Creation of an annotation around each tumoral region of analysis:
invasive front, tumor center, and whole tumor (invasive front + tumor
center).

b) “Estimate stain vectors” command to improve stain separation.

c) “‘Analyze - Cell detection - Fast cell count”.

d) The parameters for the semi-automated count for each
immunohistochemical marker were:

CD8: // Detect positive (and negative) cells by counting smoothed peaks with
'Fast cell counts (brightfield)' command; selectAnnotations(); runPlugin
('qupath.opencv.CellCountsCV', ‘'{"stainChannel": "Hematoxylin +
DAB", "gaussianSigmaMicrons": 2.0, "backgroundRadiusMicrons":
15.0, "doDoG": false, "threshold": 0.15, "thresholdDAB": 0.25,
"detectionDiameter": 25.0}").

CD66B : // Detect positive (and negative) cells by counting smoothed peaks
with 'Fast cell counts (brightfield)' command; selectAnnotations();
runPlugin(‘qupath.opencv.CellCountsCV"', {"stainChannel":
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"Hematoxylin + DAB", "gaussianSigmaMicrons™: 2.0,
"backgroundRadiusMicrons": 15.0, "doDoG": false, "threshold": 0.15,
"thresholdDAB": 0.6, "detectionDiameter": 25.0}").

e) The program provides the number of positive cells per mm?2
automatically for each annotation in the image.

f) One examinator performed each step individually to every case of
the sample.

Results from the “fast cell count” to detect CD8 positive cell. The blue
annotation delimits the tumor center, and the yellow annotation delimits the
invasive front. The whole tumor is the sum of the two regions.

Results from the “fast cell count” to detect CD8 positive cell. Red dots
correspond to positive cells and blue dots correspond to negative cells.
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Effect size calculation "-3:

a) Effect size Mann-Whitney’s test (r):

r=z/n

*z: provided by SPPS after Mann-Whitney’s test
n: group size

Formula for z:

U — % -0,5
z¥ =
Jnl X Ny ><—(n1 +1nzz +1)

Values of r and effect size conclusion:

<0,1: Irrisory

<0,3: Small

<0,5: Medium

>0,5: Large

b) Effect size for Student’s T-test (Hedge’s g):
Hedge’s g= Cohen’'sd x (1 —=3/4 x[n1 + n2] -9)

Cohen’s d= (Median group 1 / Median group 2) / combined standard
deviation

*n: sample size of the group

Hedge’s g values and effect size conclusion:
<0,1: Null

<0,2: Very small

<0,5: Small

<0,8 Medium

<1,2: Large
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>1,2: Very large

References:
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2014;3:11.1T. 13.11.
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Supplementary tables

Table 1S: Case by case comparison between depth of
invasion (DOI) and tumor thickness (TT).

DOI TT DOI-TT
6.6 5.15 1.45
6.63 6.58 0.05
0.4 0.60 -0.20
2.94 3.12 -0.18
6.4 6.58 -0.18
0.358 0.93 -0.57
8.6 9.20 -0.60
12.01 12.62 -0.61
7.99 8.98 -0.99
5.07 6.02 -0.95
0.4 1.90 -1.50
6.82 8.58 -1.76
12.4 12.70 -0.30
6.79 7.40 -0.61
3.48 4.00 -0.52
6.57 8.16 -1.59
13.32 14.31 -0.99
9.7 9.52 0.18
1.33 1.48 -0.15
1.74 212 -0.38
2.56 5.96 -3.40
5.7 5.80 -0.10
6.45 7.90 -1.45

DOI, depth of invasion; TT, tumor thickness.
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Table 2S: Correlation between depth of invasion (DOI), tumor
thickness (TT), tumor-stroma ratio (TSR), and tumor budding

(TB).
DOI TT TSR

Pearson’s coefficient 1 971" .342
DOl

P value .000 .130

Pearson’s coefficient 971" 1 .073
TT

P value .000 711

Pearson’s coefficient 342 .073 1
TSR

P value 1130 711

Spearman’s 314 407 -.184
B coefficient

P value .145 .023 .348

DOI, depth of invasion; TT, tumor thickness, TSR, tumor-stroma ratio; TB,
tumor budding. Statistical difference set at P<0,05. Bold letters indicates
statistical differences.

Table 3S: Descriptive measures of the number of positive CD66b, CD8
and neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), according to tumoral regions.

25 percentile Median 75 percentile 90 percentile

CD66b Invasive front 10.46 34.89 119.49 360.47
CD66b Tumor center 6.85 40.27 107.76 340.78
CD66b Whole tumor 6.76 23.84 72.04 350.61
CD8 Invasive front 135.08 287.36 491.84 741.71
CD8 Tumor center 57.11 160.37 361.78 838.78
CD8 Whole tumor 105.87 194.10 370.58 920.31
NLR Invasive front 0.04 0.13 0.40 2.16
NLR Tumor center 0.04 0.16 1.26 2.57
NLR Whole tumor 0.05 0.12 0.56 2.08

NLR, neutrophil to lymphocyte ratio.
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Table 4S: Median (interquartile range) of the positive CD66b/mm? for each
tumoral region, according to clinical features.

IF TC WT
Median (IQR) P Median (IQR) P Median (IQR) P
Age <60 38.45(94.14) 0.984 20.31(126.80) 0.851 21.85(52.09) 0.594
>60 26.21 (132.26) 47.15 (105.25) 36.12 (99.78)
Sex Male 38.45(106.74) 0.908 40.27 (105.64) 0.926 23.05(70.37) 0.872
Female 26.21 (294.14) 27.24 (263.98) 36.12 (65.73)
Smoking No 156.83 (562.31) 0.842 7.34 (762.97) 0.969 33.53 (432.16) 0.932
Yes 34.89 (107.03) 43.71 (99.29) 23.84 (65.14)
Drinking No 4559 (382.60) 0.813 16.11(406.85) 1.000 34.66 (180.00) 0.896
Yes 42.00 (108.23) 57.42 (110.12) 23.84 (78.18)
Site Tongue+tFOM 42 (107.03) 0.983 32.39(85.09) 0.934 23.84(53.59) 1.000
Other 30.55 (109.17) 47.15 (107.45) 29.19 (121.05)
- T1/T2 22.59(121.83) 0.277 40.27 (115.50) 0.804 23.05(89.23) 0.801
T3/T4 40.07 (260.13) 16.11 (73.76) 29.10 (31.20)
N N- 21.20 (91.47) 0.447 23.92(78.41) 0.444 22.73(45.53) 0.621
N+ 33.56 (161.60) 24.51 (167.39) 22.09 (153.97)
Stage I 13.63(92.02) 0.057 7.04(84.26) 0.310 8.58(51.41) 0.329
/v 45.26 (153.73) 35.83 (108.81) 36.12 (76.92)
Well 26.21 (77.40) 0.545 47.15(425.29) 0.372 23.84 (78.27) 0.619
HG Moderate 45.26 (224.69) 24.51 (102.00) 38.03 (78.18)
Poor 34.89 (45.97) 16.11 (56.76) 18.42 (46.38)
No 33.56 (45.97) 0.201 12.37 (67.91) 0.064 21.61(47.79) 0.201
Outcome
Yes 75.55 (240.77) 103.23 (227.98) 41.01 (107.10)

IF, invasive front; TC, tumor center; WT, whole tumor; IQR, interquartile range; P, P

value; FOM,

floor of the mouth; T,

tumor size; N,

lymph node

involvement;

Histopathological grade. Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3
groups). Statistical significance: P<0,05.
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Table 5S: Median (interquartile range) of the positive CD8/mm? for each
tumoral region, according to clinical features.
IF TC WT
Median (IQR) P Median (IQR) P Median (IQR) P
Age <60 263.60 (306.39) 0.312 140.09 (203.76) 0.317 174.52 (253.54) 0.352
>60 287.36 (477.99) 286.89 (485.71) 297.96 (705.83)
Sox Male 246.33 (347.56) 0.253 160.37 (290.71) 0.877 174.52(284.81) 0.800
Female 374.75 (393.22) 222.72 (413.86) 297.96 (424.49)
Smoking No 476.13 (785.04) 0.214 352.65(749.57) 0.783 440.08 (643.25) 0.441
Yes 252.89 (336.33) 140.84 (290.97) 154.95 (198.43)
Drinking No 439.74 (573.17) 0.356 343.41(539.35) 1.000 349.31(569.23) 0.694
Yes 252.89 (330.86) 140.84 (260.07) 154.95 (176.67)
Site Tongue+FOM 252.89 (246.46) 0.884 106.30 (230.11) 0.229 154.95 (200.42) 0.693
Other 354.59 (378.90) 286.89 (249.59) 298.04 (264.71)
T T1/T2 212.03 (320.05) 0.202 77.09 (276.70) 0.065 143.96 (298.87) 0.170
T3/T4 364.39 (291.08) 343.41 (592.02) 286.84 (525.38)
\ N- 270.13 (265.95) 0.336 191.08 (325.28) 0.444 215.38 (274.63) 0.272
N+ 117.02 (661.97) 61.52 (442.43) 56.98 (508.83)
Stage 1 270.16 (391.64) 0.357 221.78(395.28) 0.717 248.77 (393.77) 0.357
117\ 184.79 (256.12) 140.09 (279.56) 154.95 (233.54)
Well 252.89 (235.87) 0.447 119.81(298.67) 0.435 236.67 (186.71) 0.559
HG Moderate 342.96 (369.58) 214.41 (436.08) 194.10 (704.95)
Poor 129.61 (442.48) 37.01(319.88) 54.13 (326.85)
Outcome No 239.77 (286.77) 0.416 140.09 (294.29) 0.270 194.10 (56.98) 0.574
Yes 380.44 (369.58) 286.89 (355.20) 218.89 (424.49)

IF, invasive front; TC, tumor center; WT, whole tumor; IQR, interquartile range; P, P value;
FOM, floor of the mouth; T, tumor size; N, lymph node involvement; Histopathological grade.
Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3 groups). Statistical significance:

P<0,05.
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Table 6S: Median (interquartile range) of the neutrophil-lymphocyte ratio
for each tumoral region, according to clinical features.

IF TC WT

Median (IQR) P  Median (IQR) P  Median (IQR) P

0.18(0.27) 0570 025(1.63) 0.940 0.20(0.40) 0.710

<60
Age

>60 0.08 (1.21) 0.16 (0.85) 0.07 (0.85)

0.15(0.33) 0.560 0.16(0.57) 0.830 0.11(0.35) 0.950

Sex Male

Female 0.07 (1.90) 0.89 (1.82) 0.12 (1.70)

No 0.96 (2.11) 0.842 1.63(2.03) 0.783 0.86(2.05) 0.887
Smoking

Yes 0.13 (0.26) 0.15 (0.64) 0.12 (0.36)

No 0.23(1.97) 0.937 1.63(2.28) 0.538 0.49(1.82) 1.000
Drinking

Yes 0.13 (0.26) 0.27 (0.64) 0.12 (0.37)
Ste Tongue+FOM 0.13(0.26) 0.950 0.43(1.167) 0.357 0.18(0.52) 0.819

Other 0.12 (0.70) 0.15 (0.34) 0.09 (0.36)
; T1/T2 0.14 (0.76) 0.836 0.41(1.80) 0.288 0.11(0.97) 0.836

T3/T4 0.11 (0.19) 0.06 (0.34) 0.11 (0.27)

N- 0.08 (0.23) 0.243 0.14(0.46) 0.559 0.10(0.26) 0.243
N

N+ 0.24 (2.37) 0.41 (3.71) 0.36 (2.94)

Uil 0.06 (0.25) 0.136 0.13(0.58) 0.545 0.06(0.25) 0.108
Stage

my 0.22 (1.17) 0.28 (1.98) 0.27 (1.38)

Well 0.08 (1.08) 0.849 0.46(1.99) 0.509 0.12(0.98) 0.952
HG

Moderate 0.18 (0.39) 0.16 (0.72) 0.12 (0.52)

Poor 0.17 (0.33) 0.05 (2.55) 0.10 (0.89)

No 0.10 (0.26) 0.633 0.09(0.04) 0.244 0.09(0.31) 0.416
Outcome

Yes 0.18 (0.34) 0.61 (0.16) 0.23 (0.07)

IF, invasive front; TC, tumor center; WT, whole tumor; IQR, interquartile range; P, P
value; FOM, floor of the mouth; T, tumor size; N, lymph node involvement;
Histopathological grade. Mann-Whitney’s test (2 groups) and Kruskal-Wallis’ test (3
groups). Statistical significance: P<0,05.
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Table 7S: Spearman’s correlation coefficient between immunohistochemical and
histopathological features.

CD66b cD8 NLR
IF TC WT IF TC WT IF TC WT
Spearman's 1.000 .737" .894" -113 .084 -078 .848" 647" .803"

cDe6 IF  coefficient
P value 000 .000 547 690 .676  .000  .000  .000
Spearman’s 737" 1.000 .898” -068 241 142 607" .723" .685"

cDe6 TC coefficient
P value .000 000 748 246 497  .001 .000  .000

Spearman's

CD66 WT coefficient .894” 898" 1.000 -.051 155 .013 783"  .736" .811"

P value .000  .000 786 458 947  .000 .000  .000

Spearman’s -113  -068 -051 1.000 .796" .869” -543" -538" -537"
CD8 IF coefficient

P value 547 748 786 000 .000 .002 .005 .002

Spearman's 084 241 155 796" 1.000 .921" -375 -442" -400°
cD8 TCc  coefficient

P value 690 246 458  .000 000 .064  .027  .048

Spearman's -078 142 013  .869" .921" 1.000 -484" -474 -513"
cpDs WT  coefficient

P value 676 497 947  .000  .000 006 .017  .003

Spearman's 848" 607" .783" -543" -375 -484" 1000 .786" .957"
NLR IF coefficient

P value 000 .001 .000 .002 .064 .006 .000  .000

Spearman’s 647" 723" 736" -538" -442° -474 786" 1.000 .906"
NLR TC  coefficient

P value 000 .000 .000 .005 .027 .017  .000 .000

Spearman's

NLRWT coefficient .803" .685" .811" -537" -400° -513" .957" .906" 1.000

P value 000 .000 .000 .002 .048 .003 .000 .000

Spearman’s 113 005 103 293 007 .019  .004 .086 .014
TSR coefficient

P value 568 980 601  .131 975 924 982  .682  .944

Spearman's 230 -454° 035 129 044 083 078 -493 -026
TB coefficient

P value 213 023 851 488 833 659 678 .012  .891

Spearman's 267 079 282 -013 -148 -166 295 170  .333
DOI coefficient

P value 217 754 192 952 559 449 172 499 121

Spearman's 386 116  .345 107  .093  .048 339 071  .313
T coefficient

P value 032 580 .057 568 658 .799 062 .735  .086

IF, invasive front; TC, tumor center; WT, whole tumor; TSR, tumor-stroma ratio; TB, tumor budding;
DOI, depth of invasion; TT, tumor thickness. Statistical difference set at P<0,05; Bold letters indicate
statistical differences.
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Table 8S: Results of the Kaplan-Meyer analysis for disease-free survival. Time until
event (days), 95% confidence intervals, and P values.

DFS Number of events Time 95% confidence interval P
Surgery 7 1433.193 794.870 2071.516 0.060
Treatment
Surgery + RQT 3 2351.353 1832.750 2869.956
Age <60 4 2133.172 1527.078 2739.267 0.137
>60 6 1449.167 745.846 2152.488
Male 7 1967.078 1434.974 2499.182 0.464
Sex Female 3 1376.333 521.996 2230.671
Smoking No 2 1242.750 328.110 2157.390 0.496
Yes 8 1960.070 1460.658 2459.482
Drinking No 2 1476.667 697.101 2256.232 0.928
Yes 8 1852.175 1314.076 2390.274
Site Tongue+FOM 7 1480.464 1077.454 1883.474 0.848
Other 3 2054.000 1309.714 2798.286
T 12 8 1679.969 1133.140 2226.799 0.203
34 1 2532.250 1940.516 3123.984
N No 7 -* - - 0.142
Yes 0 - - -
I 6 1671.186 1041.159 2301.213 0.175
Stage /v 1 2202.778 1757.022 2648.534
Well 3 - - - 0.695
HG Moderate 7 - - -
Poor 0 - - -
Cohesive 1 2251.800 1394.195 3109.405 0.629
PI Non-cohesive 6 1651.707 979.330 2324.084
Dispersed 3 1718.424 1029.721 2407.127
Cohesive 1 2251.800 1394.195 3109.405 0.408
Pl ';l:r?ésive dispersed 9 1781.287 1246.146 2316.428
. No 8 1695.964 1158.901 2233.027 0.353
Yes 2 2197.091 1377.349 3016.832
LV No 9 1722.550 1222.029 2223.071 0.312
Yes 1 2491.000 1830.483 3151.517
TSR <50% 3 1883.875 1014.827 2752.923 0.971
>50% 7 1597.558 1120.078 2075.039
B <5 0 - - - 0.126
>5 10 - - -
<5 mm 4 1372.250 539.504 2204.996 0.562
DOI 5-9 mm 3 1791.705 1182.197 2401.212
210 mm 1 1060.000 367.056 1752.944
<5 mm 5 1445.725 689.166 2202.284 0.371
TT 5-9 mm 3 1883.993 1343.841 2424145
210 mm 2 1984.571 991.677 2977.465
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Continuation

DFS Number of events Time 95% confidence interval P

<34,89 4 2033.000 1453.822 2612.178 0.354
CD66b IF

>34,89 6 1560.972 784.729 2337.214

<40,27 1 2005.833 1701.367 2310.300 0.048
CD66b TC

>40,27 5 1664.252 876.793 2451.711

<23,84 3 2200.149 1684.149 2716.149 0.093
CD66b WT

>23,84 7 1633.419 954.895 2311.943
D8 IF >287,36 4 1879.667 1206.333 2553.000 0.852

<287,36 6 1860.679 1241.380 2479.977

>160,37 3 1281.273 879.427 1683.118 0.800
CD8TC

<160,37 4 1980.069 1294.878 2665.260

>194,09 5 1586.780 855.540 2318.020 0.597
CD8 WT

<194,09 5 1964.257 1337.831 2590.684
NLR IF <0,13 4 2059.857 1500.019 2619.695 0.341

>0,13 6 1655.373 939.969 2370.777

<0,16 1 2229.167 1844.781 2613.552 0.050
NLR TC

>0,16 5 1669.502 885.057 2453.947

<0,12 4 2179.228 1625.275 2733.181 0.285
NLR WT

>0,12 6 1763.201 1090.499 2435.902

DFS, disease-free survival; RQT, radio-chemotherapy; FOM, floor of the mouth; T, tumor size; N, lymph
node involvement; HG, histopathological grade; PI, pattern of invasion; PNI, perineural invasion; LVI,
lymphovascular invasion; TSR, tumor-stroma ratio; TB, tumor budding; DOI, depth of invasion; TT,
tumor thickness, IF, invasive front; TC, tumor center; WT, whole tumor. Statistical difference set at

P<0,05. Bold letters indicate statistical differences. *- time until event could not be calculated.
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Supplementary figures

\

Figure 1S: Method to calculate depth of invasion (DOI- red line) and
tumor thickness (TT- yellow line). DOI was calculated from the nearest
healthy basal membrane to the deepest point of tumor invasion. TT was
calculated from the highest point of the tumor surface to the deepest
point of tumor invasion. A) An endophytic tumor wherein DOI is greater
than TT. B) Exophytic tumor wherein DOI is smaller than TT.
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Figure 2S: Pattern of invasion cohesive, characterized by broad sheets of cancer cells and/or
tumor nests with more than 15 cells across. A) Cytokeratin-immunostained slide. B)
Hematoxylin and eosin-stained slide.



3S: (A) Pattern of invasion non-cohesive, characterized by narrow strands
or small groups with less than 15 tumor cells, or single infiltrating tumor
cells; Amplification of the yellow square region showed in (B) hematoxylin
and eosin-stained image and (C) Cytokeratin-immunostained image. (D)
Pattern of invasion dispersed, characterized by individual cells infiltrating at
1mm from the main tumor; Amplification of the yellow square region
showed in (E) hematoxylin and eosin-stained image and (F) Cytokeratin-

immunostained image.

144
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6.3 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, analisou-se caracteristicas histopatoldgicas
consideradas de alto risco para o prognostico do CEB. Observou-se que
caracteristicas histopatoldgicas indicativas de transicdo epitélio-
mesenquimal exibiram associacdo com caracteristicas de invaséo
tecidual, como invaséo perineural e linfovascular. Além disso, observou-
se que o tamanho e profundidade tumoral foram maiores em tumores

com caracteristicas invasivas.

Observou-se também que neutréfilos no centro do tumor
impactaram de maneira negativa a sobrevida dos pacientes, e que uma
relagédo de alta infiltracdo de neutréfilos com baixa infiltragcdo de linfocitos
T CD8 também impactou de maneira negativa a sobrevida dos
pacientes. Esses resultados sugerem a polarizagdo dos neutrdéfilos
intratumorais para o fendtipo pro-tumoral. Além disso, a alta infiltragcao
de neutrofilos na fronte de invasdo foi mais alta em tumores exibindo
padrdao de invasdo nao coeso, dado que também é sugestivo de

neutrofilos pro-tumorais.
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7 CAPITULO 3

ANALISE DO BROTAMENTO TUMORAL EM RESSECCOES
CIRURGICAS E BIOPSIAS INCISIONAIS DE PACIENTES COM
CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA
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7.1 APRESENTACAO

A pesquisa apresentada nesse capitulo tem por objetivo investigar
a usabilidade de bidpsias incisionais para avaliar critérios
histopatolégicos do carcinoma epidermoide de boca que tenham impacto
sobre o prognostico do paciente. Dentre os critérios histopatoldgicos
mais recentes, destacamos a analise de brotamentos tumorais e da
propor¢ao parénquima/estroma tumoral, sobre os quais ha um
significante volume de pesquisa demonstrando o alto potencial
prognostico dessas variaveis quando analisadas em ressecgdes
cirargicas. Entretanto, ainda ha escassez de pesquisas que suportem a
analise dessas variaveis em bidpsias incisionais. Os resultados obtidos
por essa pesquisa sdo apresentados em formato de artigo cientifico
formatado conforme as normas da revista Histopathology, as quais

foram acessadas em novembro de 2022.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate tumor budding (TB), tumor/stroma
ratio (TSR), and tumor thickness (TT) in resections and matched biopsies
of oral squamous cell carcinoma (OSCC). A retrospective cohort of 61
cases of OSCC was selected. Cytokeratin-immunostained slides were
used to assess TB, TSR, and TT. Agreement between resections and
matched biopsies was verified by the intraclass correlation coefficient,
Bland-Altman graph, and Cohen’s kappa coefficient. Kaplan-Meyer
survival curves were plotted to test the impact of clinical and
histopathological features on patient’s overall survival (OS) and disease-
free survival (DFS). In resections, TB was higher in tumors with worse
grade of differentiation, and TT was greater in high TB tumors. In
biopsies, tumors from alive patients exhibited lower stromal proportion
than tumors of patients that died; and TT and TB were positively
correlated. Overall, the agreement between resections and matched
biopsies was poor for all variables. Histopathological features were
underestimated in biopsies, as resections exhibited higher TB count (+14
buds), greater TT (+6.63mm), and lower TSR (-0.78) in comparison to
matched biopsies. OS was worse in T3/T4 tumors compared to T1/T2
tumors. In conclusion, biopsies tended to underestimate histopathological
features. However, biopsies were accurate to detect high TB, high TT,
and low TSR, which are high risk characteristics. In these cases, biopsies

could be useful to complement clinical staging and treatment.

Keywords: Squamous Cell Carcinoma of Head and Neck; oral
squamous cell carcinoma; tumor budding; tumor-stroma ratio; tumor

thickness.
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INTRODUCTION

Lip and oral cavity cancer accounted for over 370.000 new cases
and 170.000 deaths in 2020, which corresponds to approximately 2% of
the world cancer burden '. Overall survival (OS) and disease-specific
survival (DSS) rates are approximately 60%, and about 40% of patients
develop recurrence in the first two years after diagnosis 2. Clinical
factors, such as lymph node metastasis (LNM) at diagnosis, tumor size
(T), and clinical stage are the main independent risk factors for survival in

such patients 24,

The American Joint Committee on Cancer/Union for International
Cancer Control (AJCC/UICC) has changed the staging system of OSCC
in the 8th edition of its staging manual. At this last TNM staging, two
histopathological features were included, depth of invasion (DOI) and
extracapsular spread/extranodal extension, as parameters to grade T
and N stages °8. Indeed, histopathological characteristics are associated
with tumor behavior, and many have an impact on overall and
recurrence-free survival in oral squamous cell carcinoma (OSCC)
patients 719, However, the World Health Organization (WHO)
histopathologic grading system remains differentiation-based . A
recently revised grading system combining histopathological features
with tumor budding was able to independently predict poor OS and
disease-free survival (DFS) better than the WHO system. Surprisingly, it
was noted that even well-differentiated tumors presented tumor buds and

were, therefore, upgraded into worse histopathological grades 2.

Tumor budding (TB) is defined as single cells or a group of 4 or
less cells at the invasive front of solid tumors '3, which undergoes
phenotypic changes to increase cell invasiveness and tumor
aggressiveness 4. TB was first described in colorectal cancer, and in
2016 the first recommendations for TB reporting in solid tumors were
published '3. In OSCC, these recommendations were validated ', and
TB has been demonstrated as a good independent prognosticator for
survival 8101617 Although the invasive front is standard for TB
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assessment, TB analysis in preoperative biopsies has been associated
with N stage and survival 822, However, the agreement between
biopsies and matched surgical resections is controversial to support its

clinical use for TB assessment 1922,

To improve its clinical performance, scores combining TB with
other histopathological features, such as tumor thickness (TT) 23 and
tumor-stroma ratio (TSR) 24, have been proposed. The BD score,
combining TB and TT, is considered an independent risk factor for
survival ' and can be assessed in both resected tumors and
preoperative biopsies 2. Similarly, TSR assessment is considered fast,
simple, and feasibly performed in hematoxylin and eosin-stained slides
25 In OSCC, TSR has been considered a good prognosticator for

survival, combined or not with TB grade 82627,

The aim of this study was to examine TB, TT, and TSR in OSCC.
Furthermore, we verified the agreement between resections and
matched biopsies, and the impact of these histopathological parameters

on patient’s outcome, individually and combined as a score.
METHODOLOGY
Study population

The present study analyzed a sample of 61 patients from a
retrospective cohort of 171 patients with OSCC diagnosed at the Federal
University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil, between 2013-2018.
Inclusion criteria were primary OSCC, no preoperative chemo-radio
therapy, and availability of tissue samples. Exclusion criteria were
recurrent or secondary OSCC. One examiner retrieved from clinical files:
age, sex, smoking/drinking habits, site, TNM, histopathological grade,

follow-up information, and treatment modality.

Follow-up data from 46 patients were collected in June 2020 and
the last up-date was December 2021. Mean follow-up time was 27.81

months (range 1-95). Clinical endpoints were OS and DFS, defined as
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the time from the date of diagnosis to the date of death (OS), recurrence
(DFS), or the date of last follow up.

This study was approved by the institutional ethical committee
review board (number 17674419.9.0000.0121). Patients’ identity
remained anonymous through-out the study, in accordance with the

Declaration of Helsinki.
Histopathological evaluation

Among the 61 cases included, 31 samples were obtained from
surgical resections, of which 14 had matched preoperative biopsies; and
30 samples were obtained from diagnostic biopsies. When multiple
blocks were available, the block containing the most invasive part of the
tumor was chosen. Immunohistochemistry was performed with an anti-
cytokeratin antibody (1:50; clone AE1/AE3 - Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) by means of the labelled polymer method
(EnVision Dual Link System-HRP, Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA) (Supplementary material). Glass slides were scanned on Axio
Scan.Z1 (Carl Zeiss Microscopy) at 40x (0.11 um/pixel), and the images
were imported to the open-source software QuPath (v.0.3.2). Pre-
processing was applied to estimate stain vectors of the image and
normalize hematoxylin and 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) stains. In
resections, an annotation was drawn using the polygon tool around the
whole tumor limited to its borders. Then, the invasive front was

determined by expanding the tumor borders by 1mm (Figure 1A) %,

For TB, the whole sample was scanned and one area containing
the highest count of tumor buds (hotspot) was selected. In resections, the
hotspot was located within the invasive front. Using the rectangle tool, an
area of 0.785 mm? was drawn '3, the buds were manually marked using
the points tool, and the total count of buds was automatically informed by
the program (Figure 1A and B). Two observers, a PhD student (AFPM)
and an experienced pathologist (ERCR), counted the buds from 15
randomly selected cases and recounted it 21 days later (interobserver

agreement 0.966). Next, one observer (AFPM) performed the TB count
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on the remaining sample (intra-observer agreement 0.932). TB was
defined as a single cell or a cell cluster of up to 4 tumor cells 3.
Subsequently, patients were grouped using a two-tier system (low
budding <5; high budding 25) and a three-tier system (low budding <5;
intermediate budding 5-9; high budding 210) 2° 13,

The whole tumor was used to calculate tumor/stroma ratio (TSR)
in resections (Figure 1C), whereas in preoperative biopsies an area of
1mm? containing the highest TSR was selected (Figure 1D). The tutorial
for measuring areas is publicly available on Qupath website

(https://qupath.readthedocs.io/en/latest/index.html) and served as a

guide to calculate TSR (Supplementary material). The tumor
percentage was divided by the stromal percentage, and a TSR above 1
indicated tumor tissue predominance (low stroma), while TSR below 1

indicated a stromal tissue predominance (high stroma) 2°.

In resections and biopsies, tumor thickness (TT) was measured
from the tumor surface to the tumor’s deepest part and categorized as

low <4 and high 24mm 23,
According to the BD score, samples were classified as follows 23

- Low risk: TB <5 buds AND TT <4 mm;
- Intermediate risk: TB =5 buds OR TT 24 mm;
- High risk: TB =25 buds AND TT 24 mm.

According to the TSR-TB score, samples were classified as follows 27:

- Low risk: TSR<1 AND TB<5 buds;
- Intermediate risk: TSR=1 OR TB =5 buds;
- High risk: both TSR=1 AND TB 25 buds.

Statistical analysis

Shapiro-Wilk’s test was used to test the normality of quantitative
variables. Non-parametric tests, Mann-Whitney (two groups) and
Kruskal-Wallis test (three groups), were selected and variables were

described with median and interquartile range (IQR) . The correlation
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between quantitative variables was tested with Spearman's coefficient
test. Chi-square test and Fisher exact test were used to analyze
associations between categorical variables. Kaplan-Meyer survival
curves were plotted and comparison between groups was performed
using the log-rank test. For continuous variables, agreement between
resections and matched biopsies was tested with the intraclass
correlation coefficient (ICC) and Bland-Altman graph, for which the
average of differences and upper/lower limits of agreement were
calculated. After categorization, agreement was measured with the
Cohen's Kappa test, sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), and negative predictive value (NPV). A P <0.05 was set for

statistical significance.
RESULTS

The clinicopathological characteristics of the population according
to the type of sample are presented in supplementary table 1S.
Resective surgery was performed on 35 patients, combined or not with
post-operative radiochemotherapy (RQT), and 26 patients were treated

with RQT alone (Supplementary Table 1S).

Overall, advanced clinical stage was more frequent in biopsies
(96%) than in resections (41.7%). Resections exhibited higher TB
(median: 18; IQR: 25 vs median: 4; IQR: 19; P=0.005), higher TT
(median: 7.26, IQR: 7.66 vs median: 4.11; IQR: 1.22; P=0.000); and
lower TSR than biopsies (median: 0.65; IQR: 0.55 vs median: 1.13; IQR:
1.75; P=0.007). Histopathological features of the whole sample are
described in tables 2S and 3S (Supplementary material).

Resections

Moderate (P=0.037) and poor-differentiated (P=0.004) tumors
exhibited higher TB than well-differentiated tumors (Table 1A). TT was
higher in T3/T4 tumors than in T1/T2 tumors (P=0.049) (Table 1A), and
in high TB than in low TB (tree-tier system: P=0.003; two-tier system
P=0.002 - Table 2A). There was no correlation between TB, TSR, and
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TT (Supplementary material - Table 4S). As categorical variables, there
was no association between the histopathological features and clinical

parameters (Supplementary material - Table 5S).
Biopsies

Patients that died exhibited a TSR lower than 1 (high stroma),
while patients alive had a TSR above 1 (low stroma) (P=0.007; Table
1B). TT was higher in female patients than it was in male patients
(P=0.042; Table 1B). According to Spearman’s coefficient test, TT and
TB were positively correlated (r=0.388; P=0.034 - Supplementary
material - Table 4S).

Agreement between resection and matched biopsies

The agreement between resections and matched biopsies are

presented in table 6S (supplementary material).

As quantitative variables, resections exhibited higher TB count
(+14 buds), higher TT (+6.63 mm), and lower TSR (-0.78) than did
matched biopsies (Table 3). For all variables, the bias between
resections and biopsies increased when the mean measurements

become higher (Figure 2A-C).

As categorical variables, the agreement between resections and
biopsies were 64.28% (TB tree-tier), 78.57% (TB two-tier); 53.84%
(TSR), and 30.76% (TT).

Survival

On the Kaplan-Meyer analysis, clinical variables T, N, and clinical
stage were dichotomized. For the whole sample, OS was significantly
better for T1/T2 than for T3/T4 (P=0.049), and DFS was better for
patients bellow 60 years (Figure 3A and B). TB, TSR, and TT were not

associated with survival (Supplementary material Table 7S).

DISCUSSION
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In this study, TB in resection samples was higher in poor and
moderately differentiated tumors than it was in well differentiated ones,
which agrees with previous studies 2°3'. However, there was no
association between TB and survival time, which is in contrast with
previous works, on which high TB was an independent prognosticator for
worse OS 14293233 disease-specific survival 2/, DFS 273233  regional
recurrence 34, and late LNM 35 Other clinical and histopathological
features frequently associated with TB in the literature are TT 193336
tumor size 192936 | NM at diagnosis 9-29.30:33.35-37 - extranodal extension

19 late LNM 38, pattern of invasion 303338 and clinical stage %°.

In preoperative biopsies, TB assessment is reported for several
tumors, and it is frequently associated with LNM 3°. In OSCC, biopsy TB
has been linked with the number of metastatic lymph nodes '°, LNM at
diagnosis 182021 TT 21 clinical stage 2!, mode of invasion #°, histological
grade '8, and worse survival outcomes 820 In our biopsy samples, there
wasn’t an association between TB and clinical parameters. However, we
noted that TB was significantly higher in resected tumors than it was in
preoperative biopsies, which is in accordance with previous reports 2".22,
Since biopsies often don’t include the tumor’s invasive margin, especially
in extensive lesions, it is expected that the TB count would be lower in
biopsies in comparison to resections. This is specifically important for
inoperable tumors, where TB can only be assessed on the diagnostic
biopsy. A previous study demonstrated that in biopsies a cutoff of 3 buds
could be more sensitive to predict LNM '8, Therefore, a lower cutoff point
would be an alternative to reduce false low TB cases (false negatives), in

which neck dissections would not be recommended.

In the present work, the agreement between resections and
matched biopsies using TB as a quantitative variable showed a poor ICC
(0.062). Resections presented higher TB than the matched biopsy, and
the bias between samples became higher as the mean TB count
increased, which indicates that high biopsy TB could be even higher in
the resected tumor. As a categorical variable, TB agreement rate was

similar from previous studies'®2'22 nonetheless, Cohen’s kappa was
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poor for both the two-tier and three-tier systems. Further analysis
demonstrated that sensitivity (83%) and PPV (90%) were high, whereas
specificity (50%) and NPV (33%) were low, suggesting that biopsies are

better to predict high than low TB in resections.

In comparison with previous studies, our results showed slightly
higher sensitivity and considerably lower specificity 9222 probably
because there were few cases graded as low TB in the present sample.
Furthermore, differences across studies could be due to different areas
of analysis '3, different cutoff values for high TB (3 buds?°, 5 buds 2'22,
10 buds '°), biopsy quality and inclusion of tumor borders 929, and the

use of H&E 192122 or CK immunostained slides?°.

Overall, biopsies tended to underestimate TT in comparison to the
matched resections. Almangush et al.?? also reported greater TT in
resections than in biopsies. Histological measurement of TT in biopsies is
difficult because in most cases the sample is fragmented, superficial, and
don’t contain the most invasive part of the tumor. Moreover, TT can be
measured in resections from several points, while in biopsies the area is
limited 22. These biopsies’ inherent limitations could be overcome by
clinical alternatives to TT measurement, such as computer tomography,
magnetic resonance imaging, and intraoral ultrasonography, which have

shown good correlations with histopathological TT and depth of invasion
41,42

As for TSR, most of our biopsy samples exhibited TSR above 1
(tumor predominance), while TSR in resections were mostly below 1
(stroma predominance). This was expected, because biopsies are
frequently superficial, which corresponds with a higher proportion of
tumor area. Moreover, we measured TSR in biopsies using the hotspot
method. Thus, measurement of TSR from biopsies may not be accurate
duo to small and fragmented samples, which may not contain the area
with the highest stromal proportion. Furthermore, we calculated TSR with
the aid of CK-immunostained slides to improve the dissociation between

tumor and stromal areas. In this regard, a previous study reported a
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higher agreement than ours for TSR measurement from biopsies in
comparison with matched resections (73%) “3. However, the authors
used H&E-stained digitalized images, which could account for the

difference in agreement in comparison to our study (53% agreement).

The main limitations of this study are the small sample size and
retrospective design, which resulted in loss of important clinical
information, mostly follow-up data, hindering a more powerful statistical
analysis. Therefore, the present remarks should be interpreted with

caution and conclusions are applicable to our sample.

The clinical use of biopsies to assess histopathological features
relies mostly on its ability to predict LNM. From our results, biopsies
tended to underestimate TB, TSR, and TT. Nonetheless, biopsies
performed better at detecting poor histopathological features, in which
instance, TB, TSR, and TT could be considered as additional information

to provide a better treatment plan for OSCC patients.
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FIGURES
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Figure 1: Cytokeratin-immunostained slides to demonstrate (A) Tumoral regions, the
red line indicates the tumor borders; the blue line corresponds to the tumor invasive
front, which was defined as a 1mm wide region centered at the tumor border; the yellow
square corresponds to a 0.785 mm?2 area defined to assess tumor budding, which
appears magnified at (B); (C and D) Pixel classification results from stain separation of
positive DAB and hematoxylin background; tumor area is highlighted in red and stromal

area in green.
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Figure 2: (A, B, C) Bland-Altman plots from the comparison between resections and
biopsy samples of (A) tumor budding (TB); (B) tumor/stroma ratio (TSR); and (C) tumor
thickness; topmost line refers to the upper limit of agreement, the middle line is the
average of differences, and the bottom line refers to the lower limit of agreement; the
dashed line refers to the line of zero. (D) Kaplan-Meyer overall survival curve (OS)
comparing the time until death between T1/T2 and T4/T4 tumors; (D) Kaplan-Meyer
disease-free survival (DFS) curve comparing the time until recurrence among different
categories of tumor budding (TB), in which 0-4 low budding, 5-9 intermediate budding,
and >10 high budding.
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Figure 3: (A) Kaplan-Meyer overall survival curve (OS) comparing the time until death
between T1/T2 and T4/T4 tumors; (B) Kaplan-Meyer disease-free survival (DFS) curve

comparing the time until recurrence among patients <60 and =60 years old.
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TABLES

Table 1: Median (interquartile range) of tumor budding count, tumor thickness, and

tumor/stroma ratio according to clinical parameters.

Resection Biopsy
B T TSR B 1T TSR
Age 39-59 18 (30.25)  5.42(8.76) 0.68(0.52)  3.5(21.5)  4.05(1.43)  1.04 (1.23)
>60 19 (18) 7.63(5.75)  0.61(0.79) 5.5 (17) 4.16 (0.89) 1.9 (2.56)
Sox Male 19.00 (28.75) 6.44 (6.88)  0.68(0.46) 4.00(21.00) 4.01(1.34)  1.66 (2.32)
Female  16.00 (12.00) 76.63 (11.22) 0.43(1.04) 9.00 (16.00) 4.18 (0.62)  0.95 (0.71)
. ) No 16.00 (14.00) 7.53 (6.91) 1.18 (0.95) 39.5 (-)* 4.46 (-)* 0.785 (-)*
History of smoking
Yes 19.00 (27.75) 7.05(8.26)  0.63 (0.57) 4.00 (14.00) 4.08 (1.26)  1.23(2.12)
. No 19.50 (29.50) 8.36 (13.05) 0.56 (0.86)  7.00 (34.00) 4.17 (1.60) 0.62 (0.4)
Alcohol consumption
Yes 18.00 (19.00) 6.83(4.62)  0.76 (0.51)  4.00 (10.00) 4.10 (1.46)  1.23(2.32)
Tongue  18.00(20.00) 6.37 (6.18)  0.47 (0.50) 6.00 (23.75)  3.66 (1.94)  1.31(2.44)
Site FOM 13.50 (27.50) 6.27 (6.02)  0.96 (0.68)  2.00 (34.00)  3.69(1.95)  0.41 (2.30)
Other 23.00 (39.50) 7.60(8.07)  0.61(0.66)  4.00 (8.00) 4.13(0.45)  1.21(1.38)
T T1/T2 17.00 (23.50) 5.97 (4.53) 0.63 (0.56) 9.00(22.75) 4.10 (1.67) 0.93 (2.33)
T3/T4 19.00 (25.00) 12.19(8.63) 0.48 (0.70)  4.00 (19.75) 4.11(1.48)  1.12(1.90)
N N- 13.50 (25.00) 6.84 (6.38) 0.57 (0.48)  9.00(23.00) 4.13(0.16) 0.62 (1.75)
N+ 18.50 (13.75) 7.05 (4.96) 0.37 (0.69) 4.00(17.75)  3.53(1.73) 1.45 (2.36)
Well 8.00 (10.00) 7.26 (11.94) 0.43(0.50) 2.00(7.75)  4.09(1.35)  1.56 (2.83)
HG Moderate 19.50 (24.00) 7.18(4.30)  0.84 (0.70)  8.00 (20.75)  4.13(1.05)  1.12(1.42)
Poor 47.50 (46.25) 10.86 (14.30) 0.39 (0.47) 12.00 (22.00) 3.56 (2.04)  1.36 (1.64)
Stage I 13.00 (25.75) 5.97 (5.40)  0.57 (0.52) 7 () 4.18 (-)* 0.62 (-)*
v 18.00 (13.75) 7.40(8.86)  0.47 (0.58) 4.00 (22.50) 4.05(1.48)  1.22(1.74)
Death No 18.00 (27.75) 7.40(6.73)  0.63 (0.50) 10.00 (24.50) 4.13(1.89)  1.04 (1.57)
Yes 8 (-)* 3(-)* 1.89 (-)* 9.00 (34.00) 4.17 (4.61)  0.22(0.21)
Recurence No 18.00 (27.00) 6.83(6.12)  0.72(0.61)  9.00 (22.00) 4.13(2.22)  0.81(1.19)
Yes 14.00 (28.75) 8.24(8.98)  0.57 (0.46) 22.50 (56.75) 4.20 (2.14)  1.09 (2.28)

FOM, floor of the mouth; HG, histopathological grade; N, lymph node status; N-, negative lymph node; N+,
positive lymph node; T, tumor size; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor thickness. (-)* there
was not sufficient data to calculate interquartile range. Kruskal-Wallis (3 groups- Dunn-Bonferroni post-hoc) and

Mann-Whitney (2 groups) tests. Bold fonts were used for highlight P>0.05.
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Table 2: Median (interquartile range) of A) tumor/stroma ratio and tumor
thickness according to different tumor budding categories; B) tumor
budding count according to different tumor/stroma ratios and tumor
thickness categories.

Resection Biopsy
A TSR TT TSR TT
Low 0.62 (0.55) 5.14 (6.78) 1,75 (2,7) 3,85 (1,73)
TB Intermediate 0.61 (1.04) 5.43 (5.57) 1,14 (1,67) 4,15 (1,53)
High 0.7 (0.62) 7.56 (8.70) 1,04 (1,19) 4,14 (0,82)
- Low 0.62 (0.55) 5.14 (6.78) 1,75 (2,7) 3,85 (1,73)
High 0.64 (0.61) 7.26 (8.40) 1,04 (1,2) 4,14 (0,68)
- Resection Biopsy
TB count
<50% 17.5 (10) 4 (19)
TSR
250% 18 (27) 8 (33)
T <4mm 6.5 (24) 2.5(8)
24 mm 19 (25) 9 (23)

TB; tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor thickness. Kruskal-Wallis (3
groups- Dunn-Bonferroni post-hoc) and Mann-Whitney (2 groups) tests. Bold fonts were
used for highlight P>0.05.
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Table 3: Agreement between resections and matched biopsies

QUANTITATIVE B TSR TT
Average of differences 14.14 -0.78 6.63
Standard deviation 27.32 1.37 4.83
Upper limit of agreement 67.71 1.90 16.10
Lower limit of agreement -39.42 -3.46 -2.84
CATEGORICAL TB TSR TT
Sensitivity 83.0% 58.0% 25.0%
Specificity 50.0% 0.0% 100.0%
PPV 90.9% 87.0% 100.0%
PNV 6428.0% 0.0% 10.0%
Kappa 0.276 -0.147 0.049
ICC 0.062 0.261 0.185

ICC, intraclass correlation coefficient; NPV, negative predictive value; PPV, positive
predictive value; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor thickness.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS
Immunohistochemistry

Tissue samples were fixed in 10% buffered formalin, processed,
and embedded in paraffin. Immunohistochemistry was performed in
three-micrometer sections, mounted on slides coated with 3-
aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Deparaffinized slides were hydrated in decreasing alcohol concentrations
and then immersed in a 6% H202/methanol solution to inhibit
endogenous peroxidase activity. Antigen retrieval was performed with a
40 min water bath on 0.01M citrate buffer (pH 6.0), at 96°C (Merck,
Darmstadt, Hessen, Germany). The blocking of non-specific binding sites
was carried out with 5% skimmed milk diluted in phosphate-buffered
saline solution (PBS) for 40 min, at room temperature. Incubation with
primary antibodies against anti-cytokeratin (1:50; clone AE1/AE3 - Dako
Corporation, Carpinteria, USA) was done at 4° C, overnight.
Immunodetection was performed with the EnVision system (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA) for one hour, at room temperature.
After two rinses with PBS, slides were incubated with diaminobenzidine
(DAB) (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) for three minutes.
Counterstaining was performed with Harris hematoxylin. Negative
controls were included in all reactions by omitting the primary antibody

and replacing it with PBS solution.
Tumor-stroma analysis

The step-by-step tutorial for measuring areas is publicly available

on Qupath’s website (https:/qupath.readthedocs.io/en/latest/index.html)

and served as a guide to calculate TSR (Supplementary material).

Classify - pixel classification - create thresholder - channel DAB -
smoothing sigma 0.5; threshold 0.08; above threshold: tumor; below

threshold: stroma - measure.


https://qupath.readthedocs.io/en/latest/index.html
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Tumor and stromal area are generated separately in um? and as a
percentage value corrected to the tumor area (Figure 1S). The stroma’s

percentage was annotated for each case.

The process was conducted manually for each image to ensure
optimal segmentation between tumor and stroma. Furthermore, salivary
glands were manually removed to avoid it being interpreted as tumor

tissue.

Figure 1S: Pixel classification parameters for stain separation of positive DAB and

hematoxylin background. In the bottom left corner, it is possible to see the live stromal
and tumor area calculation provided by the software.
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Table 1S: Clinical parameters according to type of sample.
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Resection (n=31) Biopsy (n=30) All (n=61)
Mean + SD (range)  56.87 £ 9 (39-74) 59.47 + 11 (48-90) 58 £10 (39-90)
Age 39-59 20 (64.5) 18 (60.0) 38 (62.3)
>60 11 (35.5) 12 (40.0) 23 (37.7)
Sex Male 24 (77.4) 23 (76.7) 47 (77)
Female 7 (22.6) 7 (23.3) 14 (23)
i i No 3(9.7) 2(7.4) 5 (8.6)
Smoking history
Yes 28 (90.3) 25 (92.6) 53 (91.4)
Alcohol No 6 (20.7) 3(11.5) 9(16.4)
consumption Yes 23 (79.3) 23 (88.5) 46 (83.6)
Tongue 14 (45.2) 12 (40.0) 26 (42.6)
Site Floor of the mouth 8 (25.8) 3(10.0) 11 (18)
Other 9 (29.0) 15 (50.0) 24 (39.4)
T1 11 (37.9) 2(7.7) 13 (23.6)
T T2 9(31.0) 4 (15.4) 14 (25.5)
T3 6 (20.7) 8 (30.8) 15 (27.3)
T4 3(10.3) 12 (46.2) 25 (53.2)
NO 18 (75.0) 7 (30.4) 4 (8.5)
N N1 1(4.2) 3(13.0) 13 (27.7)
N2 5(20.8) 8 (34.8) 5(10.6)
N3 0(0.0) 5(21.7) 22 (46.8)
Well 7 (22.58) 8 (26.67) 15 (24.6)
HG Moderate 20 (64.52) 18 (60) 38 (62.3)
Poor 4 (12.90) 4 (13.33) 8(13.1)
I 8 (33.3) 1(4.0) 9(18.4)
Stage Il 6 (25.0) 0 (0.0) 6(12.2)
i 3(12.5) 5 (20.0) 8(16.3)
v 7 (29.2) 19 (76.0) 26 (53.1)
B Mean + SD (range)  22.68 * 20 (0-81) 11.63 + 16 (0-72) 17 £ 18.67 (0-81)
) Low* 4(12.9) 16 (53.3) 20 (32.8)
TB two-tier system .
High 27 (87.1) 14 (46.7) 41 (67.2)
_ Low* 4(12.9) 16 (53.3) 20 (32.8)
18 three-tier Intermediate 5 (16.1) 4(13.3) 9 (14.8)

Y High 22 (71.0) 10 (33.3) 32 (52.5)
TSR Mean * SD (range) 0.69+0.42 (0.08-1.89) 1.58%1.36 (0-5.76) 1.13+1.09 (0-5.76)
T Mean + SD (range) 7.921-146?326§1 .45- 3.78115 :gg)(o.%- 5.88114999?630.98-

Radiotherapy 10 4 14
Treatment Radio- 9 29 31

chemotherapy
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Continuation

Resection (n=31) Biopsy (n=30) All (n=61)

No 28 (96.6) 10 (76.9) 38 (62.29)
Death

Yes 1(3.4) 3(23.1) 4 (6.56)

No 21(72.4) 9 (69.2) 30 (49.18)
Recurrence

Yes 8 (27.6) 4 (30.8) 12 (19.67)

Surgery 12 (38.7) 1(3.3)** 13 (21.3)
Treatment Surgery+RQT/RT 19 (54.8) 3 (10.0)** 22 (36.06)

RQT/RT 0 26 (86.7) 26 (42.6)

HG, histopathological grade; N, lymph node status; N-, negative lymph node; N+, positive lymph node;
RQT, radiochemotherapy; RT, radiotherapy; SD, standard deviation; T, tumor size; TB, tumor budding;
TSR, tumor/stroma ratio; TT, tumor thickness *8,2% of the sample had zero TB. ** Four patients were
primarily treated with resective surgery, however, only the preoperative biopsy was available for analysis.
Kruskal-Wallis (3 groups- Dunn-Bonferroni post-hoc) and Mann-Whitney (2 groups) tests. Bold fonts were
used for highlight P>0.05.



Table 2S: Median (interquartile range) of tumor budding count,
tumor/stroma ratio, and tumor thickness according to clinical
parameters, in the whole sample.
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WHOLE SAMPLE TB TSR T
Age 39-59 11.5 (31) 0.74 (0.5) 4.35(4.31)
g >60 12.5(14) 0.62 (1.05) 7.26 (4.93)
Sex Male 11 (30) 0.74 (0.53) 4.77 (4.85)
Female 16 (17) 0.62 (0.93) 7.53(5.18)
, , No 11.5 (13) 0.9 (0.85) 5.85(6.02)
History of smoking
Yes 11.5(27) 0.72(0.52) 4.94 (5.05)
Alcohol No 11.5(19) 0.72(0.82) 4.17 (5.44)
consumption Yes 11.5(22) 0.72(0.61) 5.43(4.43)
Tongue 17 (25) 0.56 (0.49) 4.94(6.2)
Site Floor of the mouth 11 (44) 0.73 (0.66) 7.67 (6.75)
Other 9(13) 0.89 (1.27) 4.2(1.76)
T T1/T2 11 (16) 0.61 (0.4) 5.84 (4.7)
T3/T4 19 (33) 0.87 (1.44) 4.15(5.14)
N N- 9.5 (24) 0.62 (0.48) 5.9(5.02)
N+ 15 (20) 0.79 (0.95) 4.41 (4.36)
Well 4 (9)* 0.72 (0.49) 4.17 (5.84)
HG Moderate 14 (22)* 0.62 (0.57) 5.84 (3.57)
Poor 23 (47)* 0.835(1.17) 4.32(10.50)
I/ 9(20 0.61 (0.45) 5.97 (5.41
Clinical stage (20) ( ) ( )
mav 15 (26) 0.81(0.78) 4.22(4.71)
No 17 (26) 0.76 (0.57) 5.43(4.37)
Death
Yes 8.5 (26) 0.30 (-) 2.57 (-)
No 16 (20) 0.77 (0.61) 5.39(3.81)
Recurrence
Yes 8 (23) 0.52 (0.61) 4.22(6.92)

HG, histopathological grade; N, lymph nodes; N-, negative lymph nodes; N+,
positive lymph nodes; T, tumor size; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio;

TT, tumor thickness. Bold lettering was used to highlight P<0,05.
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Table 3S: Median (interquartile range) of A) TSR and
TT according to different TB categories; B) TB count
according to different TSR and TT categories.

A TSR 1T
Low 0.97 (2.46) 3,85 (1,97)*
B Intermediate  0.62 (1.48) 4,18 (3,14)
High 0.8 (0.73) 5,42 (7,29)*
B Low 0.97 (2.46) 3,85 (1,97)*
High 0.77 (0.79) 5 (4,26)*
B TB count
<509
TSR Yo 9 (18)
250% 12 (29)
<4mm 3.5 (9)*
TT
24 mm 18 (19)*

TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor
thickness. Bold lettering was used to highlight P<0,05.
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Table 4S: Correlation between histopathological
variables in A) resections and B) biopsies.

A) RESECTION B TT TSR

r 1.000 252 -119
B P 172 525

N 31 31 31

r 1.000 .087
TT P 642

N 31 31

r 1.000
TSR P

N 31
B) BIOPSIES B TT TSR

r 1.000 .388" -147
B P .034 437

N 30 30 30

r 1.000 -.277
TT P 138

N 30 30

r 1.000
TSR P

N 30

r, Spearman’s correlation coefficient; N, sample size; TB,
tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor
thickness. Bold lettering was used to highlight P<0,05.
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Table 5S: Number (%) of histopathological variables according to clinical parameters in A) Resections and B)

Biopsies.
T HG Clinical stage
A) RESECTIONS
T1/T2 T3/T4 N- N+ Well Moderate Poor 1]} v

T <4mm 3 (75) 1(25) 4 (100) 0 (0) 3 (50) 3 (50) 0 (0) 3 (75) 1(25)

24mm 15(68.2) 7(31.8) 12(66.7) 6(33.3) 3(13.6) 16(72.7) 3(13.6) 10(55.6) 8 (44.4)
TSR <50% 18(72) 7(28) 17(77.3) 5(22.7) 7 (28) 14 (56) 4(16) 13(59.1) 9(40.9)

250% 2 (50) 2 (50) 1 (50) 1 (50) 0(0) 6 (100) 0 (0) 1 (50) 1 (50)
B Low 3 (75) 1(25) 4(100.0) 0(0.0) 2(50.0) 2(50.0) 0(0.0) 3(75.0) 1(25.0)

High 17 (68) 8(32) 14(70.0) 6(30.0) 5(18.5) 18(66.7) 4(14.8) 11(55.0) 9 (45.0)

Low 3 (75) 1(25) 4(100.0) 0(0.0) 2(50.0) 2(50.0) 0(0.0) 3(75.0) 1(25.0)
B Intermediate 4 (100) 0(0) 3(75.0) 1(25.0) 3(60.0) 2(40.0) 0(0.0) 3(75.0) 1(25.0)

High 13(61.9) 8(38.1) 11(68.8) 5(31.3) 2(9.1) 16(72.7) 4(18.2) 8(50.0) 8(50.0)

Intermediate 5 (62.45) 3(37.5) 5(83.3) 1(16.7) 2(20) 8 (80) 0 (0) 4(66.7) 2(33.3)
TSR-TB score )

High 15(71.4) 6(28.6) 13(72.2) 5(27.8) 5(23.8) 12(57.1) 4(19) 10(55.6) 8(44.4)

Low 2(100) 0(0) 2(100) 0(0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 2(0) 0(0)
BD score Intermediate 2(50) 2(50) 4(100) 0(0) 1(16.7) 5(83.3) 0 (0) 2(50) 2(50)

High 16(69.6) 7(30.4) 12(66.7) 6(33.3) 4(17.4) 15(65.2) 4 (17.4) 10(55.6) 8(44.4)
B) BIOPSIES

T1/T2 T3/T4 N- N+ Well Moderate Poor 1]} v

T <4mm 2 (20) 8 (80) 1(10) 9(90) 3(27.3) 6(54.5) 2(18.2) 0 (0) 1 (100)

24mm 4 (25) 12(75) 6(46.2) 7(53.8) 5(26.3) 12(63.2) 2(10.5) 1(6.7) 14(93.3)
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C) BIOPSIES
TIT2  T3IT4 N- N+ Well Moderate  Poor m v
SR <50% 3(20) 12(80) 3(21.4) 11(78.6) 4(22.2) 10(55.6) 4(22.2) 0(0)  15(100)
>50% 3(33) 6(66) 3(42.9) 4(57.1) 3(30.0) 7(70.0) 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5)
B Low 2(15.4) 11(84.6) 2(16.7) 10(83.3) 6(37.5) 8(50.0) 2(12.5) 0(0.0) 13 (100)
High 4(30.8) 9(69.2) 5(455) 6(54.5) 2(14.3) 10(71.4) 2(143) 1(8.3) 11(91.7)
Low 2(15.4) 11(84.6) 2(16.7) 10(83.3) 6(37.5) 8(50.0) 2(12.5) 0(0.0) 13(100)
B Intermediate ~ 1(25) 3(75) 2(66.7) 1(33.3) 1(25.0) 3(75.0) 0(0.0) 1(33.3) 2(66.7)
High 3(33.3) 6(66.7) 3(37.5) 5(62.5) 1(10.0) 7(70.0) 2(20.0) 0(0.0) 9 (100)
Low 1(12) 7(87) 1(143) 6(85.7) 4(40.0) 4(40.0) 2(20.0) 0(0)  8(100)
TSR-TBscore Intermediate  3(30) 7(70) 2(20) 8(80) 1(8.3) 9(75.0) 2(16.7) 0(0.0) 10 (100)
High 2(33) 4(66) 3(75) 1(25) 2(33.3) 4(66.7) 0(0.0) 1(20.0) 4 (80)
Low 1(14)  6(85) 1(14.3) 6(85.7) 3(37.5) 4(50.0) 1(12.5) 7 (100)
BD score Intermediate ~ 2(22) 7(77) 1(125) 7(87.5) 3(27.3) 6(545) 2(18.2) 0(0.0)  9(100)
High 3(30) 7(70) 5(62.5) 3(37.5) 2(18.2) 8(72.7) 1(9.1) 1(11.1) 8(88.9)

BD, tumor budding and tumor thickness score; HG, histopathological grade; N, lymph node; N-,
node positive; T, tumor size; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor thickness.

lymph node negative; N+, lymph
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Table 6S: Agreement between resections and matched biopsies, case by

case.

TB number TB Three-tier TB Two-tier
Case R B R B R B
1 10 40 2 2 1 1
2 20 14 2 2 1 1
3 11 34 2 2 1 1
4 1 5 0 1 0 1
5 40 8 2 1 1 1
6 9 5 1 1 1 1
7 81 9 2 1 1 1
8 72 20 2 2 1 1
9 27 14 2 2 1 1
10 37 4 2 0 1 0
11 37 30 2 2 1 1
12 8 0 1 0 1 0
13 40 13 2 2 1 1
14 2 1 0 0 0 0

ICC 0.062 Kappa 0.375 Kappa 0.276
TSR TSR-TB score
Case R B R B R B
1 0.89 0.54 1 1 2 2
2 0.292 0.11 1 1 2 2
3 0.43 0.54 1 1 2 2
4 0.27 0.92 1 1 1 2
5 0.42 1.7 1 0 2 1
6 0.21 2.13 1 0 2 1
7 0.99 5.25 1 0 2 1
8 0.48 0.2 1 1 2 2
9 0.28 0.28 1 1 2 2
10 1.07 0.41 0 1 1 1
11 0.61 2.57 1 0 2 0
12 0.14 0.16 1 1 2 2
13 0.93 2.33 1 0 1 0

ICC 0.261 Kappa -0.147 Kappa 0.103

TT BD score

Case R B R B R B
1 4.53 4.34 1 1 2 2
2 19.36 4.9 1 1 2 2
3 14.22 3.8 1 0 2 1
4 2.46 2.7 0 0 0 1
5 59 1.89 1 0 2 1
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TT BD score

Case R B R B R B
6 7.262 3.63 1 0 2 1
7 15.31 2.59 1 0 2 1
8 16.71 5 1 1 2 2
9 7.63 2.4 1 0 2 1
10 13.39 2.4 1 0 2 0
11 5.43 0.781 1 0 2 0
12 6.83 2.3 1 0 2 1
13 7.82 3.95 1 0 1 0
ICC 0.185 Kappa 0.049 Kappa -0.032

B, biopsy; BD, tumor budding + tumor thickness score; ICC, intraclass correlation coefficient;
R, resection; TB, tumor budding; TSR, tumor-stroma ratio; TT, tumor thickness.
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Table 7S: P value results for Kaplan Meyer survival curves.

(01] DFS
Characteristic P value P value
Age <60 vs >60 0.886 0.025
Sex Male vs Female 0.112 0.843
Smoking No vs Yes 0.482 0.415
Alcohol No vs Yes 0.861 0.624
Site Tongue vs FOM vs Other  0.287 0.788
Tumor size T1+T2 vs T3+T4 0.049 0.415
Lymph node metastasis N positive vs N negative 0.617 0.295
Clinical Stage I+l vs I/IV 0.18 0.589
Histopathological grade Well vs Moderate vs Poor ~ 0.608 0.603
Tumor budding (resection) Low vs High 0.67 0.72
Tumor budding (biopsy) Low vs High 0.147 0.668
Tumor thickness (resection) <4mm vs >4mm 0.503 277
Tumor thickness (biopsy) <4mm vs >4mm 0.147 0.76
Tumor-stroma ratio (resection) >1 vs <1 0.569 0.617
Tumor-stroma ratio (biopsy) >1 vs <1 0.361 0.954
BD score (resection) Ovs1vs2 0.122 0.235
BD score (biopsy) Ovs1vs2 0.302 0.067
TSR-TB score (resection) Ovs1vs2 0.169 0.487
TSR-TB score (biopsy) Ovs1vs2 0.154 0.167

OS, overall survival; DFS, disease free survival; FOM floor of the mouth; BD, tumor
thickness+tumor budding score; TSR; tumor-stroma ratio; TB, tumor budding. Bold

lettering was used to highlight P<0,05.

181



182

7.3 CONSIDERAGOES FINAIS

De maneira geral, observou-se que o0s parametros histopatoldgicos
avaliados foram subestimados quando analisados em bidpsias incisionais em
comparagao com 0s mesmos parametros analisado em ressecgdes cirurgicas
pareadas. Em especial para o brotamento tumoral, percebeu-se que as biopsias
foram efetivas para prever alto grau de BT, o que poderia auxiliar no
planejamento terapéutico. Entretanto, a observagdo de baixo grau de BT em
bidpsias apresentou baixo valor preditivo para diagnosticar baixo BT em

ressecgodes cirurgicas, logo, nessas situagdes cautela deve ser tomada.

A principal dificuldade em se analisar caracteristicas histopatolégicas em
bidpsias incisionais foi a qualidade da amostra tecidual. Muitas amostras eram
pequenas demais, superficiais e fragmentadas. O problema foi exacerbado pelo
desenho retrospectivo do estudo, uma vez que nao foi possivel padronizar a
qualidade do material de analise, e a amostra tornou-se dependente do material
disponivel em arquivo. Possivelmente, um estudo prospectivo contendo um
protocolo para a realizacdo das bidpsias incisionais e critérios de qualidade para
a inclusdo da amostra encontraria taxas de concordancias melhores para os

parametros analisados.

Entretanto, mesmo diante das limitagbes, o presente estudo encontrou
resultados interessantes sobre o0 uso de bidpsias incisionais para a avaliagao de
caracteristicas histopatolégicas do CEB. Em comparagdo com estudos
anteriores, o presente trabalho contribui com o conhecimento atual por ter
disponibilizado os dados de forma continua e categodrica, e de maneira completa

e transparente.
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8 METODOLOGIA EXPANDIDA

8.1 DESENHO DE ESTUDO

Estudo observacional do tipo coorte retrospectivo-prospectivo.

8.2 ASPECTOS ETICOS

Foram seguidos os preceitos da Resolugdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Visando preservar a identidade dos pacientes, os dados
coletados das fichas e inseridos no banco de dados foram identificados apenas
com o numero do prontuario hospitalar e requisicdo de exame do SAP. Por se
tratar de um estudo observacional, nao se realizou nenhum tipo de intervencgao,
além daquelas segundo as normas e rotinas adotadas pelo HU/UFSC/EBSERH.
Sendo assim, o presente estudo ndo apresentou implicagdes outras que a

manutencgao da confidencialidade das informacgdes.

O comité de ética em pesquisa com seres humanos do
HU/UFSC/EBSERH aprovou o presente estudo (Anexo I).

Considerando que:

a) Este é um estudo descritivo retrospectivo que visa estabelecer a
casuistica dos casos de cancer de boca e orofaringe ja
diagnosticados.

b) Nao havera recrutamento e participagéo direta de seres humanos na
pesquisa. A coleta de dados sera feita a partir dos prontuarios e
blocos de parafina provenientes de procedimentos cirurgicos ja
realizados para fins de tratamento.

c) Devido ao diagnéstico tardio, os casos de cancer de boca tendem a
apresentar alta morbidade e mortalidade. Dessa maneira, existe a
possibilidade de alguns pacientes ja terem ido a obito, ou ainda,
apresentarem sequelas graves devido ao tratamento mutilante. Obter
o consentimento destes individuos ou de seus familiares poderia
constituir um aborrecimento e acarretar impactos psicolégicos. Assim,

considerando que a perda de sigilo dos dados sera o maior risco



184

desta pesquisa e todos os cuidados que serdao tomados para evita-la,
o0 risco de danos psicologicos no momento da obtengdo do
consentimento representaria maiores prejuizos ao paciente.

d) Os dados dessa pesquisa contribuirdo com a constru¢do do
conhecimento cientifico, visando o desenvolvimento de novos

marcadores de prognostico e novas terapias para aplicagao futura.

Diante do exposto, foi solicitado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do HU/UFSC/EBSERH a dispensa do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).
8.3 TAMANHO AMOSTRAL

Por se tratar de uma doenga rara, selecionou-se uma amostra de
conveniéncia obtida a partir de um censo de todos os pacientes diagnosticados
com CE de boca (CEB) e orofaringe (CEO) no SAP- HU/UFSC/EBSERH no
periodo entre 2013-2018. Todos os casos com informagdes clinicas e material

disponivel para analise foram incluidos na amostra final.

Coletou-se a amostra em duas etapas. Como previsto no projeto original,
o levantamento amostral deveria abranger o periodo entre 2017-2018. No
entanto, identificaram-se apenas 30 casos com base nos critérios de inclusao
estabelecidos. Diante disso, solicitou-se uma emeda ao projeto original, a partir

da qual incluiu-se o periodo de 2013-2016 no levantamento (Anexo II).
8.4 POPULACAO

Realizou-se um levantamento junto ao servico de anatomia patologica
(SAP) do HU/UFSC/EBSERH, referente ao periodo entre 2013-2018.
Identificaram-se 171 laudos histopatolégicos com diagndstico primario de CEB e

CEO. Destes, foi possivel recuperar o prontuario de 94 pacientes (Tabela 1).
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TABELA 1: Caracteristicas gerais da populagdo (n=94)

Idade Média (DP) 58,19 + 10,87
Numero %
Sexo Feminino 20 21,28
Masculino 74 78,72
Cigarro Ex 9 9,57
Nao 11 11,70
Sim 67 71,28
N&o informado 7 7,45
Alcool Ex 22 23,40
Nao 20 21,28
Sim 38 40,43
N&o informado 14 14,89
Localizacao Assoalho de boca 17 18,09
Lingua 37 39,36
Orofaringe 17 18,09
Outro 23 24,46
Estagio clinico 1 18 19,14
2 6 6,38
3 12 12,77
4 41 43,62
N&o informado 17 18,09
Grau histolégico 1 21 22,34
2 57 60,64
3 8 8,51
Nao informado 8 8,51
Obitos 4 4,26
Recorréncias 23 24,47
Perdidos no acompanhamento 67 71,27
Tempo médio de acompanhamento (dias) Média (DP) 703,79 (643,11)
Maximo 2461
Minimo 25

DP, desvio padrao. Fonte: Elaborada pelo autor com os dados da pesquisa, 2022.

Os critérios para inclusdo na amostra foram:

a) Diagndstico primario de CE de boca e orofaringe (CID: Cavidade oral:
C02-06: mucosa oral, gengiva, alvéolos superiores, gengiva, alvéolos
inferiores, lingua, assoalho de boca; Orofaringe: C01, C05.1, 2, C09.0,
1, 9, C10.0, 2, 3: parede anterior [area glosso-epigldtica], parede

lateral; parede posterior, parede superior).
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b) Disponibilidade de informagdes sobre o acompanhamento pos-
tratamento.
c) Disponibilidade de blocos de parafina com amostra tecidual suficiente

para analise imuno-histoquimica.
Os critérios para exclusao da amostra foram:

a) Diagnéstico de tumor recorrente.

b) Histdrico recente de tratamento radio/quimioterapico prévio.

c) Informagdo no prontuario referente a doencgas, condi¢des ou
medicamentos que causem imunossupressao ou que possam alterar o
resultado do hemograma, como por exemplo, doengas inflamatérias e
infecciosas, uso de corticosteroides, tratamento radio/quimioterapico

prévio.

Ao final, inclui-se 46 casos de CEB/CEQO na amostra (Tabela 2).



Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos casos incluidos

N %
Média (DP) 58,58 (10,13)
Idade 39-59 28 60,9
>60 18 39,1
Sexo Mas?uilino 34 73,9
Feminino 12 26,1
Cigarro Néo 0 130
Sim 40 87,0
Alcool Nao 10 21,7
Sim 34 73,9
Lingua 22 47,8
) Assoalho 12 26,1
Localizagao
Outro 5 10,9
Orofaringe 7 15,2
T1 15 32,60
T T2 11 23,9
T3 11 23,9
T4 7 15,2
NO 24 52,2
N N1 1 2,2
N2 10 21,7
N3 2 4,3
MO 44 95,7
M M1 2 4,3
Bem 14 30,43
Grau de diferenciagao histolégica Moderadamente 26 56,5
Pobre 6 13,0
1 12 26,08
Estagio clinico 2 6 130
3 4 8,7
4 16 34,8
Obito 8,69
Recorréncia 32 69,56
Baixo 8 17,4
Brotamento tumoral Moderado 8 17,4
Alto 27 58,7
Tempo de acompanhamento (dias) Média (DV) 885,78 (766,07)
Méaximo-Minimo 2855 39

DV, desvio padrao; N, linfonodos afetados; M, metastase a distancia; T, tamanho

tumoral. Fonte: elaborado pelo autor com dados da pesquisa, 2022.
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8.5 VARIAVEIS

Variaveis clinicas

O avaliador principal coletou as informagdes clinicas retrospectivamente e
as registrou em um banco de dados conforme a informagdo fornecida no

prontuario dos pacientes. Coletou-se os seguintes dados:

a) ldade: calculada em anos completos de vida, desde a data do
nascimento até a data do diagndstico;

b) Sexo: Masculino (M) /Feminino (F);

c) Classificacdo do tumor primario: Tamanho (T); Linfonodos (N); M
(metastase a distancia); G (grau de diferenciagao histolégica); Estagio
clinico (I, 11, I, IV);

d) Tratamento: Cirurgia ressectiva/ Quimioterapia/ Radioterapia;

e) Habitos: uso ou historico de uso de cigarro (sim/ndo/n&o informado) e
alcool (sim/n&o/néo informado);

f) Localizagao do tumor;

g) Sobrevida livre de doenca: tempo decorrido (meses) entre a data do
inicio do tratamento e a data de recorréncia local,

h) Sobrevida geral: tempo decorrido (meses) entre a data do diagndstico

até a morte por causas gerais.
Variaveis de estudo

Analisou-se as caracteristicas histopatolégicas a partir dos blocos de
parafina contendo amostras teciduais dos tumores, as quais foram obtidas com
finalidade de tratamento ou diagndstico.

a) Contagem absoluta de neutrdfilos (segmentados) e linfécitos:
selecionou-se 0 hemograma com data anterior e mais proxima ao inicio
do tratamento;

b) Contagem intratumoral de neutréfilos (CD66b) e linfocito T citotoxicos
(CD8);

¢) Razao neutrofilo/linfécito intratumoral e sanguinea;

d) Proporgéo parénquimal/estroma;
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e) Numero de brotamentos tumorais;

f) Padrao de invasao da fronte tumoral;
g) Profundidade de invaséo;

h) Espessura tumoral;

i) Invasao perineural;

j) Invaséo linfovascular.
8.6 ACOMPANHAMENTO

Realizou-se 0 acompanhamento dos pacientes mediante o monitoramento
dos prontuarios. Coletou-se as informag¢des dos prontuarios em trés fases:
primeira coleta em novembro de 2019 (casos 2017-2018), segunda coleta em
junho de 2020 (casos de 2013-2016), e atualizacdo de todos os dados e coleta

final dos desfechos dos pacientes em dezembro de 2021.

8.7 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para cada caso, selecionou-se um bloco de parafina representativo do
tumor. Em casos de ressecgao cirurgica contendo multiplos blocos, selecionou-
se 0 bloco com a porgao mais profunda do tumor. Para amostras de bidpsias
incisionais, selecionou-se o caso com a melhor qualidade e quantidade de
amostra tumoral disponivel para analise. Para cada bloco, realizou-se 4 cortes
microscopicos de 3 pm de espessura, um destinado a coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E) e trés destinados a imuno-histoquimica. Todos os
cortes foram montados em l|aminas preparada com solug¢do de ATPS (3-

aminopropyltriethoxysilene) (Sigma-Aldrich, Saint. Louis, MO, EUA).

Para a reacdo imuno-histoquimica, as laminas foram desparafinadas em
xilol e hidratadas por passagens sucessivas em etanol de concentracdes
decrescentes (100%, 90%, 85%). Realizou-se o bloqueio da atividade da enzima
peroxidase apds a imersao das laminas em solugao de H202/metanol a 6%.
Prosseguiu-se com a recuperagdo antigénica em banho-maria a 96°C, com
tampao citrato 0.01M (pH 6.0), durante 40 minutos. Em seguida, imergiu-se as
laminas em solucdo de leite desnatado em po6 diluido em solugdo salina

tamponada 0.05M, pH 7.4 (PBS), durante 40 minutos, para o bloqueio das
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reacgoes inespecificas. Realizou-se entre cada processo lavagens com PBS. Ao
final do primeiro dia, incubou-se as laminas com os anticorpos primarios para
citoqueratina, neutréfilos (CD66b) e linfocitos T citotoxicos (CD8) em camara

umida a 4°C durante a noite (Quadro 3).

Quadro 3: Relagéo dos anticorpos usados nas reagdes imuno-histoquimicas

Anticorpo - Marca Clone - Concentragao Controle positivo

Citoqueratina - Dako Corporation,
Clone AE1/AE3 - 1:50 Mucosa oral
Estados Unidos

CD66b - BD Biosciences Clone G10F5 - 1:500 Granuloma piogénico

CD8 - Dako Corporation, Estados | Clone C8/144B - pronto

Unidos para uso

Linfonodos saudaveis

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

No segundo dia de reagado, realizou-se a incubagdo com o anticorpo
secundario durante 1 hora (EnVision, Dako Corporation, Carpinteria, California,
EUA). Apds lavagem com PBS, realizou-se a revelagdo da reagdo com solugéo
cromoégena contendo diaminobenzidina (DAB) (Dako Corporation, Carpinteria,
California, EUA), durante trés minutos. Prosseguiu-se para a contra-coloragao
com hematoxilina de Harris durante dois minutos. Finalmente, as laminas
passaram por uma desidratacdo em cadeias de concentracdo crescentes de
etanol (85% e 100%), diafanizagdo em xilol e montagem com o adesivo

Permount®.

8.8 ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA

8.8.1 Procedimentos gerais

Apods a reagado imuno-histoquimica e coloragdo com H&E, digitalizou-se as
ldminas com o digitalizador de Iaminas Axio Scan® Zeiss® utilizando a objetiva
de 40X (0,11 um/pixel). As imagens geradas foram importadas para o programa
gratuito e de codigo aberto Qupath® versao 0.2.3 (https://qupath.github.io/).
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Para cada caso, criou-se um projeto contendo as imagens referentes as

laminas de citoqueratina, CD66b, CD8 e H&E. A sequéncia geral de trabalho

para cada caso é descrita a seguir:

a)

f)

g)
h)

j)

Normalizagdo das coloragdes presentes nas imagens por meio da
ferramenta “estimate stain vectors”, a qual permite que o programa
faca a correta separagdo entre hematoxilina, DAB e cor de fundo '%3;
Delimitagdo manual dos limites tumorais com a ferramenta “polygon”
utilizando a imagem de citoqueratina (Figura 4A);

Expansao das bordas do tumor em 500um (Figura 4B);

Divisdo das regides tumorais em fronte de invasao (faixa de 1mm de
espessura centralizada na borda do tumor) e centro do tumor (regiao
acima da fronte de invasao) (Figura 4C) '%3;

Analise de proporgéo tumor/estroma nas imagens de citoqueratina;
Anadlise do numero de brotamentos tumorais nas imagens de
citoqueratina;

Exportagéo dos limites tumorais para as imagens de CD8 e CD66b;
Definicdo dos campos de analise e contagem manual de células
positivas para os marcadores CD8 e CD66b;

Contagem automatica de células positivas para os marcadores CD8 e
CD66b;

Analise dos parametros histopatolégicos nas imagens de H&E e

citoqueratina;
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Figura 5: Fluxo de trabalho para determinar as regidées tumorais
de analise
IM--M-A---&
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A) Delimitagdo dos limites tumorais com o auxilio da ferramenta
“polygon”; B) Expansao dos limites tumorais em 500um com a
ferramenta “expand annotation” (Objects -> Annotation ->
expand annotation); C) Definicdo das duas regibes tumorais de
anadlise: fronte de invasdo (faixa de 1mm de espessura,

centralizada nas bordas do tumor) e centro do tumor.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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8.8.2 Analise da proporc¢ao entre parénquima e estroma tumoral

Calculou-se a razédo entre parénquima e estroma tumoral a partir de
imagens de citoqueratina e da ferramenta “create threshold”, a qual € capaz de
separar coloragdes e criar limiares de deteccdo a partir dos quais calcula-se o

tamanho de areas positivas e negativas. O fluxo de trabalho é descrito a seguir.
Classify = Pixel classification - Create threshold

Ao selecionar a ferramenta abre-se uma caixa de dialogos com os

paréametros a seguir (Figura 5):

Resolution: Determina a resolugcdo da imagem a ser analisada, sendo que

guanto maior a resolugdo mais lento sera o processo.
Channel: seleciona o canal de cor a ser analisado.

Prefilter: Seleciona o filtro de suavizagdo da imagem, sendo o Gaussiano

geralmente melhor.

Smoothing sigma: seleciona o valor para suavizagao do resultado. Quanto
maior o valor mais suave sera o limite entre os objetos criados para a

separacao de areas.
Threshold: determina o valor limite para classificar positivo e negativo.

Above threshold: pixels com coloragcéo acima do limiar serdo classificados

como positivo.

Below threshold: pixels abaixo do limiar serdo classificados como

negativos.

Region: Controla em quais regides da imagem a classificagao de pixels ira

ocorrer.
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Figura 6: Caixa de dialogos da ferramenta “create threshold”

B Create thresholder [m] X
Resoluticn Extremely low (7.11 pm/px) -
Channel DAE bt
Prefilter Gaussian -

Smoothing sigma | 0.5 05

CHLIRE

Thresheld 0.08 0.08
Above threshold | Tumor b
Below threshold | Stroma -

Region Any annotations -

Classifier name

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Calculou-se a razédo parénquimal/estroma dividindo-se a porcentagem da
area do parénquima tumoral pela porcentagem da area do estroma (Figura 6).
Resultados acima de 1 indicam maior propor¢do de parénquima e resultados
abaixo de 1 indicam maior proporgao de estroma.

Figura 7: Resultado da separagao de coloragdes feita pela ferramenta “create threshold”.

@ s
Fe Bt Todk Viw Objects TMA Memre Aueole  Ans

=]

Propc | image | snors
[T r—

Em vermelho esta a area correspondente ao parénquima tumoral e em verde a area
correspondente ao estroma. No canto inferior esquerdo é possivel ver o calculo
automatico da area de cada componente, a qual estd normalizada para a regido

desenhada em amarelo, que contém o centro do tumor e a fronte de invasao.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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8.8.3 Analise de brotamento tumoral

Analisou-se o numero de brotamentos tumorais a partir das imagens de
citoqueratina e da ferramenta “points”. Primeiramente, delimitou-se um quadrado
com area de 0.785mm? 24 que corresponde aproximadamente a objetiva de
20X, utilizando-se a ferramenta “specify annotation”. O fluxo de trabalho esta

descrito abaixo:
Objects = annotation - specify annotation

A ferramenta abre uma caixa de dialogos com os seguintes parametros
(Figura 7 e 8):

Type: define o formato do objeto que sera criado.

Classification: permite a classificagdo do objeto segundo a necessidade,

mas que pode ser deixado em branco sem prejuizos.

X origen e Y origin: permitem determinar as coordenadas da regido na
qual deseja-se que o objeto seja criado. Se deixado em branco, o objeto

sera criado no centro da imagem.
Width: define a largura do objeto.
Height: define a altura do objeto.

Use um: as medidas definidas nas etapas anteriores serao calculadas em

micrometros.

Set locked: o objeto sera criado em uma posig¢ao “trancada” e ndo podera

ser movido.

Name: permite criar um nome para o novo objeto.



196

Figura 8: Caixa de dialogos da ferramenta “specify annotation”.

W73 Specify annotation O *
ez | Rectangle - |
Classification | - |
Xorigin | | um
Yorigin | | um
Width [ 886 | um
Height | gs6 =
Use pm

|| Setlocked

Name | ]
[ Add annotation ]
Os valores da altura e largura

correspondem a raiz quadrada (em
pm) de 0,785 mm?.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Figura 9: Objeto resultante dos pardmetros determinados acima na caixa de dialogos
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No canto inferior esquerdo é possivel ver a area do objeto, sendo aproximadamente 785.000

um?2 (correspondente a 0,785 mm?2).

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Definiu-se como brotamento tumoral a presenga de células isoladas ou

grupos de até 4 células tumorais. Utilizou-se os seguintes critérios:

a) Conter no maximo 4 nucleos.

b) Os nucleos devem ser visiveis e evidenciados pela coloragdo azulada
da hematoxilina (ter pelo menos uma sombra azul — na duavida nao
considerar como nucleo).

c) Para serem consideradas independentes, entre duas ilhotas ndo deve
haver linha ou sombra de marcagdo com DAB, mesmo que minima.

d) A marcagao marrom deve ser uniforme e por todo o citoplasma para
que uma célula seja considerada positiva, principalmente em casos de
células isoladas. Acumulos focais de DAB no citoplasma ndo devem

ser considerados.

Tomou-se como referéncia para a contagem de brotamentos a fronte de
invasdao em casos de resseccdo cirurgica, sendo que o avaliador principal
realizou uma varredura de toda a fronte tumoral para identificar o campo com
maior numero de brotamentos. Em bidpsias, realizou-se a varredura por toda a
amostra de tumor disponivel para identificar o campo com maior numero de

brotamentos.

Realizou-se a calibracao do avaliador principal (A.F.P.M) juntamente com
um avaliador experiente (E.R.C.R). Apdés uma reunido inicial para definir os
parametros de brotamento tumoral, selecionou-se 15 casos de maneira aleatéria
(sorteio) e as regides de analise foram demarcadas. Os dois avaliadores
contaram os brotamentos de maneira independente e o indice de correlagao
intraclasse (ICC) foi 0,966. Apos um intervalo de 21 dias, o avaliador principal

realizou uma segunda contagem dos mesmos casos e o ICC foi 0,932.

8.8.4 Procedimentos para a contagem manual dos marcadores CD66b e
CDs8

Para ambos os marcadores, CD8 e CD66, considerou-se como positiva a
marcagao do citoplasma celular. No caso de neutrdéfilos, contabilizou-se células

com intensa e uniforme marcagao do citoplasma e células com morfologia nuclear
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segmentada. Para CD8, contabilizou-se células com marcagao forte e bem
definida do citoplasma. Para ambos os marcadores, exclui-se da contagem as
células localizadas no interior dos vasos sanguineos e, em especial para o
marcador CD66b, evitou-se areas de ulcera e de necrose nas quais ha intensa
infiltracao de neutrdfilos.

Testou-se a concordancia intra-observador por meio do calculo do ICC.
Para tanto, selecionou-se 20% da amostra e o avaliador principal realizou a
contagem em dois momentos com um intervalo de 15 dias. O ICC para CD66b foi
0,98 e 0 ICC para CD8 foi 0,979.

Para a escolha dos campos de analise, selecionou-se de maneira
aleatoria cinco campos de 1mm? na fronte de invasao e cinco campos de 1mm? no
centro do tumor. Realizou-se a contagem de células positivas para CD66b e CD8
no total do campo de 1mm?, e separadamente no estroma e no parénquima

tumoral.

Em casos de ressecgao cirurgica, analisou-se a fronte de invasao e o
centro de tumor. Sendo que, tumores com espessura insuficiente para analise

das duas regides, analisou-se apenas a fronte de invasao.

Para casos de bidpsia incisional, analisou-se o centro do tumor devido a
auséncia de bordas tumorais. Em casos com menos de 5mm? de area tumoral,

analisou-se a amostra toda disponivel.

Dessa maneira, em 31 casos foi possivel analisar a fronte de invaséo e

em 41 casos foi possivel analisar o centro do tumor (Quadro 4).



Quadro 4: Campos de analise, conforme o tipo de amostra.
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Campos Ressecgao Microinvasivo Incisional TOTAL
Fronte - campo total 26 5 - 31
Fronte - parénquima 26 5 - 31
Fronte - estroma 26 5 - 31
Centro do tumor - campo total 26 - 15 41
Centro do tumor - parénquima 26 - 15 41
Centro do tumor -estroma 26 - 15 41

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Calculou-se o numero de células positivas para CD66b/mm? e CD8/mm?.

Sendo que, corrigiu-se as contagens do parénquima e estroma tumoral conforme

a area representativa desses compartimentos dentro do campo de 1mm?.

As médias dos campos foram calculada a partir de todos os campos

analisados em cada regiao

(fronte de

compartimento (total, estroma e parénquima) tumoral (Tabela 3):

invasdo e centro do tumor) e

a) Média total: numero total de células positivas dividido pelo total de

campos de 1mm? analisados;

b) Média do estroma: total de células positivas dividido pela éarea

correspondente ao estroma.

c) Média do parénquima: total de células positivas dividido pela area

correspondente ao parénquima.
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Tabela 3: Exemplo de como as médias eram calculadas para cada regido e compartimento tumoral.

Células positivas/campo Soma Area (mm2)  Células/mm?

Regido (compartimento) C1 Cc2 C3 C4 C5

Fronte (total) A B C D E A+...E X soma/X
Fronte (estroma) F G H | J F+...J Y somalY
Fronte (parénquima) K L M N @) K+...0 V4 soma/Z
Fronte (total) 787 732 456 587 383 2945 5 589
Fronte (estroma) 348 565 348 313 311 1885 3,10 608,85
Fronte (parénquima) 439 167 108 274 72 1060 1,90 556,92

X: area total dos campos de analise; Y: area total do estroma nos campos de anadlise Z: area total do

parénquima nos campos de analise

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

8.8.5 Contagem automatica de CD66b e CD8

Utilizou-se para a contagem automatica os mesmos campos de analise da
contagem manual, no entanto, realizou-se a contagem automatica apenas para o

campo total de 1Tmm?Z.

Empregou-se para a contagem automatica a ferramenta “fast cell count’, a
qual foi desenvolvida para imagens contendo coloragdes de DAB e hematoxilina
com o intuito de identificar picos de coloragdes a partir dos quais classifica-se as
células como positivas ou negativas. Os limiares de DAB e hematoxilina foram
definidos manualmente com base em metodologias previamente publicadas % e
apos testes visuais para determinar o valor que resultava na melhor deteccéo de
células positivas. Os parametros de contagem e a funcdo de cada um séao

descritos a seguir.

Fluxo de trabalho da ferramenta: Analyze - Cell detection - Fast cell
count (brightfield)

A ferramenta selecionada abre uma caixa de dialogos com os seguintes

parametros (Figura 9):

Cell detection channel: permite a escolha dos canais de cores para quais

sera preciso criar limiares de detecgéo.
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Gaussian sigma: filtro que suaviza picos falsos de cor.

Background radius: filtro de tamanho para identificar estruturas em
segundo plano, o qual deve ter valor maior do que o tamanho médio do
nucleo.

Use difference of Gaussians: filtro que aumenta o numero de células
detectadas, podendo exagerar no numero de células positivas detectadas.
Cell detection thresholding: limiar para identificar picos de hematoxilina
(células negativas).

DAB threshold: limiar para identificar picos de DAB (células positivas).
Detection object diameter: tamanho do objeto que sera criado ao redor de
cada pico de hematoxilina ou DAB, mas que nao influencia a quantidade

de células detectadas.

Figura 10: Caixa de dialogos aberta ao selecionar-se a ferramenta “fast cell count”.

Detection image

Cell detection channel Hematoxylin + DAB
Gaussian sigma 2 um
Background radius 15 pm

Use Difference of Gaussians

Thresholding

Cell detection threshold 015

DAB threshold 0.25

Display

n

Detection image

Cell detection channel Hematoxylin + DAB

Gaussian sigma 2 um

| Background radius 15 pm

Use Difference of Gaussians

Thresholding

Cell detection threshold 015

DAE threshold 0.6

Display

Detection object diameter | 25 pixels | Detection object diameter | 25 pixels

Run | Run

A esquerda estdo os parametros para a contagem de CD8 e a

direita os pardmetros de contagem para CD66b.

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

8.8.6 Calculo da razao neutroéfilo/linfécito (RNL)

Para calcular a RNL intratumoral, dividiu-se o nimero de neutréfilos/mm?
pelo nimero de linfécitos/mm?2. Em ressecgdes cirlrgicas, calculou-se a RNL
intratumoral para a fronte de invasado, o centro do tumor e o tumor todo. Em

bidpsias, calculou-se a RNL do centro do tumor.

Para calcular a RNL sanguinea, dividiu-se o numero absoluto de
segmentados pelo numero absoluto de linfécitos.
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8.8.7 Procedimentos para avaliar os critérios histopatologicos

Utilizou-se as imagens de H&E e citoqueratina para a avaliagdo dos

seguintes parametros histopatolégicos: padrdo de invasdo da fronte tumoral,

profundidade de invasdo, espessura tumoral, invasao perineural e invasao

linfovascular. Os parametros histopatolégicos foram definidos com base na

literatura e dois avaliadores (A.F.P.M e N.L.N) realizaram a classificacdo de

maneira independente apds uma reuniao para calibrar os critérios. Realizou-se

uma segunda reunido para a conferéncia dos resultados, e as discordancias

foram resolvidas com o auxilio de um terceiro avaliador (E.R.C.R). Os critérios

para a classificacdo de cada parametro sdo descritos a seguir.

a)

d)

Padrao da fronte de invasdo '?°: analisado na fronte de invaséo e
correspondente ao pior padréo observado. Classificado em (a) coeso:
lengdis tumorais extensos ou ilhas grandes com mais de 15 células;
(b) ndo-coeso: espectro de aparéncias que incluem corddes estreitos,
pequenos grupos de células com menos de 15 células ou células
individuais; (c) disperso: células individuais invadindo a uma distancia

>1mm da massa principal do tumor.

Profundidade de invasdo '?5: identificagdo da membrana basal do
epitélio normal adjacente, a partir da qual uma linha imaginaria vertical

perpendicular foi tracada até o ponto de maior profundidade do tumor.

Espessura tumoral 28: identificagdo do ponto mais alto da superficie
tumoral, a partir da qual uma linha imaginaria vertical perpendicular foi

tracada até o ponto de maior profundidade do tumor.

Invasédo perineural '?6: Observagdo de células tumorais infiltrando
através de qualquer uma das trés camadas do feixe nervoso
(endoneuro, perineuro ou epineuro); ou em proximidade de células

tumorais envolvendo no minimo 1/3 da circunferéncia do nervo.

Invas3o linfovascular '?7: presenca inequivoca de células tumorais no

interior do endotélio ou focalmente aderidas a parede vascular.
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8.9 ANALISE ESTATISTICA

8.9.1 Variaveis quantitativas

Avaliou-se a distribuicdo gaussiana das variaveis de estudo por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Todas as variaveis em questdo n&o apresentaram
distribuicdo normal, portanto, a amostra é descrita pelas medidas: mediana,
distancia interquartil, 25° quartil e 75° quartil. Para comparar os valores das
variaveis de estudo entre os diferentes grupos de variaveis clinicas, utilizou-se
os testes Mann-Whitney (2 grupos) e Kruskal-Wallis (3 grupos; post-hoc Dunn-
Bonferroni). Para testar a correlagdo entre as variaveis de estudo, utilizou-se o

coeficiente de correlagdo de Spearman.
8.9.2 Variaveis qualitativas

Avaliou-se a associagdo entre as variaveis de estudo qualitativas e as
variaveis clinicas por meio dos testes de Qui-Quadrado e Teste exato de Fisher.
Observadas associagdes estatisticamente significantes, utilizou-se a regressao
logistica para testar a forca dessas associagdes, na qual a variavel clinica foi
definida como o desfecho e a variavel de estudo como exposig¢do. Definiu-se
como categoria de referéncia para o calculo da razdo de chances a variavel de

exposi¢cao com menor chance de ocorréncia do desfecho.
8.9.3 Analise de sobrevida

Para comparar o tempo de sobrevida entre grupos, utilizou-se a curva de
sobrevida de Kaplan-Meyer e o teste log-rank. As variaveis de estudo
quantitativas foram categorizadas a fim de comparagdes entre grupos utilizando-
se a mediana, o 25° e o 75° quartil como pontos de corte. Devido ao tamanho
limitado da amostra e do numero de eventos de desfecho, a andlise de

sobrevida restringiu-se a curva de sobrevida.

Em todas as anadlises, para diferencas entre grupos estatisticamente

significantes considerou-se um valor de a <0.05.
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ANEXOS
Anexo | — Parecer consubstanciado do Comité de ética do Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %?cu'l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Valor prognostico da razao neutrofilo/linfécito intra-tumoral em pacientes com
carcinoma epidermoide da boca e orofaringe

Pesquisador: Elena Riet Correa Rivero

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 17674419.9.0000.0121

Instituicao Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.490.975

Apresentacao do Projeto:

Trata-se do parecer de um estudo observacional do tipo coorte prospectiva-retrospectiva.Serao
selecionados retrospectivamente pacientes diagnosticados com CE de boca e orofaringe admitidos para
tratamento no servico ambulatorial de cabeca e pescoco do Centro de pesquisas oncolégicas (CEPON) e do
Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC/EBSERH. O referido projeto de
Tese de Doutorado esta vinculado ao Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia da Universidade
Federal de Santa Catarina do doutoranda Andressa Fernanda Paza Miguel sendo orientado pela profa. Dra
Elena Riet Correa Rivero. Os pesquisadores solicitam dispensa de TCLE com as seguintes argumentagdes:
"por ser um estudo descritivo retrospectivo que visa estabelecer a casuistica dos casos de cancer de boca e
orofaringe ja diagnosticados.2. Nao havera recrutamento e participagao direta de seres humanos na
pesquisa. A coleta de dados sera feita a partir dos pronturérios e blocos de parafina provenientes de
procedimentos cirugicos ja realizados para fins de tratamento.3. Devido ao diagnéstico tardio, os casos de
cancer de boca e orofaringe tendem a apresentar alta morbidade e mortalidade. Dessa maneira, existe a
possibilidade de alguns pacientes ja terem ido a dbito, ou ainda, apresentarem sequelas graves devido ao
tratamento mutilante. Obter o consentimento destes individuos ou de seus familiares, poderia constituir um
aborrecimento e acarretar impactos psicolégicos. Assim, considerando que a perda de sigilo dos dados sera
0 maior risco desta pesquisa e todos os cuidados que serdo tomados para evita-lo, o risco de danos
psicolégicos no momento da obtencé@o do consentimento
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representaria maiores prejuizos ao paciente.4. Os casos tratados pelo CEPON nédo provém apenas da
cidade de Floriandpolis. Diversos casos sao oriundos de outras regioes do Estado, por tratar-se de um
Centro de Referéncia no tratamento oncolégico.5. Os dados dessa pesquisa contribuirdo com a construgdo
do conhecimento cientifico, visando o desenvolvimento de novos marcadores de prognostico e novas
terapias para aplicagao futura.Diante do exposto sera solicitada ac Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do CEPON e HU/UFSC/EBSERH a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE)."

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

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

influéncia na sobrevida dos mesmos.

Objetivo Secundario:

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

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

- Calcular a NLR no sangue e no ambiente intra-tumoral de pacientes com CE e avaliar seu impacto na
sobrevida global, livre de doenga e doencga especifica;

- Comparar o valor prognéstico do NLR sanguineo e tecidual na sobrevida de pacientes com CE;

- Avaliar a correlagdo entre a contagem de neutrdéfilos, linfocitos e do NLR com as caracteristicas clinicas de
pacientes com CE.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Durante a pesquisa sera utilizado apenas o material resultante da cirurgia para retirada da lesao
previamente realizada e informagdes presentes na ficha clinica, os quais se encontram armazenados nos
arquivos do CEPON e HU, sem causar novamente os desconfortos da cirurgia e da coleta sanguinea ja
realizadas. Os pesquisadores serdo os Unicos que terdo acesso aos dados, entretanto ha um risco de perda
de sigilo dessas informagdes, mesmo que involuntario e ndo intencional, mas os pesquisadores garantem
que tomardo todos os cuidados para evitar que isso ocorra. Os resultados deste trabalho poderao ser
apresentados em encontros ou revistas cientificas, mas mostrardao apenas os resultados obtidos como um
todo, sem revelar seu nome ou qualquer informagao relacionada a privacidade.
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Beneficios:
Os dados dessa pesquisa contribuirao com a construgao do conhecimento cientifico, visando o
desenvolvimento de novos marcadores de prognéstico e novas terapias para aplicacdo futura.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante e apresenta importantes contribuigbes ao diagnéstico e tratamento oncoldgico. Ha a
presenca de documentos necessarios a submissao e nos documentos emitidos pelo CEPON e o Hospital
Universitario sdo mencionados cuidados no acesso ao material a ser utilizado na pesquisa, referendando os
aspectos relacionados ao sigilo quanto as informagdes dos pacientes a serem realizados pelos funcionarios
que fardo a disponibilizagdo de dados, materiais e informagbes para o pesquisador - garantindo-se o
anonimato das informagdes especificas do paciente.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Solicita-se dispensa de TCLE pelos motivos expostos no item apresentacao deste parecer.
Recomendacoes:

nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Conclusao: aprovado.

Embora o periodo pretendido para acesso aos pacientes referendado pelos pesquisadores como de 2017 a
2018 constitua-se em possibilidade para solicitagdo de um TCLE, este Comité considerou a exposicao de
motivos dos pesquisadores e as garantias de anonimizagao dos dados informados pelas instituigdes nas
quais o estudo sera realizado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagoes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS DO _P | 12/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1379544.pdf 11:06:32
Folha de Rosto Follhaderosto.pdf 12/07/2019 |Andressa Fernanda Aceito

11:03:15 | Paza Miguel
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.docx 12/07/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Brochura 11:01:49 |[Paza Miguel
Investigador
Declaragao de Declaracao_material_biologico_HU. 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
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Manuseio Material | pdf 18:18:56 |Paza Miguel Aceito
Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragéo de Declaracao_da_Insitituicao_Hu.docx 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Instituicao e 18:18:38 [Paza Miguel

Infraestrutura

Declaragao de Declaracao_da_|Intituicao_ CEPON.pdf 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Instituicao e 18:16:17 | Paza Miguel

Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Trindade
UF: SC

Telefone: (48)3721-6094

FLORIANQPOLIS, 07 de Agosto de 2019

Municipio:

FLORIANOPOLIS

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

CEP: 88.040-400

Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401
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Anexo |l — Parecer consubstanciado do Comité de ética do Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC/EBSERH) em resposta a
emenda proposta ao projeto.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Valor prognéstico da raz8o neutréfilo/linfécito intra-tumoral em pacientes com
carcinoma epidermoide da boca e orofaringe

Pesquisador: Elena Riet Correa Rivero

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 17674419.9.0000.0121

Instituicdo Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.972.442

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma emenda relacionado a um estudo observacional do tipo coorte prospectiva-retrospectiva no
qual serdo selecionados retrospectivamente pacientes diagnosticados com CE de boca e orofaringe
admitidos para tratamento no servico ambulatorial de cabecga e pescogo do Centro de pesquisas oncolégicas
(CEPON) e do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC/EBSERH. O
referido projeto vincula-se a Tese de Doutorado estd vinculado ac Programa de Pos-Graduagdo em
QOdontolegia da Universidade Federal de Santa Catarina do doutoranda Andressa Fernanda Paza Miguel
sendo orientado pela profa. Dra Elena Riet Correa Rivero. Os pesquisadores solicitam dispensa de TCLE na
primeira versdo do projeto mantendo na presenie emenda 0os mesmos argumentos e sem alteragao dos
objetivos e nem da metodologia da coleta de dados. O motivo da emenda solicita a ampliagdo da amostra
apenas no centro coordenador com 0s seguintes argumentos: "A emenda proposta a seguir visa 0 aumento
do tamanho amostral. A presente pesquisa iniciou com a proposta de realizar um censo com o intuito de
identificar todos os casos de Carcinoma Epidermoide de Boca do HU/UFSC/EBSERH diagnosticados entre
os anos 2017-2018, por ndo haver levantamento prévio semelhante que pudesse fornecer uma previsdo dos
numerc de casos a serem incluidos na pesquisa. Apds o levantamento de casos no periodo proposto, foi
possivel identificar e incluir na amostra final 30 casos.Estando este numero abaixo do previsto para a
amostra final (100 casos), a presente emenda tem por objetivo aumentar o tamanho amostral por estender o
periodo de selegéo
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retrospectiva dos pacientes,iniciando no ano de 2009. Assim, com base no levantamento ja realizado,
espera-se incluir pelo menos 100 casos na amostra final." Portanto, o periodo de coleta de informagdes sera
de 2009-2018.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Avaliar a razao neutrofilo/linfocito (NLR) no sangue e nos tumores de pacientes com carcinoma epidermoide
(CE) de boca e orofaringe e sua influéncia na sobrevida dos mesmos.

Objetivo Secundario:

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

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

- Calcular a NLR no sangue e no ambiente intra-tumoral de pacientes com CE e avaliar seu impacto na
sobrevida global, livre de doenga e doenca especifica;

- Comparar o valor prognostico do NLR sanguineo e tecidual na sobrevida de pacientes com CE;

- Avaliar a correlagdo entre a contagem de neutréfilos, linfécitos e do NLR com as caracteristicas clinicas de
pacientes com CE.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Durante a pesquisa sera utilizado apenas o material resultante da cirurgia para retirada da lesdo
previamente realizada e informacgdes presentes na ficha clinica, os quais se encontram armazenados nos
arquivos do CEPON e HU, sem causar novamente os desconfortos da cirurgia e da coleta sanguinea ja
realizadas. Os pesquisadores serdo os Unicos que terdo acesso aos dados, entretanto ha um risco de perda
de sigilo dessas informagdes, mesmo que involuntario e ndo intencional, mas os pesquisadores garantem
que tomario todos os cuidados para evitar que isso ocorra.Os resultados deste trabalho poderdo ser
apresentados em encontros ou revistas cientificas, mas mostrardo apenas os resultados obtidos como um
todo, sem revelar seu nome ou qualquer informacgéo relacionada & privacidade.

Beneficios:

Os dados dessa pesquisa contribuirdo com a construgdo do conhecimento cientifico, visando o
desenvolvimento de novos marcadores de prognostico e novas terapias para aplicagéo futura.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Permanecem os mesmos comentarios apresentados na primeira apreciagdo do projeto. Na presente
emenda os pesquisadores anexaram a anuéncia do HU/UFSC sobre a ampliagdo da amostra para a coleta
de dados. Demais informagbes do Projeto apresentam-se as mesmas.o Cronograma contempla a extenséo
da amostra.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Permanece a mesma informagéo sobre a solicitagdo de dispensa de TCLE da primeira versdo apresentada.

Recomendacoes:
nao se aplica.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Concluséo: aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_152723( 25/03/2020 Aceito
do Projeto 7_E1.pdf 16:26:49
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_Corrigido EMENDA.| 25/03/2020 |Andressa Fernanda Aceito
Brochura docx 16:22:16 | Paza Miguel
Investigador
Declaracéo de Declaracao_de_Ciencia_da_lInstituicac_| 18/03/2020 |Andressa Fernanda Aceito
Instituigdo e Emenda.pdf 12:24:13 | Paza Miguel
Infraestrutura
Folha de Rosto Follhaderosto.pdf 12/07/2019 |Andressa Fernanda Aceito

11:03:15 |Paza Miguel
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.docx 12/07/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Brochura 11:01:49 |Paza Miguel
Investigador
Declaragdo de Declaracao_material_biologico_HU.pdf 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Manuseio Material 18:18:56 |Paza Miguel
Bioldgico /
Bicrepositério /
Biobanco
Declaragédo de Declaracao_da_|Insitituicao_Hu.docx 28/06/2019 |Andressa Fernanda Aceito
Instituigdo e 18:18:38 |Paza Miguel
Infraestrutura
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