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RESUMO

Queiroz NK. Fatores clinico-patolégicos e expressao imunoistoquimica
de potenciais marcadores preditivos para metastase cervical em
carcinoma epidermdide inicial (T1-T2) de lingua e assoalho bucal. Sdo

Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antoénio Prudente].

O carcinoma epiderméide (CEC) de boca é o cancer mais frequente na
regidao de cabecga e pescoco. Apesar dos avangos no diagnostico e no
tratamento, o prognodstico dos pacientes portadores dessa neoplasia teve
apenas discretas mudancas nas ultimas décadas. O comprometimento dos
linfonodos regionais, comprovado por exame histopatolégico, continua sendo
o fator mais importante no estabelecimento do progndstico desses
pacientes. A ocorréncia de metastase regional no CEC de lingua e assoalho
bucal é alta, provavelmente devido a ampla rede vascular, linfatica e
sanguinea, presente nestas regides. A incidéncia de metastases ocultas nos
linfonodos cervicais de pacientes portadores de CEC de boca, estadios
clinicos | e Il varia de 14% a 45% e permanece como um forte argumento
para a indicacdo do esvaziamento cervical eletivo. A identificagcdo de
moléculas que estdo associadas ao processo metastatico e a elucidagao de
seu papel neste processo podem ser importantes para diagnostico precoce,
avaliagdo progndstica e padronizagdo de novas estratégias terapéuticas. A
selecao criteriosa de pacientes com CEC de boca com maior risco de
desenvolverem metastases regionais, com base no conhecimento bioldgico
tumoral, pode vir a ser usada para uma adequada e segura indicagao do
esvaziamento cervical eletivo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
incidéncia de metastase linfonodal oculta, nos pacientes portadores de
carcinoma inicial (T1-T2) de lingua e assoalho bucal, submetidos ao
esvaziamento cervical eletivo no A.C. Camargo Cancer Center e avaliar as
caracteristicas demograficas, clinicas e histopatologicas, bem como a

expressdo imunoistoquimica de marcadores bioldgicos potencialmente



associados ao risco de metastase linfonodal. Os fatores moleculares
selecionados incluiram as proteinas p53, ciclina D1, Ki-67, EGFR, E-
caderina, [(-catenina, claudina-7, D2-40, MMP-9 e p16. A metodologia
adotada foi a imunoistoquimica. Os dados clinicos, patologicos e a
expressao das proteinas foram avaliados e comparados com a presenca ou
nao da metastase linfonodal oculta. A incidéncia de metastase linfonodal
oculta encontrada foi de 20,5%. Dos parametros histopatolégicos avaliados,
a espessura maior que 4mm, pT2 e o grau de diferenciagdo foram
associados ao maior risco de desenvolvimento de metastases linfonodais
ocultas. Os tumores com alta expressao de EGFR foram associados ao
maior risco de desenvolvimento de metastase linfonodal, apresentaram
caracteristicas patoldgicas desfavoraveis e pior sobrevida. Nossos
resultados indicam que os pacientes com tumores pT2 de lingua e assoalho,
com espessura maior que 4mm e pouco diferenciados apresentam um maior

risco de desenvolverem metastase linfonodal oculta.



SUMMARY

Queiroz NK. [Clinical-pathological factors and biomarkers in the
prediction of occult lymph node metastasis in early (T1-T2) oral tongue
and floor of the mouth carcinoma]. Sao Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-

Fundagao Antbnio Prudente].

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most frequent cancer of the
head and neck. Despite advances in diagnosis and treatment, prognosis of
these patients has remained without any significant change in past decades.
The spread to regional lymph nodes has been confirmed by histopathological
examination and remains the most important factor in establishing the
prognosis for these patients. The occurrence of regional metastasis in oral
squamous cell carcinoma of the tongue and floor of the mouth is high,
probably due to the rich vascular and lymphatic system in these regions. The
incidence of cervical occult metastasis in patients with OSCC, clinical stages
| and IlI, varies from 14% to 45% and remains a strong argument for the
indication of elective neck dissection (END). The identification of molecules
associated with metastasis and the elucidation of its role in this process is
important in early diagnosis, prognostic evaluation and standardization of
new therapeutic strategies. Careful selection of patients with OSCC, with
greater risk of developing regional metastasis, based on the knowledge of
tumor biology, can be used for an adequate and safe indication for elective
neck dissection. The aim of this study was to evaluate the incidence of occult
lymph node metastasis in patients with early carcinoma (T1 —T2) of the oral
tongue and floor of the mouth who underwent elective neck dissection at A.C.
Camargo Cancer Center and to evaluate demographic, clinical and
histopathological characteristics and the immunohistochemical expression of
the biological markers (biomarkers) with potential risk for developing lymph
node metastasis in this set of patients. The molecular factors selected
included p53, cyclin D1, Ki-67, EGFR, E-cadherin, B-catenin, claudin-7, D2-



40, MMP-9 and p16. The methodology used was immunohistochemistry. The
clinical and pathological data and the expression of the proteins were
analyzed and compared to the presence or absence of occult lymph node
metastasis. The incidence of occult lymph node metastasis found was
20.5%. Among the histopathological parameters analyzed, thickness greater
than 4mm, pT2 and the grade of differentiation were associated with a
greater risk of developing occult lymph node metastasis. Tumors with high
EGFR expression were associated with greater risk for developing lymph
node metastasis, thereby exhibiting unfavorable pathological features and
poorer survival. Our findings show that patients with pT2 tumor of the oral
tongue and floor of the mouth, with a thickness greater than 4mm and poorly
differentiated, present a greater risk for developing occult lymph node

metastasis.
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1 INTRODUGAO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o Brasil, no ano
de 2014, 11.280 casos novos de cancer de cavidade oral em homens e
4.010 em mulheres. O cancer de boca € o quarto mais frequente em homens
e o0 nono em mulheres, nas regides sudeste e nordeste do Brasil (Ministério
da Saude 2014). O céncer de cavidade oral representa cerca de 3% de
todas as neoplasias e a Organizagdo mundial de saude (OMS) descreve um
aumento na incidéncia dessa neoplasia em todo o mundo (BETTENDOREF et
al. 2004; MASSANO et al. 2006).

Os principais fatores de risco para o cancer de boca sao: tabagismo,
etilismo e as infecgdes pelo papiloma virus humano (HPV), principalmente
os subtipos 16 e 18. Estudos mostram um risco muito maior de desenvolver
cancer de boca em individuos tabagistas e etilistas do que na populagdo em
geral, evidenciando a existéncia de uma sinergia entre tabaco e alcool
(NEVILLE e DAY 2002; PAI e WESTRA 2009; LEEMANS et al. 2011). A
dieta parece exercer um papel importante na prevencdo desse tipo de
cancer. Alguns estudos reportam que o aumento da ingestdo de frutas e
vegetais contribui para a diminuigdo do risco de desenvolver essa neoplasia
(FRANCO et al. 1989; WINN 1995).

O cancer de boca acomete mais frequentemente homens acima dos
40 anos. O tipo histolégico mais comum € o carcinoma epidermdide ou

espinocelular (CEC), correspondendo a 95% desses tumores. Entre as



localizagbes anatbmicas intra-bucais, encontramos maior frequéncia em
lingua e assoalho bucal (SCULLY 2009).

O prognodstico dos pacientes com cancer de boca € baseado
clinicamente no local da cavidade oral comprometida e no estadiamento
(sistema de classificacdo TNM), onde a extensdo do tumor, a presenga de
metastase regional e/ou a distancia sao avaliados (LEEMANS et al. 2011).

As lesdes iniciais (estadios | e IlI) ttm um prognéstico melhor em
comparagao com as lesdes avancgadas (estadios lll e IV). De acordo com a
classificagdo TNM da UICC/AJCC (72 edigdo), os tumores de cavidade oral
sao considerados T1 quando seu maior diametro nao ultrapassa 2cm e T2
quando apresentam um tamanho entre 2cm a 4cm.

A recomendacdo do melhor tratamento para o cancer de lingua e
assoalho bucal ainda é discutivel. A taxa de cura para pacientes com doenca
avancgada ainda € modesta, e 0 numero de recorréncias, mesmo em casos
diagnosticados em estadios iniciais, € relativamente elevado. A proporgéo de
pacientes com metastase cervical no momento do diagndstico é elevada,
cerca de 50%. As taxas de sobrevida em 5 anos (sobrevida global, cancer
especifica e livre de doenga) para pacientes com essa neoplasia variam
muito de acordo com diferentes modalidades de tratamento (SESSIONS et
al. 2002; MAKITIE et al. 2007).

A escolha do tratamento do cancer de boca depende da localizacao e
estadio da doenga além da condigdo de saude do paciente (BETTENDORF
et al. 2004). A excisao cirurgica, com ou sem o0 esvaziamento cervical, é o

tratamento preconizado para tumores em estadio inicial na maioria das



instituicdes. Para tumores com disseminacdo metastatica regional, padrao
de crescimento agressivo ou para doenga mais avangada recomenda-se a
combinagdo de cirurgia e radioterapia (BYERS et al. 1998;
WOLFENSBERGER et al. 2001; SESSIONS et al. 2002; BETTENDOREF et
al. 2004; KESKI-SANTTI et al. 2007; DUNKEL et al. 2013).

A disseminagdo metastatica do cancer de boca geralmente ocorre via
sistema linfatico; os linfonodos dos niveis | e |l sdo os mais envolvidos
(SHAH et al. 1990; WOOLGAR 1997; HUANG et al. 2008; KELNER et al.
2014). A metastase cervical € a principal causa de falha no tratamento
desses tumores. O sistema de estadiamento (TNM) apenas n&o € capaz de
predizer os pacientes com maior risco de desenvolvimento de metastases
(SPIRO et al. 1986).

A indicacdo do esvaziamento cervical pode ser classificada em:
terapéutica, de oportunidade ou eletiva. O esvaziamento cervical eletivo
(ECE) é indicado quando os linfonodos n&o tiveram comprovagao de
comprometimento clinico e/ou de imagem, porém o risco da metastase
linfonodal oculta € maior que o risco associado ao procedimento cirurgico e
suas morbidades (KOWALSKI e SANABRIA 2007).

O ECE remove os linfonodos com maior risco de desenvolvimento de
metastases microscopicas além de fornecer informacdes definitivas a
respeito do status patoldgico dos linfonodos, ajudando a direcionar o uso
adequado da terapia adjuvante (KOWALSKI e SANABRIA 2007; KESKI-

SANTTI et al. 2007; D'CRUZ et al. 2009; GANLY et al. 2012).



A incidéncia de metastase linfonodal oculta do carcinoma epidermaéide
de boca estadios clinicos | e Il varia de 14% a 45%, sendo esta maior nos
tumores de lingua e assoalho bucal (KLIGERMAN et al. 1994; OKAMOTO et
al. 2002; AMARAL et al. 2004; FAUSTINO et al. 2008; THIELE et al. 2012).
A presencga da metastase linfonodal é o fator progndstico mais importante,
que reduz significativamente o controle da doencga, diminuindo a sobrevida
dos pacientes (SPIRO et al. 1986; LEEMANS et al. 1994; KLIGERMAN et al.
1994; DIAS et al. 2001; LIM et al. 2004; FERLITO et al. 2006; CHONE e
CRESPO 2008; GANLY et al. 2012). Entre os varios métodos usados para
detectar metastases cervicais, incluindo tomografia computadorizada (TC),
ressonancia magnética (RM), ultrassonografia e tomografia por emissao de
positron (PET-CT), nenhum é capaz de detectar todas as micrometastases
nos linfonodos cervicais (LIM et al. 2004; KOWALSKI e SANABRIA 2007).

A alta incidéncia de metastase cervical € o argumento mais
importante para se indicar o esvaziamento cervical eletivo nos pacientes
com tumores estadios | e Il de lingua e assoalho bucal. Os efeitos funcionais
e estéticos indesejaveis, a morbidade e o custo causados pelo
procedimento, todavia, sdo argumentos contra a indicacdo do ECE
(KOWALSKI 2002).

A conduta tradicional para o tratamento do pescog¢o no carcinoma oral
fundamenta-se em estudos de risco epidemioldgicos; a indicacdo do
esvaziamento cervical para os casos sem evidéncia clinica de acometimento
linfatico (NO) permanece controversa (STABENOW et al. 2007). Preconiza-

se o0 esvaziamento cervical eletivo para todos os casos com risco de



metastase estimado em 20% ou mais (KOWALSKI e MEDINA 1998; LIM et
al. 2004; CHONE e CRESPO 2008).

Determinar se o esvaziamento cervical eletivo sera benéfico ou ndo
ao paciente continua sendo um dilema para os cirurgides de cabeca e
pescogco. A identificacdo de fatores associados ao risco de metastase
linfonodal facilitaria a selegcdo dos pacientes de alto risco, candidatos a
realizacédo do esvaziamento cervical eletivo (KOWALSKI e MEDINA 1998;
KOWALSKI 2002; AMARAL et al. 2004).

Algumas caracteristicas clinicas e patolégicas do tumor sao
relacionadas a ocorréncia de metastase linfonodal como localizagdo e
tamanho do tumor, grau de diferenciagdo, espessura e profundidade de
invasdo, margens comprometidas, infiltrado inflamatério, invasdo vascular,
invasao perineural (BYERS et al. 1998, KOWALSKI e MEDINA 1998;
STABENOW et al. 2007; KESKI-SANTTI et al. 2007; CHONE e CRESPO
2008; LIAO et al. 2010) e infiltragdo muscular (AMARAL et al. 2004). Estes
fatores relacionados ao comprometimento dos linfonodos regionais e
presenca de metastase a distdncia podem influenciar diretamente no
progndstico e sobrevida dos pacientes portadores de carcinoma epidermdide
oral (TEIXEIRA et al. 1996; TODD et al. 1997; AL-RAJHI et al. 2000;
AMARAL et al. 2004).

Diversos estudos tém demonstrado participagao de diferentes genes
e proteinas associadas ao potencial mais agressivo ou metastatico do

carcinoma epidermoéide de boca (MENDEZ et al. 2007). Esses marcadores



podem ser uteis para selecionar os pacientes que potencialmente serao
mais beneficiados com tratamentos mais agressivos.

A metastase € um processo complexo e €& considerado um evento
tardio na carcinogénese. As células proliferam, perdem contato com células
vizinhas, migram através da matriz intersticial, invadem vasos linfaticos e
sanguineos e crescem novamente em linfonodos e 6rgaos distantes. Genes
expressos nessas etapas podem ser usados como marcadores preditivos de
metastases linfonodais, porém ainda nido se sabe quais marcadores sao
preditivos para metastase de linfonodos cervicais clinicamente negativos em
pacientes portadores de carcinoma inicial de boca (LIM et al. 2004).

A melhoria das técnicas de biologia molecular tem permitido a
proliferacdo de estudos em que a importancia preditiva de fatores
moleculares relacionados ao tumor, no que diz respeito ao processo de
metastatizacao, tem sido pesquisada (CORTESINA e MARTONE 2006).

A imunoistoquimica (IHQ) € uma ferramenta globalmente disponivel
que complementa a analise histopatoldgica pela detecgdo da expressao do
gene a nivel protéico. IHQ pode ser realizada em espécimes embebidos em
parafina, fixados em formol, que podem ser armazenados durante um longo
periodo de tempo, permitindo assim estudos retrospectivos de uma grande

populacao (WERNER et al. 2005).



1.1 MARCADORES MOLECULARES ESTUDADOS

1.1.1 p53

O p53 é uma proteina bem reconhecida que regula o “check-point” do
ciclo celular e é responsavel por manter a integridade do genoma. A
mutacdo do gene p53 é uma das mais conhecidas e mais frequentes
alteragdes genéticas identificadas em tumores malignos (GASCO e CROOK
2003; MASSANO et al. 2006; PAl e WESTRA 2009; SARKIS et al. 2010;
GROBE et al. 2014).

O aumento da expressao de p53 esta associada ao maior numero de
metastases e esta correlacionada com prognéstico ruim (OLIVEIRA et al.
2007, 2008). Contrariamente a esses achados, o estudo de KEUM et al.
(2006) mostrou que a expressao de p53 e PCNA nao foram marcadores
preditivos para metastase linfonodal oculta nos pacientes portadores de
carcinoma de lingua clinicamente NO. No estudo de GROBE et al. (2014) a
expressao de p53 nao teve relacdo com os parametros clinico-patoldgicos
avaliados nem impacto no progndéstico dos pacientes com carcinomas de

boca.

1.1.2 Ciclina D1

A ciclina D1 é uma molécula reguladora do ciclo celular, no controle
da fase G1 para fase S, e tem sido associada ao aumento do risco de
metastases linfonodais em cancer de lingua (BOVA et al. 1999) e boca, além

de ser um fator prognéstico e marcador util para determinar tratamento



apropriado (CARLOS DE VICENTE et al. 2002; MASSANO et al. 2006).

O p53, a ciclina D1 e o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) sao marcadores moleculares que regulam o ciclo celular ou
crescimento celular e desempenham um papel importante no
desenvolvimento e progressao tumoral. SHIRAKI et al. (2005) examinaram o
impacto da expressdo imunoistoquimica destes marcadores na progressao
tumoral de 140 casos de carcinoma epidermodide de boca. Esses autores
identificaram uma associagao significativa entre a expressdo combinada
dessas proteinas e o padrao de crescimento tumoral invasivo, presenca de
metastase linfonodal e sobrevida global desfavoravel. Sugerindo que a
expressao combinada destes marcadores pode ser um indicador util na

identificacao de pacientes de baixo e alto risco.

1.1.3 EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico)

O gene do EGFR (ErbB1 ou HER1) situa-se na regidao cromossémica
7p12 e codifica uma glicoproteina transmembrana que atua como um
receptor do fator de crescimento celular. A proteina pertence a familia do
EGFR subgrupo dos RTK (receptor de tirosina-quinase) também incluindo
ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3), e ERBB4 (HER4). A unido com seus
ligantes especificos, tais como fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator
de crescimento transformador-a (TGF-a), promove a homo ou hetero-
dimerizagdo com outros membros da familia (ERBB2, ERBB3 e ERBB4) e
subsequente auto-fosforilacdo iniciando as vias de sinalizagdo. A alta

expressao do EGFR em tumores tem sido correlacionada com a proliferacao



celular, invasdo, angiogénese, metastases, migragdo e a inibicdo da
apoptose. O EGFR é superexpresso em muitas neoplasias malignas
epiteliais, sendo considerado um alvo interessante para a terapia (SZABO et
al. 2011; HUANG et al. 2012; BERNARDES et al. 2013).

Os estudos clinicos sugerem uma atividade importante dos inibidores
de EGFR como um tratamento para tumores de cabeca e pesco¢go (HUANG
et al. 2012). No entanto, algumas questdes precisam ser abordadas, como a
melhor forma de avaliar a expressdo de EGFR ou se existe uma correlagao
entre a expressao de EGFR e o prognéstico do paciente. A superexpressao
de EGFR tem sido relatada em 30-90% dos carcinomas epidermdides de
cabeca e pescogo (ULANOVSKI et al. 2004; SZABO et al. 2011; HUANG et
al. 2012; MONTEIRO et al. 2010, 2012), e a incidéncia da amplificacdo do
gene foi demonstrada em cerca de 15-31% (BERNARDES et al. 2013).
Alguns autores constataram que a superexpressao de EGFR e amplificagao
tiveram relagédo com a diferenciagao tumoral e pior prognéstico nos tumores
de cabeca e pescoco (ULANOVSKI et al. 2004; HUANG et al. 2012; SZABO
et al. 2011).

A técnica de hibridizagao “in situ” fluorescente (FISH) é projetada para
detectar a amplificagdo génica. A amplificacdo do gene EGFR ¢,
frequentemente observada em neoplasias soélidas. O numero de cépias do
EGFR identificado por FISH é utilizado para avaliagdo progndéstica das
neoplasias. No cancer de pulmi&o ndo pequenas células, o aumento do
numero de coépia do EGFR, avaliado por FISH, foi correlacionada com a

evolugdo clinica significativamente melhor em pacientes tratados com
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inibidores de EGFR, sugerindo que o numero de copias do gene pode ser
um o6timo preditor prognéstico e de resposta ao tratamento. No entanto, esta
associacao ainda nao foi claramente demonstrada nos tumores de cabeca e
pescoco (BERNARDES et al. 2013).

Além disso, existem varios relatos conflitantes sobre a associagao
entre a expressao da proteina EGFR por imunoistoquimica e sobrevida nos
tumores de cabeca e pescoco. Muitos estudos tém indicado que a
superexpressao da proteina EGFR é significativamente correlacionada com
a sobrevivéncia em diversos tumores, incluindo cavidade oral (LAIMER et al.
2007; SZABO et al. 2011), enquanto outros ndo encontraram essa
associagao (ULANOVSKI et al. 2004; BERNARDES et al. 2013). Além disso,
dados conflitantes foram reportados em relacdo ao numero de coépias do
EGFR e a sobrevida e entre a associagdo do numero de coépias e a
expressao da proteina EGFR por imunoistoquimica. Essas discrepancias
podem resultar de diferengas na localizagado e padréo histolégico do tumor,
numeros de pacientes, heterogeneidade e os métodos utilizados para avaliar
0 numero de copias.

A associagao entre a alteracdo no numero de cépias do EGFR e a
expressao dessa proteina é importante para determinar qual € o mais

confiavel como indicador progndstico no carcinoma epidermdide de boca.



11

1.1.4 Ki-67

O Ki-67 € um marcador de proliferagao celular, altamente expresso na
maioria dos tumores, que identifica um antigeno expresso nas fases G1, S e
G2 do ciclo celular. O aumento de sua expressao foi associado a presenca
de metastase linfonodal (COUTINHO-CAMILLO et al. 2010) e seu indice tem
sido correlacionado com alto risco de recorréncia (SILVA et al. 2008) e pior
prognéstico em pacientes com CEC de lingua (XIE et al. 1999; SILVA et al.

2008) e boca (MYOUNG et al. 2006; COUTINHO-CAMILLO et al. 2010).

1.1.5 Moléculas de Adesao

No tecido epitelial o espaco entre as células vizinhas precisa estar
bem selado, impedindo que o fluido extracelular extravase. Também é
importante que a unido entre essas células suporte tensdes sem se romper.
Como as células de um tecido atuam de modo integrado, é importante que
haja comunicagdo e cooperagdo metabdlica entre elas (ALBERTS et al.
2004).

Os complexos juncionais intercelulares sdo estruturas importantes
para a arquitetura e fungdes fisioldgicas dos organismos multicelulares. As
jungdes celulares sao areas especializadas da membrana plasmatica que
sdo classificadas em trés grupos, de acordo com a fungdo que
desempenham:

e Jungdes bloqueadoras ou ocludentes: selam as células adjacentes
em uma camada epitelial, impedindo a passagem de substancias

entre o epitélio;
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e Jungbes aderentes ou de ancoragem: conectam mecanicamente as
células adjacentes e a matriz extracelular por meio do citoesqueleto;

e Jungbes comunicantes: permitem a passagem de sinais elétricos ou
quimicos entre as células adjacentes, formando jungdes conhecidas
como “gap” ou fenda.

As Jungdes Ocludentes (JO) sdo os componentes mais apicais dos
complexos juncionais e tém o papel no controle da polaridade epitelial e
endotelial e agem como uma barreira paracelular no transporte de ions,
agua e proteinas. Acredita-se que as JO também estejam envolvidas na
sinalizagcdo das cascatas que controlam o crescimento e a diferenciacéo
celular (ALBERTS et al. 2004). Essas jungbes sao compostas por varias
proteinas de membrana e periféricas: ocludinas, claudinas e as zonas

ocludentes 1 2 e 3.

. Claudinas

As claudinas, descobertas em 1998, sdo as principais proteinas de
vedacgao da JO e parecem ser importantes na montagem e estabilizagao de
corddes da JO. Elas estao ligadas a actina do citoesqueleto e participam na
sinalizagao intracelular (FURUSE et al. 1999; TSUKITA e FURUSE 1999).

Alteragdes na expressao de claudinas tém sido detectadas em
tumores e parecem estar correlacionadas com a sua progressao. No estudo
de LOURENCO et al. (2010) os padrdes de expressao de claudinas mostrou
uma forte correlagdo com o grau histolégico de carcinomas orais. A

expressao foi reduzida em areas de invasao e negativa em tumores pouco
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diferenciados. Este padrdo pode estar relacionado com a evolugado e o
prognostico destes tumores, especialmente o da claudina-7 que parece estar
associada a um prognostico reservado. Segundo BELLO et al. (2008) a
analise da expressao de claudina-7 em carcinoma de lingua pode ser util

para predizer o comportamento do tumor e o progndstico do paciente.

o E-Caderina e 3-catenina

A adesividade célula-célula é geralmente reduzida em varios
canceres humanos. As células tumorais sdo dissociadas das massas
tumorais, perdem sua polaridade celular e infiltram-se no estroma, levando a
eventos metastaticos subsequentes. Este processo € um passo crucial para
a progressao do tumor e a supressdo da adesividade célula-célula pode
desencadear a liberagdo de células tumorais dos “ninhos” do tumor primario
conferindo propriedades invasivas a esse tumor (HHROHASHI 1998).

As moléculas de adesdo intercelular s&o importantes no
desenvolvimento do tumor, na invasividade e no aparecimento de
metastases (MASSANO et al. 2006). Elas pertencem a quatro familias de
proteinas importantes: caderinas, integrinas, selectinas e imunoglobulinas.
Essas proteinas interagem com as moléculas da membrana basal e regulam
as interagbes espaciais e metabdlicas, célula-célula e célula-matriz
extracelular (CORTESINA e MARTONE 2006).

As moléculas de E-caderinas sao expressas por todos os epitélios
normais € mediam a adesdo celular (CORTESINA e MARTONE 2006). O

estudo de CHOW et al. (2001) demonstrou reducdo na expressao de E-
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caderina e cateninas em carcinoma epidermdide de lingua. Neste mesmo
estudo, a E-caderina foi considerada fator progndstico significante de
recorréncia e sobrevida, o que indica que a baixa regulagdo de E-caderina
foi um marcador genético importante para disseminagéao de células tumorais
para invasao e metastase nos casos analisados (CHOW et al. 2001).

O sistema E-caderina e [(-catenina esta intimamente relacionado a
invasdo tumoral e metastase. Os resultados da analise multivariada do
estudo de LIM et al. (2004) mostrou que a perda da expressao da E-caderina
foi o uUnico marcador imunoistoquimico associado a metastase cervical
tardia. UEDA et al. (2006) mostrou que a redugcédo na expressao de B- e y-
cateninas em carcinomas orais podem ser usadas como marcadores
potenciais de risco para metastase linfonodal e mau progndstico, sugerindo
que estes pacientes com tumores apresentando nenhuma ou reducido na
expressao de [3- e y-cateninas deveriam ser selecionados para tratamentos
mais agressivos.

Outro estudo evidenciou que a analise individual da expressao de [3-
catenina ndo representou um bom critério para predizer o risco de metastase
em carcinomas epiderméides de lingua, uma vez que, ndo houve diferenga
significativa na expressao entre os grupos com e sem metastases (FREITAS

et al. 2010).
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1.1.6 Podoplanina

A entrada de células tumorais em vasos linfaticos € um dos primeiros
passos para a metastase linfatica. A linfangiogénese ao redor de tumores
solidos pode promover metastase linfatica, proporcionando uma rota de
escape das células tumorais do sitio primario (SUGIURA et al. 2009; ZHANG
et al. 2011).

O anticorpo D2-40 detecta um marcador seletivo para endotélio
linfatico, permitindo a identificacdo dos vasos linfaticos em tecidos fixados
em formalina e incorporados em parafina, e diferenciando-os dos vasos
sanguineos (XUAN et al. 2005; MIYAHARA et al. 2007). Um elevado indice
de densidade linfatica (LVD, do inglés, lymphatic vessel density) e densidade
de microvasos (MVD, do inglés, microvessel density) foram relacionados a
metastase linfonodal e baixa taxa de sobrevida (MIYAHARA et al. 2007;
ZHANG et al. 2011).

Pacientes com elevados valores de densidade linfatica podem ter um
risco aumentado de metastase linfonodal, corroborando com a idéia que a
LVD é responsavel pela predominancia de disseminacao linfatica no cancer
de boca. Bidpsias pré-operatorias seguidas de coloragao adicional para D2-
40 e CD105 podem ser importantes indicadores progndsticos para
progressao da doenca e podem ser cruciais para decidir as estratégias
terapéuticas para pacientes com cancer de boca (MIYAHARA et al. 2007).

A densidade linfatica, usando o anticorpo D2-40 para detectar vasos
linfaticos, foi significativamente relacionada a metastase linfonodal (p<0.001)

em carcinoma epidermoide de boca no estudo de SUGIURA et al. (2009) e
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foi um fator de risco independente para metastase linfonodal em carcinomas

de lingua no estudo de ZHANG et al. (2011).

1.1.7 Metaloproteinase-9 (MMP-9)

Um acontecimento fundamental para o processo de invasao é a
migragao das células epiteliais neoplasicas rompendo o limite com o tecido
conjuntivo. Para que esse fendmeno ocorra sao necessarias alteragdes nas
interagbes entre as células neoplasicas e a matriz extracelular (MEC) e o
aumento na secregdo das enzimas degradadoras da MEC. Dentre essas
enzimas, destacam-se as metaloproteinases da matriz (MMP). Os niveis das
MMP nos tecidos saudaveis sao baixos ou praticamente indetectaveis,
entretanto, sua expressao é substancialmente aumentada na maioria das
neoplasias malignas, apresentando importante agdo proteolitica nos
processos de invasao e metastase. Neste aspecto, as MMP-2 e MMP-9 tém
um papel crucial na progressdo tumoral, atuando diretamente sobre os
componentes da membrana basal (MB), que é essencialmente constituido
por colageno do tipo IV (FAN et al. 2012). Atualmente, é aceito que a MB, a
qual separa o epitélio do tecido conjuntivo, representa a primeira estrutura a
ser degradada durante o processo de invasdao das células epiteliais
neoplasicas (VICENTE et al. 2005).

As expressdes de membros da familia MMP em carcinomas orais sao
relatados amplamente; no entanto, a correlacao dessas expressdes com as
caracteristicas clinico-patolégicas ainda é controversa. Alguns estudos

demonstraram que as expressbes MMP-9 esta correlacionada com grau
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histolégico, estadiamento clinico, metastase linfonodal e a distancia e pior

prognoéstico (KATAYAMA et al. 2004; APARNA et al. 2014).

1.1.8 p16

A proteina p16, codificada pelo gene CDKN2A (INK4A), um gene
supressor de tumor localizado no cromossomo 9p21, inativa a fungao do
complexo de ciclina D CDK4- e CDK6. A progressdao do ciclo celular é
dependente da acao dos complexos Ciclinas-CDKs. A inibicdo deste
processo € realizada por um grupo de proteinas que agem modulando a
acao desse complexo chamado Proteinas Inibitérias dos Complexos
Ciclinas-CDKs (CKIls); dentre elas destaca-se a proteina p16. A perda
funcional do gene da p16 pode estar associada ao desenvolvimento e
progressao de uma variedade de neoplasias malignas. Em situagao normal
de divisao celular controlada, a proteina p16 funciona como um regulador
negativo do ciclo celular, pois bloqueia sua progressao na fase G1. Acredita-
se que a perda desse mecanismo de controle negativo da divisao celular
favorece a ocorréncia dos primeiros passos necessarios para a
cancerizagao.

O estudo de PANDE et al. (1998) correlacionou a expressao
imunoistoquimica do p16 com os dados clinicos (idade, sexo, TNM, uso do
tabaco/betel) dos pacientes com carcinoma epidermoéide de boca. Os
autores observaram relagdo com o estadiamento do tumor, progressao e
consumo de tabaco/betel.

No estudo de TSAIl et al. (2001) houve uma correlagdo entre as
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alteragdes do gene p16 e a presenca de metastase linfonodal regional nos
pacientes com carcinoma de boca.

O p16 é considerado um marcador imunoistoquimico para avaliagao
da infeccdo pelo HPV de alto risco em tumores de orofaringe. A alta
expressao do p16 é altamente correlacionada com a positividade da PCR
para HPV de alto risco, sendo uma alternativa ao PCR, por ser um teste
tecnicamente simples e amplamente disponivel (KLAES et al. 2001;
KLUSSMAN et al. 2003; THOMAS e PRIMEAUX 2012; CHEN et al. 2012;
DUNCAN et al. 2013; LINGEN et al. 2013).

A perda da expressao de p16 por delecdo, mutacido ou hipermetilagcao
€ comum em tumores de cabeca e pescoco. Porém, a inativacdo funcional
do pRb pela proteina E7 HPV resulta em superexpressao de p16, o que faz
o0 p16 um marcador indicativo para infeccdo pelo HPV. Do mesmo modo, a
proteina E6 HPV pode inativar a p53, levando a uma baixa incidéncia de
mutacgao da p53 em tumores HPV positivos (KUMAR et al. 2008).

A superexpressao do p16 esta frequentemente relacionada a
infeccbes por HPV de alto risco em tumores de orofaringe, razdo do uso da
expressao imunoistoquimica do p16 como um marcador substituto para a
presenca desse virus. Os tumores relacionados com o HPV tém uma
biologia distinta e muitas vezes evidenciam melhores respostas ao
tratamento, o que torna a identificagdo do HPV importante nos canceres de
boca e orofaringe (EL-NAGGAR e WESTRA 2012).

Varios autores propdéem a expressao imunoistoquimica do p16 como

uma triagem inicial, seguida pela deteccdo do HPV com testes mais
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especificos nos tumores positivos para o p16. Embora ndo existam normas
internacionais para a detec¢ao do HPV no cancer de cabeca e pescoco, dois
algoritmos de diagndstico tém sido propostos, o primeiro utiliza
imunoistoquimica para detectar p16, seguida pela PCR para os HPV de alto
risco; o segundo também utiliza a técnica de imunoistoquimica, seguido de
hibridagao “in situ” para detectar DNA viral (SMEETS et al. 2007; SINGHI e

WESTRA 2010; EL-NAGGAR e WESTRA 2012; CANTARUTTI et al. 2014).

1.2 PAPILOMA ViRUS HUMANO (HPV)

Os tradicionais fatores de risco como o tabaco e o consumo de alcool
continuam sendo os responsaveis pela maioria dos tumores de cabeca e
pescogo. Porém, a infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV) é hoje
considerado um fator etiolégico de um grupo de tumores de orofaringe,
especialmente os localizados nas tonsilas (FAKHRY et al. 2008; NICHOLS
et al. 2009; PAl e WESTRA 2009).

A prevaléncia dos tumores de cabecga e pescogo positivos para HPV
varia de 20-60%. Os varios métodos de deteccdo contribuem para essa
ampla variagdo. Estudos epidemioldégicos mostram que os tumores
associados ao HPV ocorrem mais frequentemente em orofaringe, em
pacientes mais jovens, do género masculino, com condigbes sobcio-
econbmicas mais favoraveis e estdo expostos a mais parceiros sexuais e
sexo oral comparados aos pacientes com tumores HPV negativos (SMITH et

al. 2004).
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Os tumores HPV positivos s&o clinica e molecularmente distintos dos
HPV negativos e apresentam prognodsticos diferentes (FAKHRY et al. 2008;
NICHOLS et al. 2009; HENNESSEY et al. 2009; PAl e WESTRA 2009).

O papiloma virus humano (HPV) é um importante fator etiolégico do
cancer de orofaringe e relaciona-se com o aumento da incidéncia deste tipo
de tumor, principalmente em pacientes jovens (KUMAR et al. 2008). Porém
seu papel no cancer de boca ainda nao esta bem esclarecido. DUNCAN et
al. (2013) acredita ser o HPV de alto risco um fator causal no cancer oral. Ja
para LINGEN et al. (2013) o HPV n&do desempenha papel importante na
etiologia do cancer de boca; apenas a presenga do DNA do HPV néao

comprova uma associacao causal do ponto de vista molecular.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora as metastases linfonodais sejam pouco frequentes nos
tumores iniciais, quando presentes se relacionam com significativa piora no
prognoéstico. O cirurgido de cabeca e pescoco deve avaliar o risco de
metastases ocultas e a possivel indicagdo de um esvaziamento cervical
eletivo. Considerando que a avaliagao clinico-patolégica e a expressao de
algumas proteinas nos carcinomas epidermoides de boca em pacientes com
exame da regidao cervical clinicamente negativos (cNO) podem estar
relacionadas a ocorréncia de metastase linfonodal oculta (pN+), estes
potenciais marcadores poderiam ser uUteis na identificacdo de tumores com
maior risco de disseminagdo metastatica e assim clinicamente serem
utilizadas para selecionar pacientes candidatos a serem submetidos ao

esvaziamento cervical eletivo.
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OBJETIVOS

Avaliar a incidéncia de metastases cervicais ocultas em pacientes
com carcinoma inicial de lingua e assoalho bucal submetidos ao
esvaziamento cervical eletivo;

Comparar os resultados tardios de diferentes abordagens terapéuticas
(esvaziamento cervical eletivo versus observagao) nos pacientes com
tumores iniciais e pescogo clinicamente negativo;

Analisar os fatores de risco para ocorréncia de metastase cervical
oculta em pacientes com pescoco clinicamente negativo;

Avaliar a expressao imunoistoquimica de potenciais marcadores
associados ao risco de metastase cervical em carcinomas
epidermdides iniciais (T1-T2) de lingua e assoalho bucal. Os fatores
moleculares selecionados incluiram: p53, ciclina D1, Ki-67, EGFR, E-
caderina, B-catenina, claudina-7, D2-40, MMP-9 e p16;

Associar os fatores clinicos, patoldgicos e imunoistoquimicos com a
sobrevida dos pacientes com tumores iniciais de lingua e assoalho

bucal.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 POPULAGAO E PERIODO DO ESTUDO

Do universo de pacientes atendidos pelo Departamento de Cirurgia de
Cabecga e Pescogo e Otorrinolaringologia do A.C.Camargo Cancer Center,
no periodo de 1980 a 2010, foram selecionados para compor a amostra do
presente estudo, os pacientes portadores de carcinoma epiderméide de
lingua e assoalho bucal, estadios clinicos | e I, que foram submetidos ao

tratamento cirurgico como terapia inicial.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center sob o protocolo de n’
1528/11 (Anexo 1). Todas as informagdes coletadas dos prontuarios
médicos e os dados anatomo-patoldgicos foram colhidos, analisados e seréo
publicados preservando-se o sigilo e anonimato dos pacientes elegiveis para

o estudo.
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43 TIPO DE ESTUDO

Estudo de coorte retrospectivo. Através desse estudo procuramos
avaliar: a incidéncia de metastase linfonodal oculta; os fatores clinicos,
patolégicos e imunoistoquimicos relacionados ao risco de metastase oculta e
prognoéstico dos pacientes; assim como, indiretamente avaliar intervengdes
terapéuticas ou preventivas para os pacientes com maior risco de

desenvolverem a metastase cervical oculta.

44 PACIENTES

Um total de 222 pacientes foram elegiveis para o estudo. Foram
analisados os dados demograficos, cirurgicos e clinico-patolégicos dos
pacientes (Anexo 2). Os casos foram estudados nos prontuarios arquivados
no Servigo de Arquivo Médico Estatistico (SAME) do A.C.Camargo Cancer
Center. Da consulta realizada no arquivo de anatomia patoldgica, foram
selecionados 150 blocos de parafina referentes aos pacientes estudados
para a realizagdo das reacdes de imunoistoquimica, extracdo de DNA e

genotipagem de HPV e hibridizagao “in situ” fluorescente (FISH).

4.4.1 Critérios de inclusao
Foram incluidos os pacientes portadores de carcinoma epidermoéide
primario, estadios clinico | e Il, ou seja, cTINOMO e cT2NOMO, localizados

em lingua e/ou assoalho bucal, submetidos a cirurgia no A.C.Camargo
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Cancer Center como tratamento inicial, no periodo de 1980 a 2010, com

seguimento clinico minimo de 2 anos ou até o seu o6bito.

4.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes cujas amostras nao apresentaram
representacdo adequada da neoplasia no bloco de parafina; os pacientes
sem informagdes necessarias nos prontuarios; os pacientes que foram
submetidos a quimioterapia ou radioterapia previamente a cirurgia; os
pacientes que apresentaram metastase cervical e/ou a distdncia no
momento da admissao para o tratamento e os pacientes com tumores

localizados em base de lingua.

4.4.3 Grupos

Os pacientes do estudo foram separados em dois grupos de acordo
com o tratamento do pescoco clinicamente negativo: o grupo dos pacientes
submetidos ao esvaziamento cervical eletivo (ECE) e o grupo dos pacientes

que foram submetidos a observacéo do pescoco.

4.4.4 Esvaziamento Cervical Eletivo (ECE)

Foram considerados do grupo do esvaziamento cervical eletivo os
pacientes que foram submetidos ao tratamento cirdrgico do tumor associado
ao esvaziamento eletivo dos linfonodos do pesco¢go no mesmo ato cirurgico

ou em um segundo momento apds as caracteristicas da peca cirurgica
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indicarem um alto risco de metastase oculta. Normalmente o segundo ato

cirargico foi realizado apés 3-4 semanas da primeira cirurgia.

4.5 METASTASE LINFONODAL OCULTA

A metastase linfonodal oculta foi considerada quando o pescoco, ao
exame clinico e de imagem, foi considerado negativo para neoplasia, porém
houve o envolvimento do linfonodo cervical pelo tumor confirmado através
do exame anatomo-patolégico; apenas nos pacientes submetidos ao
esvaziamento cervical eletivo. Por tratar-se de um estudo retrospectivo,
foram usados os cortes histolégicos convencionais (n&o seriados) para as

analises dos linfonodos esvaziados.

4.6 DADOS PATOLOGICOS

Foram preparadas as laminas dos blocos selecionados da pecga
cirurgica e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Todas as laminas foram
revisadas pela pesquisadora juntamente com o patologista colaborador do
estudo para confirmagdo do diagndstico, revisdo e andlise dos dados
patolégicos a serem utilizados na pesquisa. Nesta etapa conseguimos um
total de 165 casos para analise.

Os dados patolégicos analisados foram: grau de diferenciagao

histoldgica, espessura tumoral, tipo de invasao, infiltrado inflamatdrio, reagéo
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desmoplasica, embolizacdo vascular/linfatica, invasao perineural, invasao

muscular e invasao glandular.

foram:

a)

Os critérios usados para definir as varidveis anatomo-patolégicas

Grau de diferenciagao histoldgica

Para o grau histolégico foi utilizado os critérios da Organizagao

Mundial de Saude (OMS), em que os tumores séo classificados em: bem

diferenciados ou grau I, moderadamente diferenciados ou grau |l e pouco

diferenciados ou grau lll (Figura 1).

1)

1

Grau 1 (bem diferenciados): Caracterizados pela presenca de células
poligonais estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares,
pouca mitose, pequeno grau de anaplasia, evidente queratinizagao,
com visiveis e numerosas pérolas corneas.

Grau 2 (moderadamente diferenciados): Caracterizados pela
presenca de células poligonais estratificadas, poucas pontes
intercelulares, mitoses numerosas e atipicas, pleomorfismo nuclear
evidente e com pérolas corneas escassas ou ausentes.

Grau 3 (pouco diferenciados): Caracterizados pela raridade de células
poligonais, com dificil visualizagdo de pontes intercelulares.
Predominio de células pequenas alongadas e indiferenciadas,
acentuado pleomorfismo e hipercromasia nuclear com mitoses
numerosas e atipicas.

Os tumores com diferentes caracteristicas histologicas foram

classificados segundo o aspecto predominante.
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Figura 1 - Grau de diferenciacao histolégica dos carcinomas epidermaoides.

A: tumor bem diferenciado ou grau 1; B: tumor moderadamente diferenciado ou grau 2; C:
tumor pouco diferenciado ou grau 3.

b) Espessura do tumor:

Para a analise de espessura tumoral foi tragada um linha reta
comegando da mucosa normal adjacente e realizada a medigao até a porgao
mais invasiva do tumor (HUANG et al. 2009). Essa etapa teve o auxilio do
software Aperio’s Image ScanScope, em que as medidas sdo geradas com
maior precisdo (Figura 2). Para as analises estatisticas foram utilizados os

“cut-offs” de 3mm, 4mm e 5mm.

Figura 2 - Fotomicrografia ilustrando a marcagcdo da espessura tumoral
tracada com auxilio do software Aperio’s Image ScanScope em amostras de

carcinomas epidermoéides
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c) Tipo de invasao tumoral
Padrao estabelecido segundo critérios modificados de ANNEROTH et
al. (1987) e BRYNE et al. (1989).
e Padrio de infiltrag&o tipo Deslocamento (“pushing”):
Caracterizado quando as células tumorais invadem em grandes

blocos celulares com interface tumor-hospedeiro bem delimitada.

1t

L)
N

Syt Ry
o

Figura 3 - Carcinoma epidermdide apresentando padrdo de invaséo tipo

“pushing”

e Padrdo de infiltrag&o tipo Infiltrante (“infiltrating”):
Caracterizado por invasdo em blocos/bandas de corddes sdlidos de

células tumorais que infiltram amplamente o estroma do 6rgao.

N

Figura 4 - Carcinoma epidermoéide com padrao de invasao infiltrativo
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e Padrdo de infiltrag&o dissociativo (“dissociation”):
Dissociagdo celular espraiada e pronunciada, pequeno grupo de
células tumorais e/ou em células individuais infiltrando amplamente o

estroma.

i

Figura 5 - Carcinoma epiderméide com padréo de invasao tipo dissociativo

d) Infiltrado inflamatorio

A presenga do infiltrado inflamatério foi dividida em ausente, leve,

moderado ou severo.

e) Reacao desmoplasica
A reagao desmoplasica foi dividida em ausente, leve, moderada ou

severa.

f) Invasdes vasculares, linfaticas, perineural, muscular e glandular
As invasdes foram classificadas em ausente ou presente. Caso
houvesse célula ou grupo de células tumorais invadindo francamente o

tecido em questao.
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Figura 6 - Carcinoma epidermaide invadindo o tecido glandular

4.7 IMUNOISTOQUIMICA

Todas as amostras em blocos de parafina foram cortadas em 3um de
espessura utilizando técnicas histolégicas convencionais e foram
transferidas para laminas (StarFrost®, Waldemar Knittel, Germany).

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas de forma
automatizada, utilizando o equipamento Ventana BenchMark XT (ROCHE®
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). As reag¢des foram sempre
acompanhadas de um controle positivo conforme recomendacdo do
fabricante.

As reagdes de imunoistoquimica automatizadas seguem um protocolo
estabelecido de acordo com os resultados obtidos por padronizagao prévia:
0 processo de desparafinizagao é realizado sem a necessidade do uso de
xilol utilizando o reagente EZPrep (ROCHE®) e sucessivas lavagens com

ReactionBuffer (ROCHE®). A recuperacao antigénica é realizada utilizando-
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se a solugao Cell Conditioner (ROCHE®) por 30 minutos, 60 minutos ou 90
minutos a temperaturas pré-definidas. As laminas sao lavadas com Reaction
Buffer, o bloqueio de proteinas inespecificas é feito com UV INHIBITOR
(ROCHE®). Apo6s o bloqueio e séries de lavagens com ReactionBuffer, o
anticorpo primario especifico € incubado por um determinado tempo, que
neste estudo variou de 16, 32 ou 60 minutos. Segue-se a etapa de
revelacdo das marcagdes, submetendo-se as laminas as solugcées UV HRP
UNIV MULT (ROCHE®), UV DAB (ROCHE®), UV DAB H202 (ROCHE®),
UV COPPER (ROCHE®), todas intercaladas por lavagens com
ReactionBuffer. A contra coloragao é feita com HEMATOXYLIN Il (ROCHE®)
e BLUING REAGENT (ROCHE®). As laminas foram retiradas do
equipamento e submetidas a processos de desidratacdo e montagem
também de forma automatizada, no equipamento Tissue-Tek®

Prisma®/Film® (SAKURA).

Figura 7 - Equipamento Ventana BenchMark XT (Roche®)
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4.71 Proteinas

As reagdoes de imunoistoquimica para p53, Ki-67, ciclina D1, E-
caderina, EGFR, Podoplanina (D2-40), B-catenina, claudina-7 e p16 foram
realizadas seguindo o protocolo da automagdo, mencionado acima,
utilizando as proteinas conforme Tabela 1.

Para os anticorpos MMP-9 e EGFR (clone EGFR.25) foi utilizado o
protocolo ndo automatizado. As Iaminas preparadas foram desparafinizadas
em estufa por 24 horas a 60°C, seguida de 2 banhos de xilol por 20 minutos.
O tecido foi rehidratado em banhos de etanol (100%, 85% e 75%) e as
laminas lavadas em agua. A recuperagao antigénica € um processo que
aumenta a reatividade e foi realizada por tratamento com calor na presenca
de tampéao de citrato 10mM pH 6.0, utilizando-se panela de pressao (PP)
(Solar, Rapid Express, Tramontina®). ApOs a recuperagao antigénica foi feito
0 bloqueio da peroxidase endogena utilizando-se solugdo de perdxido de
hidrogénio 3% em 4 banhos de 5 minutos cada. Foi feita a lavagem em agua
corrente e destilada e com solugédo salina tamponada com fosfatos (PBS)
10mM pH 7.4. As laminas foram entdo incubadas com os anticorpos
primarios por 18 horas a 4°C com o anticorpo especifico em camara umida
na titulacdo de 1:50. Foi utilizado o Post Primary Block (NovoLink Max
Polymer cod # RE7260-k, Reino Unido) por 30 minutos a 37°C e o kit
NovoLink Polymer por 30 minutos a 37°C. As laminas foram entéo
incubadas em solugao DAB e a contra coloracdo com Hematoxilina de Harris

por 1 minuto.
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Proteina Marca Clone Diluicao Automacgao/Protocolo | Padrao de
Ventana* marcagao
p53 Dako DO-7 1:1000 60CC1/32AB Ndcleo
Ki-67 Ventana/Roche 30-9 ready-to-use | 60CC1/16AB Nucleo
Ciclina D1 Ventana/Roche SP4-R ready-to-use | 30CC1/32AB Nucleo
E-caderina BD 36 1:2000 60CC1/32AB Membrana
B-catenina Cell Marque 14 ready-to-use | 30CC1/32AB Nucleo e
membrana
Claudina-7 Invitrogen 5D10F3 1:500 60CC1/60AB Membrana
EGFR Ventana/Roche 3C6 ready-to-use | 30CC1/32AB Membrana
EGFR Novocastra/Leica | EGFR.25 | 1:50 PP**/citrato/pH 6.0 Membrana
Podoplanina | Cell Marque D2-40 ready-to-use | 30CC1/32AB Vaso linfatico
MMP-9 Calbiochem 56-2A4 1:50 PP**/citrato/pH 6.0 Citoplasma
p16 Ventana/Roche | E6H4"™ | ready-to-use | 30CC1/32AB Nucleo e
citoplasma

Tempo utilizado para o CC1 e para incubagdo do anticorpo primario, por exemplo:
60CC1/32AB- 60minutos do CC1 e 32 minutos da incubacg&o do anticorpo primario.
** PP: Panela de Presséo

4.7.2 Interpretagao das reagoes imunoistoquimicas

A avaliagao dos resultados do estudo imunoistoquimico das proteinas
p53, Ki-67, ciclina D1 e B-catenina foi realizada, quantitativamente e de
forma automatizada, por meio do sistema Aperio ImageScope® systems XT,
da Aperio (Vista, CA, EUA), que é composto por um microscopio digital
automatizado (escaneador de laminas) com lentes objetivas de 20x, com
capacidade de reconhecer o tecido e dar foco automaticamente, acoplado a
uma camera com resolucao de 50.000 pixels por polegada (0,5 um per pixel)
e a um software de computador que analisa as laminas de acordo com
parametros pré-estabelecidos. O sistema de analise do Aperio constitui-se
de algoritmos para nucleo, membrana, quantificagcdo da intensidade de
coloragao, entre outros, que sao baseados em métodos de processamento

da morfologia da imagem. O software fornece informacdes da percentagem
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de células que apresentaram marcagao, da diferengca de intensidade das
marcagoes encontradas e o numero total de células marcadas analisadas

(Figura 8).
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Figura 8 - Exemplo da andlise no sistema Aperio ImagemScope com a
geragao da planilha com a percentagem e intensidade das células marcadas

e 0 numero total de células analisadas. As células coradas em vermelho

representam as células com intensidade de coloragéo forte (3+); as coradas em laranja
representam as com intensidade de coloragdo moderada (2+); as amarelas, com
intensidade fraca (1+) e as em azul sdo as células que ndo apresentaram marcagdo do

anticorpo em analise (0).

As laminas de imunoistoquimica foram digitalizadas e as imagens
capturadas e analisadas. Como as proteinas p53, Ki-67 e ciclina D1 tém sua
expressdo no nucleo, o algoritmo NuclearV1l foi utilizado para suas
respectivas analises. No caso da B-catenina foi utilizado tanto o algoritmo
nuclear como o de membrana (MembraneVl). As expressboes de
imunoistoquimica para esses anticorpos foram contadas com base tanto na

intensidade da coloragdo e também na proporgao (porcentagem) de células
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positivas, gerando quatro grupos de tumores. Esses resultados obtidos
foram arquivados em uma planilha de Excel para a avaliagao estatistica.

A positividade nuclear para p53, ciclina D1 e Ki-67 foram avaliadas
nas areas do fronte de invasdo tumoral, com um minimo de 1000 células
tumorais selecionadas para analise. A percentagem de células do tumor
imunorreativas para p53, ciclina D1 e Ki-67 foi pontuada de 0 a 3: (0)= <1%
de células tumorais positivas, (1)= 1-10% das células tumorais positivas,
(2)=11-50% células tumorais positivas, (3)= > 50% das células tumorais

positivas.

A p53

Para analise estatistica da imunoexpressao da proteina p53 e para a
analise de sobrevida foram considerados casos positivos aqueles com mais
de 10% de células tumorais marcadas (scores 2 e 3). Segundo HASEBE et
al. (1994), para avaliagao da imunoexpressao da p53, o limite de 10% pode
ser indicado para a separagao de bom e mau prognéstico e este valor tem
sido utilizado na maioria dos artigos publicados (YUEN et al. 2001; CHOI et
al. 2002; CARLOS DE VICENTE et al. 2004; LIM et al. 2004; KEUM et al.

2006).

B Ciclina D1
Baseado no estudo de LIM et al. (2004), os tumores que expressaram
menos de 40% de ciclina D1 foram considerados de baixa expressao e os

que expressaram mais de 40% foram considerados de alta expresséo.
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Cc Ki-67

Para andlise estatistica do Ki-67, foi realizada uma média da
porcentagem de expressdo de todos os casos e consideramos a média
como um “cut-off” para definicdo de baixa e alta expressdo. Foi utilizado um
outro “cut-off”, de 30%, para definir alta e baixa expressao de Ki-67 baseado

no estudo de LIM et al. (2004).

D B-catenina

Para a expressao de [(-catenina, uma coloragdo especifica na
membrana e/ou nucleo foi definida como coloragao positiva. A percentagem
de células marcadas no nucleo e membrana foram avaliadas separadamente
com os seus respectivos algoritmos (nuclearV1l e membraneV1).

A coloragao de B-catenina na membrana foi pontuada como se segue:
os tumores mostrando imunopositividade em >50% na membrana das
células foram classificados como positivos, enquanto que aqueles tumores
que mostram a imunocoloracdo de <50% das células tumorais foram
classificados como negativos (CHOW et al. 2001; LIM et al. 2004).

Para a coloragao nuclear de [B-catenina, os tumores foram pontuados
como se segue: (0)= <10% de células tumorais mostrando
imunorreatividade, (1)= 10-30% de células tumorais que mostram
immunoreatividade, (2)= 31-50 % de células tumorais mostrando
imunorreatividade; (3)= >50% das células tumorais mostrando

imunorreatividade. Para analise estatistica consideramos os tumores
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positivos 0s que apresentaram expressao em mais de 10% dos nucleos da
células tumorais (scores 1 2 e 3).

As proteinas E-caderina, claudina-7, podoplanina (D2-40),
metaloproteinases de matriz-9 (MMP-9), p16 e EGFR foram avaliadas
através do microscopio Optico, de forma nao automatizada, pela
pesquisadora em conjunto com o patologista colaborador do estudo, sem o
conhecimento da evolucdo clinica no momento da analise. No caso da
podoplanina foi realizada a contagem dos vasos linfaticos intra e peri

tumorais.

E E-caderina
Para avaliagdo da E-caderina tanto o Centro do Tumor (CT) como o
Fronte de Invasao (Fl) foram avaliados. Porém, para analise estatistica
somente o Fl foi levado em consideracgao.
Os critérios utilizados para a avaliagao foram baseados nos critérios
de FAN et al. (2013) e CHENG et al. (2013):
A distribuicao/intensidade de coloracéo:
J Marcagdo negativa em algum “ninho” tumoral no fronte de invaséo
(“hot spot”) (= 0),
o Marcacgéo indefinida com irregularidade na marcagéo do anticorpo em
membrana (= 1),
o Marcacéao definida, porém com descontinuidade na marcacgao (= 2)

o Marcacgéo positiva e definida na membrana (nenhuma perda) (= 3)
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Porcentagem de células positivas:

amostras com “hot spot” negativo foram consideradas 0,
amostras com 1-10% de células positivas (= 1),

11-75% positivas (= 2),

>75% (= 3).

ApoOs essa analise semi-quantitativa, um score foi gerado. Onde os

casos com distribuicdo de perda O e 1 foram considerados negativos e os

casos com marcagao definida e nenhuma perda (2 e 3), com percentagem

de células >10%, foram consideradas positivas.

Score 0- expressao negativa para E-caderina em algum ninho tumoral
Score 1- marcacgao indefinida e irregular de E-caderina
Score 2- marcacéao definida e descontinua de E-caderina

Score 3- ndo houve perda na expressao de E-caderina

Claudina-7

As seguintes pontuacgdes foram atribuidas para avaliagao da claudina-

Score 0-para menos do que 10% de positividade,

Score 1-para a positividade detectada entre 10-50% na membrana
das células do tumor,

Score 2-para a positividade detectada em mais de 50% na membrana

das células tumorais.
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Para a analise estatistica, os casos foram reagrupados como negativo
(até 10% de células positivas) e positivo (mais do que 10% de células
positivas). As glandulas salivares foram consideradas como controle interno

da amostra (LOURENCO et al. 2010).

G Podoplanina

Para contagem dos vasos linfaticos, as areas de tumor invasivo que
contém o maior numero de vasos linfaticos foram examinadas por
microscopia optica de luz. Os vasos subjacentes ao epitélio de revestimento
nao foram considerados na contagem dos vasos. No entanto, estes vasos
serviram como controle interno na avaliacido da qualidade de coloragao para
o D2-40. As areas peri e intra-tumorais foram avaliadas separadamente. Os
vasos individuais marcados com D2-40 foram contados em 5 campos de
400x (ou seja, 40x lente objetiva e 10x lente ocular). Cada contagem foi
expressa como 0 maior numero de vasos identificados dentro do campo de
400x (WEIDNER et al. 1991).

Foi calculada a média de vasos linfaticos nos cinco campos. Essa
média da contagem dos vasos dos 5 campos analisados foi considerada a
densidade de vasos linfaticos (LVD) e foi comparada entre os grupos com
presenca ou auséncia de metastase linfatica. Também efetuamos a
contagem total dos vasos nos 5 campos gerando um total de vasos

peritumoral e outro total de vasos intratumoral.
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H MMP-9

O score gerado para MMP-9 foi baseado na percentagem e
intensidade das células tumorais marcadas, sendo a intensidade graduada
em (0) nenhuma marcacgao, (1) marcacgao fraca, (2) marcagdo moderada, (3)
marcagao forte. A percentagem foi dividida em (0) <10% das células
tumorais marcadas (1) entre 10-50% e (2) >50% das células tumorais
marcadas (FRANCHI et al. 2002; BARROS et al. 2011). Foi realizada a
somatodria da intensidade e percentagem e gerando um score de 0-5. Os
tumores com score entre 0-3 foram considerados negativos e de 4-5

positivos.

| p16
A expressao de p16 foi avaliada de acordo com a marcacéo do nucleo
e/ou citoplasma das células do tumor. A expressido de p16 foi avaliada de

acordo com os parametros de KLAES et al. (2001) como se segue:

o negativo (<1% das células foram positivas);

o esporadicos (células isoladas foram positivas, mas <5%);

o focal (pequeno grupo de células focais positivas, entre 5 a 25% das
células);

o difuso ( >25% das células foram positivas).

Os resultados de p16 foram classificados em positivos ou negativos.
Consideramos como positivos todos os casos com >5% das células tumorais
marcadas (focal ou difuso) incluindo a marcag&o no nucleo, no citoplasma ou

em ambos.
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J EGFR

Para avaliacdo da expressdo de EGFR somente a marcagdo da
membrana foi considerada. A expressdao de EGFR foi avaliada de acordo
com uma escala de quatro pontos previamente definidos com base na
imunomarcagao das membranas das células do tumor da seguinte forma:
(0)-sem marcacdo ou marcagdo em <10% das células tumorais, (1)-
marcacgao fraca, homogénea ou desigual em >10% das células tumorais, (2)-
marcagdo moderada, homogénea ou desigual em >10% das células
tumorais, (3)-marcagao intensa, homogénea em toda membrana celular em
>10% das células tumorais. Esta escala foi subsequentemente agrupada em
duas categorias: negativo (0 ou 1) e positivo (2 ou 3) (MONTEIRO et al.
2010, 2012; BERNARDES et al. 2013).

Diante dos poucos casos considerados positivos na imunoistoquimica
utilizando o anticorpo contra EGFR, clone 3C6 (Ventana Medical System,
Inc.), que é um anticorpo monoclonal de camundongo dirigido contra o

dominio_extracelular da proteina de EGFR humano, nés realizamos novas

reacbes de imunoistoquimica contra EGFR utilizando um outro clone de

anticorpo, agora dirigido contra o dominio intracelular da proteina (clone
EGFR.25 Novocastra, Leica), que foi realizado utilizando a metodologia néo
automatizada, numa titulagdo 1:50. A avaliagao deste novo anticorpo seguiu

0s mesmos parametros utilizados com o clone anterior.
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4.8 HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) PARA

EGFR

De acordo com os dados encontrados a partir da imunoistoquimica
para o EGFR, foi realizada a hibridizac&o in situ fluorescente (FISH), método
considerado “padrao-ouro” para verificar a amplificagcao do gene EGFR nos
casos considerados positivos na imunoistoquimica. A hibridizagao “in situ”
fluorescente € uma técnica de custo elevado e requer equipamento e técnica
especializados, com microscopio de luz fluorescente e avaliagdo das laminas
em campo escuro.

As laminas com cortes convencionais dos casos de carcinoma de
lingua e assoalho bucal positivos na imunoistoquimica para EGFR foram
desparafinizadas por banhos em xilol e alcool, lavagens em agua destilada e
um banho em 0,2N HCI, por 20 minutos a temperatura ambiente. Os cortes
receberam um pré-tratamento em tampao citrato, pH6.0, a 80°C, em banho
maria por 1 hora. A digestdo enzimatica foi feita com pepsina (ready-to-use,
DAKO) por 8 minutos a temperatura ambiente, seguida por lavagens em
solugdo 2x SSC. As laminas foram desidratadas em banhos seguidos de
alcool nas concentragdes de 75%, 80% e 100%. Apds secagem ao ar, a
sonda para EGFR (ZytoLight® SPEC EGFR/CEN 7 Dual Color Probe,
Zytovision) foi aplicada. A incubagao ocorreu no Hibridizador (Hibridyzer,
DAKO), por 10 minutos a 75°C para desnaturacdo do DNA, e entédo por 44
horas a 37°C para hibridizacao da sonda.

As laminas foram colocadas em solugao pré-aquecida a 45°C em
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banho maria por 30 minutos com uréia 1,5M e 0,1xSSC, e lavadas em
solugdo 2xSSC. Apos desidratacdo em banhos em etanol 75%, 80% e
100% e secagem das laminas ao ar, foram aplicados 15uL de DAPI e foi

colocada a laminula para montagem das laminas.

4.8.1 Avaliagao do FISH

Os cortes foram avaliados em microscopio de fluorescéncia. Casos
apresentando dois sinais de cada sonda foram considerados sem alteracao
e casos com mais de trés sinais de cada sonda foram considerados
polissbmicos. Os casos com uma razao maior que 2 com relagao
gene/centrdmero (mais de 5 sinais do gene em comparagdo com 0s sinais
do centrdbmero do cromossomo) avaliados em mais de 20 nucleos foram

considerados amplificados.

49 GENOTIPAGEM HPV

Para testar se a expressdo imunoistoquimica de p16™K*

nas
amostras positivas esta ou ndo associada a presenca do DNA do Papiloma
virus humano (HPV), foram realizadas a detec¢cdo e genotipagem destes

casos.

491 Extragao de DNA
Para a investigagdo da infeccdo pelo HPV, foram coletados 96

amostras da nossa casuistica embebidos em parafina. Foram realizados
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cortes seriados dos blocos de tumor, com 4 um de espessura, confirmados
previamente por HE e os cortes intermediarios montados em laminas de
vidro para extracdo de DNA. Esses tecidos foram raspados com laminas de
bisturi estéreis (uma para cada caso) e transferidos para tubos de
polipropileno de 1,7ml estéreis. Para a extragao de DNA utilizou-se solugao
de proteinase K 0,1% em SDS (Dodecilsulfato de sddio) e em TE (tris-EDTA)
pH 9, seguido de precipitacdo com sulfato de amdnia (2,5mM) e etanol
100%. Os DNAs foram recuperados através de centrifugacdo a 4°C e
lavados duas vezes com etanol 70%. Em seguida, foram quantificados no
Nanodrop (Thermon Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). As
concentragbes dos DNAs foram padronizadas para 50ng/ul e a qualidade
confirmadas através da PCR utilizando iniciadores de B-globina humana
PCO3/PCO4 (amplicom 110pb) (SAIKI et al. 1985) analisados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (Figura 9) (SAMBROOK et al.

1989).

1353

603

271/281/310

234
194

118
€— 110pb

Ly

1= Marcador de peso molecular (phiX174 DNA/Hae 1Il Markers —Promega); 2 a 9 =Amaostras globina
positivas , 10= Controle positive (HPV-18 )

Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% para testar a qualidade
do DNA das amostras de carcinoma epidermoide de lingua e assoalho bucal

com B-globina humana (amplicom 110 pb).
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4.9.2 Método de Detecgao e Genotipagem do HPV

Para detecgdo e genotipagem do HPV foi utilizado o kit Inno-Lipa
(Innogenetics, Gent, Bélgica), que amplifica a regido mais conservada do
genoma de HPV (L1) utilizando iniciadores SPF10 biotinilados seguido de
hibridizacao reversa em linhas. O teste consiste em uma amplificacao inicial
para detecgao de HPV seguido de teste de hibridizagcado para genotipagem.
Este kit identifica 28 gendtipos diferentes do HPV. O ensaio abrange
gendtipos de HPV de alto risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 73, 82), baixo risco (6, 11, 40, 43, 44, 54, 70) e alguns tipos
adicionais (69, 71, 74).

As etapas de deteccao e genotipagem de HPV foram realizadas em
colaboragédo com o Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia das Doencgas
do HPV/Instituto de Pesquisa da Santa Casa de S&o Paulo (INCT/HPV). As
reagcdes foram realizadas, seguindo o protocolo do fabricante, de forma
automatizada, utilizando o equipamento AUTO BLOT 3000 (MEDTEC Inc.,
Chapel Hill, NC) (Figura 10). A incubagdo com o cromdgeno produz na fita
um precipitado na cor purpura (Figura 11) e os resultados sao interpretados

visualmente com auxilio da tabela de interpretagcédo do Kit (Anexo 3).
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Figura 10 - Equipamento AUTOBLOT 3000 utilizado na genotipagem de
HPV
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Figura 11 - Representa parte do diagrama que acompanha o Kit Inno-Lipa
para a interpretacdo dos resultados de HPV. Do nimero 1 a 18- amostras do

estudo 19- controle positivo e 20- No DNA (controle negativo).
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4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram avaliados usando o software estatistico SPSS,
versao 20 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A associagdo entre a
presenca de metastase linfonodal oculta e as variaveis clinico-patologicas e
imunoistoquimicas foram analisadas utilizando os testes de qui-quadrado
e/ou Exato de Fisher. A sobrevida global foi calculada usando os dados a
partir da data da cirurgia até a data da ultima informacéo objetiva de
seguimento ou oObito. A sobrevida cancer especifica foi calculada a partir da
data da cirurgia até a data do obito pelo cancer de lingua e/ou assoalho de
boca. Para as curvas de sobrevida foi utilizando o método de Kaplan-Meier e
estas foram comparadas pelo teste de long-rank. Para todos os testes, o
erro a foi estabelecido como 5%, isto €, os testes foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

51 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICO-CIRURGICOS

Um total de 222 pacientes foram elegiveis para o estudo clinico,
incluindo 161 homens (72,5%) e 61 mulheres (27,5%). A idade variou de 21
a 85 anos, com uma meédia de 58 anos. De acordo com estadio clinico, 84
eram tumores T1 (37,8%) e 138 T2 (62,2%). A localizagdo do tumor foi a
lingua em 168 casos (75,7%) e o assoalho bucal em 54 casos (24,3%).
Cento e sessenta e trés pacientes (73,4%) eram ou sao fumantes e 148
(66,7%) fazem ou faziam a ingesta de bebidas alcodlicas e 140 (63%)
apresentavam os dois habitos nocivos associados (fumo + alcool).

Com relacao ao tratamento do pescoco, os pacientes foram divididos
em dois grupos, os que foram submetidos ao esvaziamento cervical eletivo
(ECE) e os que tiveram somente o tumor primario ressecado e foi realizado
a observacdo do pescoco (OBS). O esvaziamento cervical eletivo foi
realizado em 161 pacientes (32 T1 e 129 T2) e a conduta de observacéo foi
realizada em 61 casos (52 T1 e 9 T2) (Figura 12). Com relagao ao tipo de
esvaziamento cervical eletivo, houve variagado ao longo dos anos (Figura 13),
mostrando-se a tendéncia de substituir o esvaziamento cervical radical ou

radical modificado por esvaziamento seletivo supra-omo-hidideo (SOH).
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Figura 12 - Fluxograma ilustrando os pacientes com carcinoma inicial de

lingua e assoalho bucal estratificados de acordo com o estadio clinico do

tumor (T), tratamento do pescogo-observagdo (OBS) ou esvaziamento cervical eletivo
(ECE), status patolégico do linfonodo (pN), radioterapia adjuvante (RT) ou néo e recidiva

cervical ipsilateral (RI).
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Figura 13 - Tipo de esvaziamento cervical eletivo ao longo dos anos no

A.C.Camargo Cancer Center (*SOH-esvaziamento supra-homo-hidideo; Radical Mod-

radical modificado)

As caracteristicas dos pacientes nos diferentes grupos de conduta do

pescoco estdo listadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes por grupo

(n=222)

Caracteristicas Grupo OBS Grupo ECE Total p

N° de pacientes 61 161 222

Idade

Média (anos) 58.49 57.85 58 0,742
Género

Homem 41 120 161 0,275
Mulher 20 41 61

Fumo

Sim 41 122 163 0,371
Néo 17 35 52

Ignorado 3 4 7

Alcool

Sim 36 112 148 0,32
Néo 22 44 66

Ignorado 3 5 8

Local do Tumor

Lingua 53 115 168 0,017
Assoalho bucal 8 46 54

T clinico

cT1 52 32 84 <0,001
cT2 9 129 138

Espessura

<3mm 22 22 44

>=3mm 17 107 124 <0,001
Ignorado 22 32 54

Grau Histolégico

Grau 1 37 71 108

Grau 2 14 66 80 <0,001
Grau 3 2 22 24

Ignorado 8 2 10

Invasao Perineural

Sim 7 42 49

Nao 31 87 118 0,007
Ignorado 23 32 55

Tipo de ECE (n=161)

ECSOH (I-111) - 100 100

ECRM - 20 20 -
ECR - 25 25

ECS (I-IV) - 16 16

pN- - 128 128 -

pN+ - 33 33

OBS - observacao, ECE- Esvaziamento Cervical Eletivo, ECSOH- esvaziamento cervical
supraomohiodeo, ECRM- esvaziamento cervical radical modificado, ECR- esvaziamento

cervical radical, ECS- esvaziamento cervical seletivo.
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A taxa de metastases linfonodais ocultas (pN+) nos pacientes
submetidos ao esvaziamento cervical eletivo foi de 20,5% (33/161). Dos 33
pacientes com pN+ 29 (87,8%) eram portadores de tumores T2 e 4 (12,2%)
de tumores T1. As taxas de metastase linfonodal oculta foram de 12,5%
(4/32) nos casos T1 e 22,5% (29/129) nos casos T2. A maioria dos casos de
pN+ tiveram comprometimento no nivel Il (57,6%) ou nivel | (24,3%), apenas
1 paciente teve comprometimento do nivel Il (3%) e 5 pacientes tiveram
metastases nos niveis | e Il ao mesmo tempo (15,2%).

Com relacido a presenca de recidivas, a recidiva local apenas foi a
mais comum (32 pacientes) e a recaida regional apenas, o segundo local
mais comum (13 pacientes). A presengca de metastase a distancia foi
encontrada em 5 pacientes, e desses, todos foram a 6bito pela doenca.

A taxa de recorréncia regional ipsilateral foi de 14,8% (9 de 61
pacientes) no grupo observacional, muito maior que no grupo submetido ao
esvaziamento cervical eletivo, que foi de apenas 6,8% (11 de 161 pacientes)
(p=0.061). Dos 9 pacientes com recorréncia regional do grupo
observacional, 8 casos foram submetidos a cirurgia de resgate
(esvaziamento cervical).

Setenta e cinco pacientes morreram de causas nao relacionadas ao
cancer, enquanto que trinta e um pacientes foram a obito pela doencga, 110
pacientes estavam vivos na ultima avaliagdo objetiva de seguimento e 6
pacientes foram perdidos de seguimento.

Com relagao a sobrevida global e os dados clinicos houve diferencas

estatisticamente significativas entre os fatores: sexo feminino e sexo
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masculino (p=0.004), entre os nao fumantes e fumantes (p=0.013) e entre os
que consomem alcool dos que ndo consomem (p=0.016) (Figuras 14 15 e
16). A sobrevida cancer especifica em 5 anos dos pacientes com tumores T1
foi maior que a naqueles com tumores T2 (94,3% vs 84,4%,
respectivamente), com diferenga estatisticamente significante (p=0.014)
(Figura 17).

A presenca da metastase linfonodal oculta comprometeu a sobrevida
cancer-especifica e a global. A sobrevida cancer-especifica em 5 anos nos
pacientes sem metastase foi de 90%, ja a dos pacientes com metastase
oculta foi de 65% (p=0,001) (Figuras 18 e 19).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as curvas de
sobrevidas global e cancer-especifica entre os pacientes dos grupos de

observacgao e esvaziamento cervical eletivo (Figuras 20 e 21).
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Figura 14 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) mostrando a diferenga
entre sexo feminino e masculino em paciente com carcinoma epidermoide
de lingua e assoalho bucal (n=222), (p=0,004).
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Figura 15 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) mostrando a diferenca

entre os pacientes fumantes e ndo fumantes com carcinoma epidermdide de

lingua e assoalho bucal (n=215) (p=0,013).
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Figura 16 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) mostrando a diferencga

entre os pacientes com carcinoma epidermdide de lingua e assoalho bucal

que consomem alcool dos que ndo consomem (n=214) (p=0,016).
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Figura 17 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando

a diferenga entre os tumores cT1 e cT2 (n=222) (p=0,014).
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Figura 18 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando

a diferenca entre os pacientes com e sem metastase linfonodal oculta
(n=161) (p=0,001).
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Figura 19 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) mostrando a diferenga

entre os pacientes com e sem metastase linfonodal oculta (n=161) (p=0,04).

Survival Functions

GRUPOS
=FVOBSERVACAD
~ITECE

== OBS-censored
== ECE-censored

=
=)
1

Sobrevida Cancer-especifica
{=]
=
1

=]
T
L

0,0

T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

TEMPO_MESES

Figura 20 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) dos grupos

de observacéo e esvaziamento cervical eletivo (n=222) (p=0,09).
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Figura 21 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) mostrando que né&o
houve diferenga estatistica entre as curvas dos grupos de observagao e

esvaziamento cervical eletivo (n=222) (p=0,36).

5.2 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Para andlise dos dados clinico-patolégicos 165 pacientes foram
elegiveis para o estudo, sendo 115 homens (69,7%) e 50 mulheres (30,3%),
com idades variando de 21 a 85 anos de idade (média, 58 anos). Com
relacéo a localizagao do tumor primario 123 casos (74,5%) foram localizados
na lingua e 42 (25,5%) no assoalho bucal; 56 casos foram estadiados como
T1 (34%) e 109 como T2 (66%). Dos 165 pacientes 129 foram submetidos
ao esvaziamento cervical eletivo (Tabela 3).

A metastase linfonodal oculta (pN+) foi detectada em 29 pacientes

dos 129 que foram submetidos ao esvaziamento cervical eletivo (22,4%).
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas de cada grupo (n=165)

Caracteristica Grupo OBS Grupo ECE Total p

N° de pacientes 36 129 165

Idade, anos

Mediana 59.00 57.00

Média 59.47 57.60

Género

Masculino 24 91 115 0.39
Feminino 12 38 50

Tabaco

Sim 26 93 119 0.57
Nao 8 33 41

Ignorado 2 3 5

Alcool

Sim 19 85 104 0.28
Nao 15 41 56

Ignorado 2 3 5

Local do tumor

Lingua 30 93 123 0.12
Assoalho de boca 6 36 42

cT

cT1 31 25 56 <0.001
cT2 5 104 109

pT

pT1 32 54 86 <0.001
pT2 4 69 73

Ignorado 0 6 6

Espessura

<3mm 22 25 47 <0.001
>=3mm 12 101 113

Ignorado 2 3 5

Espessura

<4 mm 28 39 67

>=4 mm 6 87 93 <0.001
Ignorado 2 3 5

Grau Histolégico

Grau 1 24 52 76

Grau 2 10 57 67 0.017
Grau 3 2 20 22

Invasao Perineural

Sim 7 42 49 0.09
Nao 29 87 116

Esvaziamento cervical (n=161)

ECSOH (I-11I) - 79 79

ECRM - 16 16 -
ECR - 22 22

ECS (I-IV) - 12 12

Status Patoldgico do linfonodo (n=161)

pN- - 129 129 -

pN+ - 29 29

Abreviagoes: OBS-observacado; ECE-esvaziamento cervical eletivo; ECSOH-esvaziamento
cervical supraomohioideo; ECRM-esvaziamento cervical radical modificado; ECR-
esvaziamento cervical radical; ECS-esvaziamento cervical seletivo.
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Todos os dados clinicos e patolégicos dos 129 casos submetidos ao
esvaziamento cervical foram cruzados com o risco de metastase linfonodal
oculta. A espessura do tumor maior ou igual a 4mm, o pT e o grau
histolégico foram associados com um alto risco de desenvolvimento de
metastase oculta (Tabela 4). Com relagdo a espessura do tumor, dos 126
casos avaliados, 38 (30,2%) tinham espessura menor ou igual a 4mm e 88
(69,8%) tinham espessura maior que 4mm. Com relagdo o pT, dos 123
casos avaliados, 54 casos (43,9%) eram pT1 e 69 (56,1%) eram pT2. Com
relacdo ao grau histoldégico, 52 eram bem diferenciados, 57 eram

moderadamente diferenciados e 20 casos eram pouco diferenciados.
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Tabela 4 - Relagdo dos dados clinicos-patolégicos e a presenca ou nao de
metastase linfonodal oculta (n=129)
Metastase Linfonodal Oculta
(pN+)
Dasio_s nao sim total P
Patolégicos
Sexo feminino 32 (84,2%) 6 (15,8%) 38
masculino 68 (74,7%) 23 (25,3%) 91 p=0,23
total 100 29 129
Idade <40 anos 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13
>40 anos 92 (79,3%) 24 (20,7%) 116 p=0,16
total 100 29 129
Local lingua 71 (76,3%) 22 (23,7%) 93
soalho boca 29 (80,6%) 7 (19,4%) 36 p=0,6
total 100 29 129
Tabaco nao 27 (81,8%) 6 (18,2%) 33
sim 70 (75,3%) 23 (24,7%) 93 p=0,44
total 97 29 126
cT cT1 22 (88%) 3 (12%) 25
cT2 78 (75%) 26 (25%) 104 p=0,16
total 100 29 129
igual ou
Espessura 3mm menor 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23
maior 78 (75%) 26 (25%) 104
total 99 28 127 p= 0,08
igual ou
Espessura 4mm menor 35 (92%) 3 (8%) 38
maior 63 (71,6%) 25 (28,4%) 88
total 98 28 126 p= 0,01
igual ou
Espessura 5mm menor 43 (91,5%) 4 (8,5%) 47
maior 55 (69,6%) 24 (30,4%) 79
total 98 28 126 p= 0,004
Grau Histolégico | 42 (80,8%) 10 (19,2%) 52
Il 47 (82,5%) 10 (17,5%) 57
i 11 (565%) 9 (45%) 20
total 100 29 129 p=0,03
T patolégico pT1 48 (89%) 6 (11%) 54
pT2 48 (69,6%) 21 (30,4%) 69
total 96 27 123 p=0,008
Tipo de invasao pushing 5 (71,4%) 2 (28,6%) 7
infiltrativo 55 (83,3%) 11(16,7%) 66
dissociativo 40 (71.4%) 16 (28.6%) 56
total 100 29 129 p=0,21
Embolizagao
linfatica nao 92 (79,3%) 24 (20,7%) 116
sim 8 (61,5%) 5 (38,5%) 13
total 100 29 129 p=0,16
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Metastase Linfonodal Oculta

(pPN+)
Daf;io_s nao sim total P
Patolégicos
Invaséao perineural nao 66 (75,9%) 21 (24,1%) 87
sim 34 (81%) 8 (19%) 42
100 29 129 p=0,65
Invaséo glandular néo 87 (77,7%) 25 (22,3%) 112
sim 12 (75%) 4 (25%) 16
total 99 29 128 p=0,75
Invasdo muscular néo 27 (84,4%) 5 (15,6%) 32
sim 72 (75%) 24 (25%) 96
99 29 128 p=0.33
Reacao
desmoplasica ausente 13 (76,5%) 4 (23,5%) 17
leve 33 (80,5%) 8 (19,5%) 41
moderado 27 (77,1%) 8 (22,9%) 35
severo 27 (75%) 9 (25%) 36
100 29 129 p=0,93
Infiltrado
inflamatorio ausente 1 (100%) 0 1
leve 18 (75%) 6 (25%) 24
moderado 43 (75,4%) 14 (24,6%) 57
severo 38 (80,9%) 9 (19,1%) 47
100 29 129 p=0,83

Com relagao as analises de sobrevida e de fatores patolégicos, houve

diferenca estatistica na sobrevida cancer especifica entre os grupos: com

espessura tumoral menor e maior que 5mm (p=0.05), pT1 e pT2 (p=0.009) e

com e sem linfonodos comprometidos (p=0.001) (Figuras 22, 23 e 24).



62

Survival Functions

espessura 5mm

= Imenor Smm
= Tmaier 5mm
== menor-censored
== maior-censored

1,0

0,849

0,64

0,4

Sobrevida Cancer Especifica

0,249

0,0

T T T T T T T T T T T
o 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tempo_meses

Figura 22- Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando
a diferenca entre os pacientes com tumores de espessura menor ou maior

que Smm.
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Figura 23 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando

a diferencga entre os pacientes com tumores pT1 e pT2.
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Survival Functions
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Figura 24 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando

a diferencga entre os pacientes com e sem metastase linfonodal oculta.
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5.3 DADOS IMUNOISTOQUIMICOS

5.3.1 p53

A expressao imunoistoquimica de p53 pdde ser avaliada em 133
casos. O indice de marcacéao variou entre 0% e 91,92%, com uma média de
31,84% e uma mediana de 26,63%. Um score 3 para p53 (>50%) foi

encontrada em 46 de 133 (34,5%) tumores.

Figura 25 - Expressdo nuclear da proteina p53 em amostra de carcinoma

epidermdide oral

Em relagdo a expressao de p53 e os parametros clinico-patologicos,
nenhuma correlagéo significativa foi detectada entre p53 e sexo, T-clinico,
pT, grau histolégico de diferenciagao, espessura, tipo de invasao, invasao
perineural, embolizagdo vascular, metastase linfonodal oculta (p=0.36) e

recidiva.
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Figura 26 - Grafico de barra de erros mostrando que n&o houve diferenga na

expressao de p53 entre os grupos com e sem metastase linfonodal oculta.

Em relacdo a sobrevida global de todos os 133 casos, houve
diferenca estatisticamente significativa entre os casos p53-positivos (>10%)
e p53-negativo (<10%) (p=0.05), sendo a sobrevida global em 5 anos dos
casos p53-negativos 78,1% e dos casos p53-positivos 61,7% e em 10 anos,
64,3% e 45,9% respectivamente (Figura 27). Porém, em relagéo a sobrevida
cancer especifica, ndo houve diferenga entre os casos p53-positivos (>10%)
e p53-negativo (<10%) (p=0.14), sendo em 5 anos 92,3% nos casos p53-
negativos e 82.3% nos casos p53-positivos e em 10 anos, 89,2% e 78,2%

respectivamente.
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Figura 27 - Curvas de Sobrevida global da expressdo da proteina p53 em

pacientes com carcinoma epidermoide inicial de lingua e assoalho bucal

5.3.2 Ki-67

A expressao imunoistoquimica de Ki-67 pdde ser avaliada em 135
casos e foi observada em 100% dos tumores. Um score 3 para Ki-67 (>50%)
foi encontrado em 53 de 135 (39.2%) tumores. Apenas 1 caso teve o score 1
(expressao entre 1-10%). A percentagem de expressao variou entre 8-91%

com uma média de 44,8% e uma mediana de 43% (desvio padrao 17.3).

epidermdide inicial de lingua e assoalho bucal
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Nao houve relagao entre a presenca de metastase linfonodal oculta e
a alta e baixa expressdao de Ki-67 pela média (p=0.63). Com relagao a
sobrevidas global e cancer-especifica, ndao houve diferenga entre os grupos
com alta e baixa expressao (p=0.65 e p=0.57). Sendo a sobrevida global em
5 anos 69% nos tumores de baixa expressao e 69% nos de alta expressao e
em 10 anos, 59,7% e 51,7%, respectivamente. A sobrevida cancer-
especifica foi de 86.3% nos tumores com baixa expressao de Ki-67 e 89,7%
nos de alta expressao.

Utilizando o cut-off de 30%, 31 casos (23%) tiveram baixa expresséo
de Ki-67 (menos de 30% do nucleo das células tumorais) e 104 casos (77%)
tiveram alta expressao de Ki-67. Nao houve diferenga entre a alta e a baixa
expressao de Ki-67 com a presenca ou ndo de metastase linfonodal oculta
(p=0.82), nem com as sobrevidas global (p=0.14) e cancer-especifica

(p=0.07).

95% Cl percentagem Ki-67

40,00

Metastase Linfonodal

Figura 29 - Grafico de barra de erros mostrando que ndo houve diferenga

entre as percentagens de Ki-67 no grupo com e sem metastase linfonodal.
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5.3.3 Ciclina D1

A expresséao de ciclina D1 foi avaliada em 137 casos. A porcentagem
de expressao de ciclina D1 variou de 0,37 a 87,9% com uma média de
29,35% e uma mediana de 28%. Apenas 2 casos (1.5%) ndo expressaram
ciclina D1. Utilizando o cut-off de 40% para baixa e alta expressao de ciclina
D1 106 casos tiveram baixa expressao de ciclina D1 e 31 casos tiveram alta

expressao (acima de 40%).
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Figura 30 - Expresséao de ciclina D1 no nucleo das células em amostra de

carcinoma epidermaide inicial de lingua e assoalho bucal

Com relagao a sobrevida global, ndo houve diferenga entre os grupos
com alta e baixa expressé&o de ciclina D1 (p=0.87). Sendo a sobrevida global
em 5 anos de 70,1% nos tumores de baixa expressao e 70,1% nos de alta
expressao. Com relagao a sobrevida cancer-especifica, ndo houve diferenca
entre os grupos com alta e baixa expressdo de ciclina D1 (p=0.86). A
sobrevida cancer-especifica em 5 anos foi de 86,9% nos tumores com baixa
expressao de ciclina D1 e 88,1% nos de alta expressao. Também nao houve
diferenca entre a alta e baixa expressao de ciclina D1 com a presenga de

metastase linfonodal oculta (p=0.92).
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5.3.4 EGFR

A expressao de EGFR (clone 3C6) foi avaliada em 142 casos. Desses
124 foram considerados negativos e 18 casos considerados positivos
(scores 2 e 3). SO foi considerada a expressédo da proteina na membrana
das células tumorais. A superexpressdo do EGFR foi encontrada em 18
casos (12,7%) e foi significativamente associada com pT (p = 0.009),
espessura superior a 4 mm (p=0.017), invasdo muscular (p=0.04), reacao
desmoplasica (p=0.04), infiltrado inflamatério (p = 0.03), embolizagao
linfatica (p=0.02), modo de invasao (p=0.03) e invasao perineural (p=0.006).
A superexpressao de EGFR também foi associada com metastase linfonodal
(p=0.03) e recidiva regional (p=0.02) (Tabela 5). A sobrevida céancer-
especifica em 5 anos diminuiu de 89,4% no grupo sem expressdao EGFR
para 75,3% no grupo com superexpressao de EGFR (p=0.023) (Figura 33).

A expressado de EGFR (clone EGFR.25) foi avaliada em 140 casos,
sendo 97 casos (69,3%) considerados negativos (score 0 e 1) e 43 (30,7%)
positivos. A superexpressao (score 2 e 3) foi associada a pT (p=0.002),
espessura maior que 4mm (p=0.01), modo de invasao (p=0.007), invasao
muscular (p=0.006), metastase linofondal oculta (p=0.02) e presenca de
metastase linfonodal (p=0.005) (Tabela 5). A superexpressao teve impacto
significativo na sobrevida cancer-especifica dos pacientes, sendo em 5 anos
92,1% no grupo negativo e 79,2% no grupo que superexpressou o EGFR
(clone EGFR.25) (p=0.026) (Figura 34).

Todos os 18 casos positivos para o EGFR (clone 3C6) foram também

positivos no clone EGFR.25.
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Tabela 5 - Expressdo de EGFR (clones 3C6 e EGFR.25) e caracteristicas
patologicas, metastase linfonodal e recorréncia regional.

Caracteristica EGFR- EGFR+ EGFR - EGFR +
) ) categoria total p Total p
s histologicas (3C6) (3C6) (EGFR.25)  (EGFR.25)
grau 1 54 6 60 41 18 59
Grau
) ) grau 2 49 7 56 40 15 55
Histologico
grau 3 17 5 22 0.31 14 8 22 0.72
Espessura <4mm 49 2 51 42 9 51
tumoral >4mm 67 16 83 0.01 51 31 82 0.019
T pT1 67 4 71 58 12 70
P pT2 50 13 63 0.009 36 26 62 0.002
pushing 6 0 6 5 1 6
Modo de
) ~ infiltration 67 5 72 57 14 71
invasao
dissociativo 47 13 60 0.03 33 26 59 0.007
Invasdo nao 86 7 93 68 24 92
perineural sim 34 11 45 0.006 27 17 44 0.16
Invasao nao 33 1 34 30 4 34
muscular sim 86 17 103 0.04 64 37 101 0.006
nao 0 1 1 0 1 1
Infiltrado leve 24 7 31 18 12 30
Inflamatério moderado 52 4 56 37 18 55
intenso 44 6 50 0.03 40 10 50 0.09
nao 23 0 23 19 4 23
Reacao
leve 37 6 43 28 15 43
desmoplasic
moderado 32 3 35 25 8 33
a
intenso 28 9 37 0.04 23 14 37 0.29
Embolizagdo nao 111 13 124 86 36 122
linfatica sim 9 5 14 0.02 9 5 14 0.63
Metastase nao 75 10 85 62 23 85
linfonodal
sim 23 6 29 0.23 14 14 28 0.02
oculta
Metastase nao 97 10 107 80 26 106
Linfonodal sim 27 8 35 0.03 17 17 34 0.005
Recorréncia nao 110 12 122 87 34 121
Regional sim 14 6 20 0.02 10 9 19 0.09
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Figura 31 - Expressdo de EGFR (clone 3C6) na membrana de carcinoma

inicial de lingua e assoalho bucal. A: score 0; B: score 1; C: score 2; D: score 3.

Figura 32 - Fotomicrografias de dois casos considerados 3+ para EGFR,

com a expressao completa em toda a membrana das células tumorais.
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Figura 33 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando
a diferenga entre os tumores com alta e baixa expressao de EGFR (clone
3C6).
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Figura 34 - Curva de sobrevida cancer-especifica (Kaplan-Meier) mostrando
a diferenca entre os tumores com alta e baixa expressédo de EGFR (Clone
EGFR.25).

Quando agrupamos a expressao de EGFR (clone EGFR.25) com o
estadiamento clinico tumoral (cT), observamos diferengas nas curvas de
sobrevida cancer-especifica (Figura 33). O grupo dos tumores cT1 com
EGFR negativo ou positivo tiveram uma sobrevida céncer-especifica em 5
anos de 97% e 100% respectivamente, enquanto que o grupo dos tumores
cT2 com alta expressao de EGFR apresentou em 5 anos uma sobrevida de

71%, esta diferencga foi estatisticamente significativa (p=0.006).
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Figura 35 - Curvas de sobrevida cancer especifica mostrando os grupos cT-

EGFR em pacientes com carcinoma epidermoide de lingua e assoalho bucal

5.3.5 p16

A expressao de p16 foi avaliada em 138 casos; 27 (19,5%) foram
positivos para p16, sendo 20 (74%) do tipo difuso e 7 (26%) do tipo focal.

Nao houve relacédo entre o sexo, a presenca de metastase linfonodal
oculta, cT, pT, espessura tumoral, grau histologico e tipo de invasao com a
expressado de p16. Com relagdo as sobrevidas global e cancer-especifica,
nao houve diferenga entre os grupos com expressdo de p16 (p=0.53 e
p=0.79). Sendo a sobrevida global em 5 anos de 71,8% nos tumores sem
expressao de p16 e 57,7% nos com expressao de p16 e em 10 anos, 57,6%
e 42,3%, respectivamente. E a sobrevida cancer-especifica em 5 anos, 87%

nos tumores sem expressao de p16 e 88,1% nos casos positivos para p16.
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Figura 36 - Expressdo de p16 em carcinoma epidermdide oral. A: ndo houve

expressao de p16 (negativo), B: expressao de p16 no citoplasma de mais de 5% das células
tumorais (positivo focal), C: expressao forte de p16 no nucleo e citoplasma da absoluta

maioria das células tumorais (positivo tipo difuso).

5.3.6 E-Caderina

Dos 140 casos analisados para E-caderina, apenas 4 (2,9%) tiveram
“‘perda total” de E-caderina em algum “ninho” tumoral (score 0). 30 casos
(21,4%) foram classificados como score 1, 86 casos (61,4%) foram
classificados como score 2 e 20 casos (14,3%) nao tiveram perda da
expressao (score 3). Ndo houve diferenga entre os grupos com perda
(scores 0 e 1) e sem perda (scores 2 e 3) com relagdo a presencga de
metastase linfonodal oculta (p=0.45), recaida (p=0.90) e sobrevidas global

(p=0.60) e cancer especifica (p=0.66).

S AN R
Figura 37 - Expressdo de E-caderina em carcinoma epidermdide oral. A:
perda quase total de E-caderina em blocos tumorais no fronte de invaséo. B: Expressao de

E-caderina na membrana dos blocos tumorais no fronte de invaséo.
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Se agruparmos os pacientes com score 0 1 e 2 como “perda” de E-
caderina (<75%) e analisarmos em comparag¢ao com os 20 casos com score
3, sem perda de E-caderina, ndo houve associagdo com a presenca de
metastase linfonodal oculta (p=0.75) nem com as sobrevidas global (p=0.79)

e cancer especifica (p=0.96).

5.3.7 Podoplanina (D2-40)

Foram analisados os vasos intratumorais em 119 casos. A densidade
de vasos linfaticos (média de vasos intratumorais em 5 campos) foi 4.08 e a
mediana 3.80, sendo o minimo 0 e o maximo 15.8. Nao houve diferenga nas
densidades de vasos linfaticos entre os grupos sem metastase linfonodal
oculta (média 4.10 DP 2.85) e com metastase linfonodal oculta (média 4.03
DP 2.48). A média do total de vasos intratumorais (soma dos 5 campos
avaliados) foi de 20.41, sendo o minimo 0 e o maximo 79. Nao houve
diferenca entre a média dos totais de vasos intratumorais entre o grupo de
pacientes sem metastase linfonodal oculta (20.5 DP 14.32) e o grupo de

pacientes com metastase linfondal oculta (20.17 DP 12.44).
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Figura 38 - Grafico de barra de erros mostrando a densidade de vasos e o
desvio padrdo dos vasos intratumorais dos grupos com e sem metastase

linfonodal oculta

Figura 39 - Marcagcdo dos vasos linfaticos na regido intratumoral com

anticorpo D2-40 em amostra de carcinoma epidermoide

Foram avaliados os vasos peritumorais em 120 casos. A densidade
dos vasos peritumorais foi de 3.66 e a mediana, 3.70 sendo o minimo 0 e o
maximo 7.40. Ndo houve diferenga das densidades entre os grupos sem
metastase linfonodal oculta (3.65 DP 1.65) e o com metastase linfonodal

oculta (3.73 DP 1.41). A média do total de vasos peritumorais (soma dos 5
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campos avaliados) foi de 18.33, a mediana 18.50, sendo o minimo 0 e o
maximo 37. Nao houve diferenca entre a média do total de vasos entre os
grupos com metastase linfonodal (18.26 DP 8.26) e com metastase

linfonodal (18.67 DP 7.05).
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Figura 40 - Grafico de barra de erros mostrando a densidade de vasos
linfaticos e o desvio padrdo dos vasos peritumorais dos grupos com e sem

metastase linfonodal

Figura 41 - Marcagao do vaso linfatico peritumoral pelo anticorpo D2-40 em

amostra de carcinoma epidermoide
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5.3.8 B-catenina
Das 136 laminas avaliadas para B-catenina, 34 casos (25%)
expressaram menos de 50% de B-catenina na membrana e 102 casos (75%)

expressaram mais de 50% na membrana das células tumorais.

amostra de carcinoma epiderméide

N&o houve diferenga na expressao de B-catenina na membrana entre
0 grupo com e sem metastase linfonodal oculta (p=0.80) nem nas sobrevidas
cancer-especifica e global (p=0.45 e p=0.18).

Com relagao a expressao de B-catenina no nucleo, das 136 laminas
avaliadas, a percentagem de nucleos marcados variou de 0,02 a 33,42%
com uma média de 6,71%. 107 casos (78,7%) tiveram score 0 (<10% de
marcagao) e 29 casos (21.3%) tiveram marcagao em mais de 10% no
nucleo das células tumorais. Nao houve diferenga da expressao da B-

catenina no nucleo em relagao aos grupos com e sem metastase linfonodal



79

oculta (p=0.59) e nem em relacédo as sobrevidas cancer-especifica e global

(p=0.89 e p=0.94).

5.3.9 MMP-9

A expressao de MMP-9 foi avaliada em 141 casos, sendo 74 (52,5%)
casos considerados negativos e 67 (47,5%) considerados positivos. Nao
houve associagao entre a expressao de MMP-9 e a presenca de metastase
linfonodal oculta (p=0.59), nem com a presenga de recorréncia (p=0.85) e

nem com as sobrevidas global (p=0.10) e cancer-especifica (p=0.57).

Figura 43 - Fotomicrografia ilustrando um caso positivo para MMP-9 em

amostra de carcinoma epidermoide

5.3.10Claudina 7

O padrao de marcacéao da claudina-7, quando positiva, apresentou-
se como uma marcacgao descontinua da membrana da maioria das células
ou de forma continuada em algumas células. Em alguns casos, haviam

blocos tumorais positivos e outros negativos (Figura 44).
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Utilizando o cut-off de 10% 108 casos (80,6%) foram considerados
score 0 (<10% de marcacdo em membrana) e 26 casos (19,4%) foram
considerados score 1 (>10%). Quando subdividimos em scores 0 1 e 2
(acima de 50% de marcagédo em membrana). Obtivemos 108 casos score 0
14 casos (10,4%) score 1 (entre 10-50%) e 12 casos (9%) score 2.

As sobrevidas global e a cancer-especifica foram semelhantes entre
0s grupos com e sem perda de claudina-7 (p=0.35 e p=0.93). Nao houve
associacao entre a presenca de metastase linfonodal oculta e a expressao
de claudina-7 (p=0.28). Com relagdo a expressao de claudina-7 e os
parametros clinico-patolégicos, houve associagcdo entre cT, a espessura

tumoral, o grau histoldgico, pT e embolizacao linfatica.

e
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Figura 44 - Bloco tumorais positivos para a expressao de claudina-7.

Observa-se marcacao continuada e descontinuada da membrana no mesmo bloco tumoral.



Tabela 6 - Associagéo
expressao de claudina-7.
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entre os aspectos clinico-patologicos com a

Aspectos clinico-patologicos Claudina7- Claudina7 + Total p
cT

cT1 (<2cm) 39 2 41

cT2 (2-4cm) 69 24 93

Total 108 26 134 0.004
Grau histolégico

Grau 1 53 5 58

Grau 2 39 13 52

Grau 3 14 7 21

Total 106 25 131 0.014
Espessura tumoral

<4mm 44 3 47

>4mm 60 21 81

Total 104 24 128 0.009
pT

pT1 59 8 67

pT2 44 16 60

Total 103 24 127 0.042
Modo de invasao

Pushing 6 0 6

Infiltrating 55 12 67

Dissociation 45 13 58

Total 106 25 131 0.51
Embolizagao linfatica

Nao 98 19 117

Sim 8 6 14

Total 106 25 131 0.027

5.3.11 Todos os marcadores analisados

A seguir segue tabela com a relacdo entre todas as proteinas

analisadas no estudo e a presenca de metastase linfonodal oculta.
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Tabela 7 - Associacdo entre as proteinas analisadas e a presenga de

metastase linfonodal oculta.

Metastase Linfonodal Oculta

Proteinas (pPN+)
nao sim total p
p53 negativo (<10%) 37 (80,4%) 9 (19,6%) 46
positivo (>10%) 44 (71%) 18 (29%) 62 0.36
baixa expressao
Ki-67 (<44.8%) 45 (72,6%) 17 (27,4%) 62
alta expressao
(>44.8%) 36 (76,6%) 11 (23,4%) 47 0.63
baixa expressao
Ki-67 (<30%) 19 (76%) 6 (24%) 25
alta expressao
(>30%) 62 (73,8%) 22 (26,2%) 84 0.82
baixa expressao
ciclina D1 (<40%) 63 (75%) 21 (25%) 84
alta expressao
(>40%) 20 (74.1%) 7 (25,9%) 27 0.92
EGFR baixa expresséo 75 (77,3%) 23 (22,7%) 98
(3C6) alta expresséo 10 (62,5%) 6 (37,5%) 16 0.23
EGFR baixa expresséo 62 (81,6%) 14 (18,4%) 76
(EGFR.25) alta expresséo 23 (62,2%) 14 (37,8%) 37 0.025
p16 negativo (<5%) 64 (71,9%) 25 (28,1%) 89
positivo (>5%) 18 (81,8%) 4 (18,2%) 22 0.34
E-caderina perda 23 (82,1%) 5(17,9%) 28
nao perda 61 (72,6%) 23 (27,4%) 84 0.45
baixa expressao
B-catenina  (<50%) 22 (78,6%) 6 (21,4%) 28
(membrana alta expresséo
) (>50%) 63 (74,1%) 22 (25,9%) 85 0.63
baixa expressao
B-catenina  (<10%) 68 (76,4%) 21 (23,6%) 89
alta expressao
(nucleo) (>10%) 17 (70,8%) 7 (29,2%) 24 0.59
MMP-9 negativo 42 (72,4%) 16 (27,6%) 58
positivo 43 (76,8%) 13 (23,2%) 56 0.59
claudina-7  negativo (<10%) 65 (77,4%) 19 (22,6%) 84
positivo (>10%) 16 (66,7%) 8 (33,3%) 24 0.28
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5.4 HIBRIDIZAGAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Foram feitas as reagdes de hibridizagdo em todas as 43 amostras
positivas na imunoistoquimica para EGFR (clone EGFR.25). Dez casos
apresentaram amplificacdo do EGFR, 18 casos nao estavam amplificados e
em 15 casos a reagao nao funcionou.

Dos 28 casos analisados, a sobrevida global em 5 anos do grupo sem
amplificagdo foi de 60,6% e no grupo com amplificacdo foi de 40,9%
(p=0.50). A sobrevida céncer-especifica em 5 anos no grupo sem
amplificagdo foi melhor que a do grupo com amplificacdo, 87,2% versus

62,5% (p=0.26).

Figura 45 - Imagem de FISH mostrando um exemplo de um caso néao
amplificado e outro com amplificagdo em cluster (varios pontos verdes no

mesmo nucleo) em amostra de carcinoma epidermaoide oral
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5.5 DETECGAO E GENOTIPAGEM PARA HPV

Das 96 amostras testadas, 13 casos foram positivos para HPV
(13,5%), sendo 6 casos (6%) positivos para HPV 16 (alto risco), 1 caso com
infeccdo multipla 16 e 35, 1 caso positivo para HPV 74 e 5 casos positivos
para HPV 6 (baixo risco). Sete casos foram positivos para HPV de alto risco
(7,3%). Com relacdo a sobrevida, os 13 casos positivos apresentaram
melhor prognédstico (100% em 15 anos), dos 83 casos negativos, 11
morreram da doenga (figura 46). Dos 7 pacientes positivos para HPV 16

nenhum morreu da doenca.

Survival Functions

1,04
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—FIpositivo
=4 negativo-censored
~4= positivo-censored

Sobrevida Cancer Especifica

T T T T T T T T T
o 30 &0 90 120 150 180 210 240
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Figura 46 - Curva de sobrevida cancer-especifica do HPV de alto risco

(HPV-16) em pacientes com carcinoma epidermoide oral

Dos 13 casos positivos para HPV, 5 (38,5%) mostrou expresséo de
p16 e dos 82 casos HPV negativos, 70 (85,4%) ndo expressaram p16 e essa

associacgao foi estatisticamente significativa (p=0.05). Com relagdo apenas
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ao HPV de alto risco (HPV16), dos 78 casos p16 negativos, 70 eram HPV

negativos (p=0.10) (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8 - Relagao entre a expressao de p16 e a genotipagem de HPV

HPV - HPV + Total
p16 - 70 (89,7%) 8 (10,3%) 78
p16 + 12 (70,6%) 5 (29,4%) 17
Total 82 13 95

Tabela 9 - Relagao entre a expressao de p16 e HPV 16

HPV 16 - HPV 16 + Total
p16 - 74 (94,9%) 4 (5,1%) 78
p16 + 14 (82,4%) 3 (17,6%) 17
Total 88 7 95

Nao houve relacdo entre a infecgao pelo HPV e idade (< ou > 40

anos), pT, espessura tumoral, grau histolégico e metastase linfonodal oculta.
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6 DISCUSSAO

O cancer de boca acomete mais frequentemente individuos do sexo
masculino, acima de 40 anos de idade, tabagistas e etilistas (NEVILLE e
DAY 2002; SCULLY 2009). Dentre os 222 pacientes com carcinoma
epidermoéide inicial (cT1-T2NO) de lingua e assoalho bucal incluidos nesta
pesquisa, 72,5% eram do sexo masculino, 73,4% foram ou sdo fumantes.
Apesar do aumento da incidéncia dessa neoplasia em adultos jovens, abaixo
dos 40 anos (MYERS et al. 2000; SHIBOSKI et al. 2005; PATEL et al. 2011),
nesse estudo a incidéncia foi de apenas 9,4% (21 casos).

Os pacientes do sexo masculino, fumantes e que consumiam alcool
apresentaram uma sobrevida global pior, corroborando com outros estudos
(FRANCO et al. 1993; RIBEIRO et al. 2003; DE AGUIAR et al. 2007).
Segundo dados do IBGE, a expectativa de vida do sexo feminino € melhor
que a do sexo masculino, e os pacientes fumantes e alcoolistas morrem de
outras causas relacionadas ao tabaco e alcool, como embolia pulmonar,
doencas cardiovasculares e cancer no pulmao.

O planejamento terapéutico para pacientes com CEC de boca baseia-
se principalmente na localizagao e estadio clinico do tumor, sem considerar
ainda os aspectos moleculares que possam estar envolvidos na
carcinogénese. Pacientes com tumores em local e estadiamento similares
sao tratados da mesma maneira. No entanto, existem grandes variagdes na

resposta ao tratamento e no progndstico. Alguns desses pacientes
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apresentam sobrevida prolongada enquanto outros morrem dentro de um
curto espacgo de tempo devido a metastase regional e/ou a distancia (KESKI-
SANTTI et al. 2006, 2007; DE AGUIAR et al. 2007; MONTERO et al. 2014).

O prognéstico dos pacientes com carcinoma de boca é fortemente
influenciado pelo estadiamento da doenga no momento do diagndstico,
particularmente com a presenga da metastase linfonodal, que representa o
fator progndstico mais importante, diminuindo as chances de cura em até
50% (LEEMANS et al. 1994; DIAS et al. 2001; LIM et al. 2004; FERLITO et
al. 2006; CHONE e CRESPO 2008; GANLY et al. 2012). A presenca da
metastase linfonodal oculta (pN+) nesse estudo reduziu a taxa de sobrevida
cancer especifica apds 5 anos de 91,3% para 63,4% e a taxa de sobrevida
global apés 5 anos de 78,5% para 49,7%.

Ainda existem controvérsias a respeito do tratamento do pescoco em
pacientes com linfonodos clinicamente negativos e tumores primarios iniciais
(T1-T2). De acordo com a literatura, a incidéncia de metastases ocultas no
pescoco varia de 15% a mais de 60% (AMARAL et al. 2004; EL-NAAJ et al.
2011; GANLY et al. 2012; THIELE et al. 2012). Em nosso estudo, essa
incidéncia foi de 20,5% (33 casos dos 161 submetidos ao esvaziamento
cervical eletivo), similar a outros estudos como os de KLIGERMAN et al.
(1994) (21%), AMARAL et al. (2004) (23%), CAPOTE et al. (2007) (26,8%) e
GANLY et al. (2012) (28%). Dos 33 pacientes com pN+ 29 (87,8%) eram
portadores de tumores T2 e 4 (12,2%) de tumores T1. As taxas de
metastase linfonodal oculta foram de 12,5% (4/32) nos casos T1 e 22,5%

(29/129) nos casos T2.
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Os exames de imagem, como ultrassonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, aspiragdo com agulha fina guiada
por ultrassonografia e o PET-CT, sdo técnicas que auxiliam na detecgéo de
metastases nos linfonodos (VAN DEN BREKEL et al. 1998; VAN DEN
BREKEL e CASTELIJNS 1999; CASTELIJNS e VAN DEN BREKEL 2002;
LIM et al. 2004; KOWALSKI e SANABRIA 2007). Porém, algumas lesdes, as
vezes menores de Smm, podem passar despercebidas. Por mais sofisticada
gue seja a técnica, ela pode néo ser capaz de revelar a metastase oculta
(FERLITO e RINALDO 2000).

Existem 3 estratégias de manejo do pescogo clinicamente negativo
nos tumores iniciais: o esvaziamento cervical eletivo, a bidpsia do linfonodo
sentinela ou a observacdo do pescoco, com o tratamento voltado para a
recorréncia (KLIGERMAN et al. 1994; CASTELIJNS e VAN DER BREKEL
2002; LIM et al. 2004; KOWALSKI e SANABRIA 2007; HUANG et al. 2009;
KELNER et al. 2014).

O esvaziamento cervical eletivo serve tanto para diagndstico como
para tratamento; fornecendo informagdes sobre o estadio patolégico dos
linfonodos cervicais, contribuindo assim para determinar a necessidade de
terapias adjuvantes, além de remover metastases clinicamente indetectaveis
(D’CRUZ et al. 2009; FERRIS e KRAUS 2012).

A incidéncia da metastase oculta varia de acordo com o tamanho,
localizacio e espessura do tumor primario. A incidéncia € maior nos tumores
localizados na parte inferior da boca (lingua e assoalho bucal) (KOWALSKI e

MEDINA 1998; BYERS et al. 1998; FERLITO et al. 2002; CAPOTE et al.
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2007; EL-NAAJ et al. 2011). O risco de metastase linfonodal oculta é o
argumento mais importante para a indicacdo do esvaziamento cervical
eletivo. O critério normalmente indicado para o ECE é para pacientes com
risco maior que 20% (WEISS et al. 1994; KOWALSKI e MEDINA 1998).

Algumas Instituicbes continuam indicando a politica da observagao
para evitar as morbidades causadas pelo esvaziamento cervical, como
disfuncbes no ombro, cicatrizes ndo estéticas, além do aumento do custo do
procedimento, tendo em vista alguns estudos mostrarem uma sobrevida
similar para ambas as modalidades de tratamento (VANDENBROUCK et al.
1980, FAKIH et al. 1989; KESKI-SANTTI et al. 2006; YUEN et al. 2009).
Porém, as metastases ocultas no grupo observacional podem desenvolver
caracteristicas  desfavoraveis como extravasamento capsular ou
envolvimento de multiplos linfonodos, se o seguimento nao for adequado.

No estudo em pauta, avaliamos o resultado do tratamento cirdrgico
com ou sem O esvaziamento cervical eletivo nos pacientes com tumores
inicias (T1-T2) tratados no A.C. Camargo Cancer Center e constatamos que
as sobrevidas global e cancer-especifica foram similares para ambos os
tratamentos, corroborando com os achados de VANDENBROUCK et al.
(1980), FAKIH et al. (1989), KESKI-SANTTI et al. (2006) e YUEN et al.
(2009) e contrariando os achados de KLIGERMAN et al. (1994). No entanto,
a maioria dos pacientes no grupo de observagéo (85%) tinham tumores em
estadio clinico T1, enquanto a maioria dos pacientes no grupo do
esvaziamento cervical eletivo (81%) tinham tumores estadio T2; um viés de

selecdo, o que é previsivel em uma série retrospectiva. Os grupos do
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presente estudo foram bem selecionados e os critérios de elegibilidade eram
restritos. Os pacientes do grupo de observagdo foram altamente seletos,
apresentando caracteristicas clinico-patolégicas favoraveis, e, portanto,
tinham um melhor progndstico, com maiores chances de sobrevida e
menores de recorréncias. Portanto, para pacientes com baixo risco, um
acompanhamento rigoroso, com maiores chances de detectar precocemente
uma possivel recorréncia e indicar uma cirurgia de resgate, é essencial
(KELNER et al. 2014). O rigoroso acompanhamento clinico e radiolégico
nesses pacientes reflete as sobrevidas semelhantes neste estudo.

A politica de observacdao pode ser considerada para pacientes
adequadamente selecionados e que tenham condicbes de serem bem
acompanhados por um longo periodo. O periodo de seguimento é essencial
para detecgdo precoce de uma possivel recorréncia (KESKI-SANTTI et al.
2006; YUEN et al. 2009; KELNER et al. 2014).

Alguns parametros patolégicos sdo descritos como preditivos para o
risco de metastase linfonodal oculta, o que ajuda na decisdo de esvaziar
eletivamente. A espessura tumoral, o grau histoldégico, o tamanho do tumor
(pT), a presencga de invasao linfatica, vascular, perineural e muscular séo
alguns desses parametros (KOWALSKI e MEDINA 1998; AMARAL et al.
2004; KOWALSKI e SANABRIA 2007). Nosso estudo confirmou o valor de
alguns desses fatores, mostrando uma forte associagdo entre os tumores
com espessura maior que 4mm, pouco diferenciados e pT2 com o maior

risco de desenvolvimento de metastase linfonodal oculta.
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A espessura tumoral, a terceira dimensao do tumor, tem se mostrando
como um importante fator para a predigao de metastase linfonodal em varios
estudos (YUEN et al. 2002; KESKI-SANTTI et al. 2007; HUANG et al. 2009;
GANLY et al. 2012) e foi confirmada nesse estudo. Apesar de haver um
consenso da importancia da espessura tumoral na predicdo de metastase
oculta e/ou prognéstico, o valor do ponto de corte ideal ainda nao foi
decidido. A meta-analise de HUANG et al. (2009) sugere que o ponto de
corte para a espessura tumoral com maior risco de predizer a metastase
linfonodal cervical € o de 4mm.

O valor da espessura tumoral servindo como um guia para o
tratamento é particularmente importante nos tumores T1 e T2, onde o
tratamento mais agressivo deve ser indicado quando a espessura tumoral
alcanca certo valor. A maioria dos estudos, incluindo o nosso, mostra que os
tumores com espessura maior que 4mm tém um maior risco de
desenvolvimento de metastase oculta (KUROKAWA et al. 2002; LIM et al.
2004; HUANG et al. 2009). No nosso estudo, a ocorréncia de metastase
oculta nos tumores com espessura maior que 4mm foi de 28,4% contra os
8% nos tumores menos espessos.

Nés concordamos com HUANG et al. (2009) e MELCHERS et al.
(2012) em recomendar o esvaziamento cervical eletivo para tumores pT1cNO
com espessura maior que 4mm. Além do risco de metastase oculta, em
nosso estudo, os tumores com espessura maior que 5mm apresentaram pior

sobrevida cancer-especifica (p=0.05). Assim como em outros estudos, a
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espessura tumoral € um preditor para metastase oculta e sobrevida (YUEN
et al. 2002; WOOLGAR 2006; HUANG et al. 2009; LARSEN et al. 2009).

O tamanho do tumor primario afeta tanto a escolha como o resultado
do tratamento. Ele é um fator importante na determinacédo da capacidade do
cirurgiao em obter margens livres de tumor. Tumores maiores ao diagnostico
estdo associados a um aumento do risco de recidiva local, metastases em
linfonodos cervicais e baixa sobrevivéncia (WOOLGAR 2006). A alta
incidéncia de metastases ocultas nos pacientes com tumores pT2 22,5% no
presente estudo, e em outros estudos (YUEN et al. 2002; KESKI-SANTTI et
al. 2006, 2007; HUANG et al. 2008; THIELE et al. 2012; EBRAHIMI et al.
2012) enfatiza a importancia da indicagdo do esvaziamento cervical eletivo
nesse grupo de pacientes. Além do risco de metastases oculta, o tamanho
do tumor também influencia na sobrevida dos pacientes. No presente
estudo, a sobrevida cancer especifica em 5 anos dos pacientes com tumores
T1 foi maior que a naqueles com tumores T2, com diferenca estatisticamente
significativa, 94,3% vs 84,4%, respectivamente.

Algumas caracteristicas patolégicas do tumor, como a espessura e 0
grau histolégico, sao indicadores de agressividade (LARSEN et al. 2009). No
estudo de LARSEN et al. (2009), esses parametros mostraram impacto na
ocorréncia de metastase linfonodal e na sobrevida cancer-especifica. No
estudo de AMARAL et al. (2004), o grau histolégico mais agressivo (lI/lll) nos
tumores de assoalho de boca e nos tumores T2, tiveram maior risco de

desenvolvimento de metastase oculta. Os tumores pouco diferenciados
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(grau Ill), da nossa amostra, mostraram maior risco de desenvolver
metastases ocultas.

Nos ultimos anos, progressos significativos tém sido feitos na
identificacdo e compreensdo de biomarcadores preditivos de metastase
oculta e prognéstico no cancer de boca (CORTESINA e MARTONE 2006;
LEEMANS et al. 2011). Na oncologia de cabecga e pescogo a histopatologia
continua sendo o “padrao ouro” para a maioria das decisées de diagndstico
e tratamento (WOOLGAR 2006). O sistema de classificagdo TNM nao prediz
as caracteristicas bioldgicas de células tumorais e, por conseguinte, é
incapaz de individualizar o prognéstico (DE AGUIAR et al. 2007; MONTERO
et al. 2014). A avaliagao de alguns biomarcadores importantes no carcinoma
oral no momento do diagndstico pode permitir a identificagdo de um
subgrupo de pacientes que necessitam de um tratamento mais agressivo.

A imunoistoquimica (IHQ) é uma ferramenta globalmente disponivel
que complementa a analise histopatolégica, podendo ser realizada em
espécimes embebidos em parafina, permitindo assim estudos retrospectivos
de uma grande populagdo. A técnica de IHQ envolve 3 etapas, todas
importantes e, ha uma grande variagdo nas metodologias e na padronizagao
empregadas por diferentes laboratorios. Utilizamos a automacédo das
reagcdes de IHQ na tentativa de diminuir a variagdo metodoldgica porém,
essa técnica também pode sofrer influéncias do operador, do equipamento e
na padronizagao.

Diversos tipos de biomarcadores tumorais tém sido estudados: genes

supressores de tumor, oncogenes, marcadores de proliferacdo celular,
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marcadores de angiogénese, moléculas de adesao celular, entre outros. Um
painel de imunoistoquimica usando varios biomarcadores moleculares
poderia fornecer informagdes uteis para a identificacdo de pacientes com
tumores de alto risco a metastase oculta ou pior prognéstico. O objetivo
deste estudo foi identificar, como varios outros estudos, através de um
extenso grupo de proteinas, os principais biomarcadores imunoistoquimicos
que tém sido associados significativamente com metastase linfonodal oculta
e prognostico do CEC de lingua e assoalho bucal.

A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear que inibe a progressao do
ciclo celular e induz a apoptose, ambas reguladas por varios genes alvo.
Funciona como um gene supressor de tumor, que pode induzir, em resposta
a estimulos mitogénicos, uma parada na transicdo das fases G1-S. No
cancer de cabeca e pescoco, os dados da literatura mostram evidéncias
conflitantes a respeito da correlacdo entre a expressao da p53 e a maioria
dos parametros clinico-patolégicos. Baseado em outros estudos,
escolhemos 10% de expressao no nucleo das células tumorais como ponto
de corte para andlise da proteina p53 (CHOI et al. 2002; CARLOS DE
VICENTE et al. 2004; LIM et al. 2004; SHIRAKI et al. 2005; OLIVEIRA et al.
2007). No presente estudo, a expressao da p53 nao foi significativamente
associada com a presenga da metastase linfonodal oculta, corroborando
com o estudo de LIM et al. (2004) e KEUM et al. (2006), nem com qualquer
um dos parametros clinico-patolégicos analisados, concordando com os
achados de SHIRAKI et al. (2005), KEUM et al. (2006), COUTINHO-

CAMILLO et al. (2010) e GROBE et al. (2014). Porém, os pacientes com
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tumores que superexpressaram p53 tiveram uma sobrevida global pior,
corroborando com os resultados de OLIVEIRA et al. (2007).

O Ki-67 € um marcador de proliferagao, superexpresso na maioria dos
tumores, que identifica um antigeno expresso nas fases G1, S e G2, fases
de células em divisdo. E amplamente utilizado no cancer de mama, mas o
seu papel no prognostico dos tumores de cabega e pescogo ainda se
mantém controverso. O estudo de COUTINHO-CAMILLO et al. (2010) em
carcinomas de boca, demonstrou que o aumento da expressao de Ki-67 foi
associado com a presenca da metastase linfonodal, estadio da doenca mais
avancado (lll/IV), tumores localizados no assoalho de boca e bem
diferenciados. No estudo de MYOUNG et al. (2006), a expresséo de Ki-67
teve impacto na sobrevida dos 113 pacientes com carcinoma de boca.
Diferentemente, nosso estudo ndo mostrou associagao entre a expressao de
Ki-67 e os parametros clinico-patolégicos analisados, metastase linfonodal,
nem no prognostico. Nos estudos de CARLOS DE VICENTE et al. (2002) e e
DUNKEL et al. (2013) a expressao de Ki-67 também n&o teve impacto
progndéstico em carcinomas de boca.

A ciclina D1 é uma proteina que atua no ciclo celular, acelerando a
fase G1. E descrita como um oncogene, no qual o aumento da ciclina
desregula o ciclo celular e contribui para génese tumoral. O papel da ciclina
D1 como marcador progndstico para o CEC oral permanece controverso. No
estudo de BOVA et al. (1999) a superexpressao de ciclina D1 foi associada
com reduzida sobrevida livre de doenga e pior sobrevida global, com maior

incidéncia de recorréncia local e regional. No estudo de CARLOS DE
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VICENTE et al. (2002), a superexpressdo de ciclina D1 correlacionou-se
com metastase linfonodal e tamanho do tumor primario, porém a diferenca
entre as curvas de sobrevida ndo se mostrou significativa. No estudo de
SHIRAKI et al. (2005), a expressao de ciclina D1 ndo teve associagdao com
as caracteristicas clinico-patologicas. No presente estudo, a expressao de
ciclina D1 também nao teve associagdo com metastase linfonodal nem com
as sobrevidas global e cancer especifica.

Os biomarcadores moleculares que afetam a aceleracao do ciclo e a
proliferacdo celular tém sido amplamente explorados em lesdes pré-
malignas e malignas da cavidade oral; este € o grupo de biomarcadores
mais conflitantes a respeito dos resultados. A analise de expressao do
EGFR no CEC oral é um dos mais estudados, e o EGFR tem mostrado
significancia progndstica na maioria das investigacdes (SHIRAKI et al. 2005;
AGRA et al. 2008; ZHU et al. 2013). A superexpressdo de EGFR tem sido
reportada em 30-90% dos tumores de cabega e pescogo. Existe uma
associacido da superexpressao do EGFR com tumores pouco diferenciados
(ULANOVSKI et al. 2004; SHIRAKI et al. 2005) e de pior progndstico
(LAIMER et al. 2007), sugerindo ser a expressdao dessa proteina um
importante marcador prognéstico dos tumores de cabega e pescogo
(LAIMER et al. 2007; ZHU et al. 2013). No nosso estudo foi observada a
associacdo da superexpressao de EGFR com tumores com caracteristicas
patolégicas mais agressivas, como tumores com espessura maior que 4mm,

pouco diferenciados, com modo de invasao dissociativo, além da
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superexpressdao de EGFR ter sido associada a presenca de metastase
linfonodal e pior sobrevida.

Além da expressdo da proteina EGFR, o numero de copias do seu
gene pode também ser examinado nos dias de hoje, geralmente por
hibridizagao “in situ” fluorescente (ZHU et al. 2013). A associagao entre a
alteracdo no numero de copias do EGFR e a expressao dessa proteina é
importante para determinar qual € o mais confiavel como indicador
prognéstico no carcinoma de lingua e assoalho bucal. Usando essa
abordagem, provavelmente, é possivel definir o significado progndstico desta
alteragcdo genética, sem as diferengcas dos outros fatores, como fatores
especificos do local, heterogeneidade tumoral e das modalidades de
tratamento. No nosso estudo, a amplificacdo do EGFR estava presente em
10 casos. Os casos amplificados apresentaram uma sobrevida global e
cancer-especifica pior em relacdo aos casos nao amplificados, corroborando
com os achados de NAKATA et al. (2011) e ZHU et al. (2013). Apesar do
“valor de p” néo ser significativo, a sobrevida cancer-especifica dos casos
amplificados foi de 62,5% em 5 anos, bem inferior aos 87,2% dos casos nao
amplificados.

Alteragdes nos niveis de expressao das proteinas de adesao celular,
especialmente caderinas, cateninas e claudinas, foram relatados em varios
tipos de cancer (HIROHASHI 1998; LOURENCO et al. 2010). A baixa
expressao e/ou perda da E-caderina foi relacionado com metastases
linfaticas e estadio avancado em carcinomas epidermdides de boca de

acordo com varios estudos (ANDREWS et al. 1997; DINIZ-FREITAS et al.
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2006; UEDA et al. 2006; FAN et al. 2013), enquanto alguns estudos como o
CRUZ et al. (2009) e BALASUNDARAM et al. (2014) ndo conseguiram
provar essa associagdo. O estudo de UEDA et al. (2006) mostrou que a
perda ou reducao dos niveis de E-caderina e cateninas na membrana teve
correlacdo com a presenca de metastase linfonodal e pior sobrevida. Nos
resultados de FAN et al. (2013), os tumores com baixa expressao de E-
caderina tiveram pior sobrevida e a E-caderina mostrou-se um bom
marcador progndstico. No estudo de FREITAS et al. (2010) a expresséao de
B-catenina nao representou um bom critério de predicdo de metastase
linfonodal em CEC de lingua. No presente estudo, a perda de expressao de
E-caderina e [B-catenina na membrana ndo mostraram associagdo com a
presenca de metastase linfonodal nem com o prognéstico. O potencial
metastatico das alteragdes no complexo E-caderina-catenina no carcinoma
de boca ainda é controverso (UEDA et al. 2006).

A expressao de claudina-7 tem sido relatada como sendo baixa em
varias neoplasias humanas, corroborando com o0s nossos dados, onde
apenas 19,4% (26/134) dos casos expressaram claudina-7. A expressao de
claudina-7 foi associada ao grau histolégico, a espessura tumoral e pT,
similarmente ao estudo de LOURENCO et al. (2010) porém nao foi
associada a presenca de metastase linfonodal. Diferentemente do resultado
de BELLO et al. (2008) e LOURENCO et al. (2010), a expressao de
claudina-7 nao mostrou impacto na sobrevida dos pacientes.

Para o diagnéstico de invasao tumoral, progressao, metastase e para

o tratamento dos tumores, seria muito importante ampliarmos o nosso
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conhecimento sobre linfangiogénese, revelando o seu real papel na
capacidade de crescimento tumoral e metastases linfonodais. O anticorpo
monoclonal D2-40 foi desenvolvido e permite a deteccao relativamente facil
de vasos linfaticos no tecido. E relatado que a linfangiogénese aumenta
potencialmente as metastases nos linfonodos. Porém, no presente estudo, a
densidade de vasos linfaticos intra e peri-tumorais calculada através da
marcagao imunoistoquimica do anticorpo D2-40, ao contrario de nossas
expectativas, ndo teve relacdo com a presenga de metastase linfonodal
oculta, corroborando com o estudo de OKADA et al. (2010) e contrariando o
estudo de ZHANG et al. (2011).

Progressao celular, invasdo e migragdao tumoral sao eventos
dependentes de varios fatores, incluindo a interagcdo de células malignas
com a matriz extracelular. Para que a propagacao tumoral acontega é
necessario que haja a degradacdo da matriz e das proteinas de adeséao
celular. Tem sido demonstrado que as células tumorais podem e conseguem
fazer isso. As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) foram os marcadores
moleculares mais investigados neste grupo, e, as expressdées de membros
da familia MMP em carcinomas de cabeca e pescoco sao relatados
amplamente. No entanto, a correlagdo dessas expressdbes com as
caracteristicas clinicas ainda é controversa. Apesar de seu valor preditivo no
CEC oral ainda nao estar totalmente esclarecido, existe a hipétese de que as
suas atividades s&o necessarias para a angiogénese, invasao tumoral e

disseminagao metastatica (FAN et al. 2012).
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Nos estudos de KATAYAMA et al. (2004) e APARNA et al. (2014) a
expressao de MMP-9 correlacionou com metastase regional e/ou a distancia
e pior progndstico em tumores iniciais de boca. No presente estudo, as
MMP-9 nao tiveram associacdo com a presenca de metastase linfonodal
oculta nem com o progndéstico, corroborando com os achados de GUTTMAN
et al. (2004). Alguns estudos anteriores analisaram estas expressées nos
pacientes com uma ampla variedade de classificagbes nos tamanhos do
tumor (T1-4) e metastase linfonodais (NO-3).

A proteina p16 representa um regulador negativo do ciclo celular que
assegura o controle da passagem celular da fase G1 para a fase S.
Estimulos mitogénicos, bem como fatores de crescimento determinam a
ativacao da ciclina D, que liga-se e ativa as quinases-dependentes de ciclina
4 e 6 (CDKs), o que resulta na fosforilagdo da proteina retinoblastoma (pRb),
ha liberagdo de um fator de transcricdo que garante a proliferacéo celular
(HANAHAN e WEINBERG 2000). Em nosso estudo, a expressao de p16 foi
identificada em 19,5% dos casos. Os estudos existentes indicam resultados
controversos em relagao a expressao da p16 e a relagao com progndstico e
fatores histopatolégicos. YUEN et al. (2002) investigaram a expressao de
p16 em carcinomas de cabega e pescogo tratados cirurgicamente e
mostraram que a diminuicdo de expressdao de p16 contribuiu
significativamente para a proliferagdo celular e tamanho do tumor; no
entanto, ela ndo teve significado para o risco de metastase linfonodal e
sobrevida. No presente estudo, a expressdo de p16 ndo mostrou relacéo

significativa com o sexo, a presenga de metastase linfonodal oculta, cT, pT,
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espessura tumoral, grau histologico e tipo de invasao; e também nao houve
diferenca entre as curvas de sobrevida.

Além do tabagismo e do alcoolismo, os dois principais fatores de risco
para carcinoma de células escamosas oral, estudos tém sugerido que a
infeccao pelo virus do papiloma humano (HPV), principalmente os de alto
risco (subtipos 16 e 18), podem representar um fator de risco adicional para
o seu desenvolvimento (HENNESSEY et al. 2009; DUNCAN et al. 2013). A
prevaléncia de infecgdes por HPV em cancer de orofaringe varia em
diferentes estudos, chegando até 84%. Embora a infecgdo pelo HPV ser
discutida como um fator de risco independente na orofaringe, o seu papel na
carcinogénese de tumores localizados na cavidade oral permanece incerto.
Para DUNCAN et al. (2013), o HPV desempenha um papel importante na
carcinogénese. LINGEN et al. (2013) acreditam que apenas a presenga do
DNA do virus nao seja prova suficiente para uma associagao causa-efeito do
ponto de vista molecular.

No presente estudo, a presenga do HPV foi investigada em 96 casos
de cancer inicial de lingua e assoalho bucal, desses, apenas 13 foram
positivos, correspondendo a 13,5%; porém, desses 13 casos, 5 foram
positivos para HPV 6 (baixo risco), 7 positivos para HPV 16 e 1 caso para o
subtipo 74. A porcentagem de infec¢cado por HPV de alto risco foi de 7,3%,
similar aos 6% encontrado no estudo de KRUGER et al. (2014), os 8,6% no
estudo de DUNCAN et al. (2013), 6,9% no estudo de GROBE et al. (2014) e

aos 4% nos sitios fora da orofaringe no estudo de UPILE et al. (2014).
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A imunoistoquimica para p16 é um biomarcador diagndstico
substituto, aceito para status do HPV para carcinomas de orofaringe
(KUMAR et al. 2008; NICHOLS et al. 2009), com um valor preditivo positivo
proximo de 93% para expressdo do HPV de alto risco (JORDAN et al. 2012;
LINGEN et al. 2013). No entanto, o valor preditivo positivo da expresséo de
p16 para o HPV em carcinoma epidermoide oral ainda ndo € bem
estabelecido. LINGEN et al. (2013) sugerem que a expressao
imunoistoquimica do p16 ndo deve ser utilizada como substituto nos casos
de carcinomas localizados em cavidade oral pois o seu valor preditivo
positivo € muito pobre (proximo dos 40%), com a maioria dos tumores p16
positivos, negativos para HPV de alto risco.

Tumores HPV-positivos sdo mais frequentemente encontrados na
orofaringe e tém sido associados a pacientes mais jovens, que sao menos
propensos a serem fumantes e/ou alcoolistas e com uma melhor resposta a
terapia e sobrevida (FAKHRY et al. 2008). O perfil molecular destes tumores
HPV-positivos mostrou que eles sdao comumente associados a
superexpressdo de p16™*? (p16+) (KLUSSMANN et al. 2003; KUMAR et al.
2008; LASSEN et al. 2009; NICHOLS et al. 2009), enquanto tumores nao
associados com HPV sao raramente p16 positivo (WEINBERGER et al.
2006). Diferentemente dos resultados de DUNCAN et al. (2013), que
mostrou todos os casos positivos para HPV no PCR foram positivos para
p16, dos 13 casos positivos para HPV neste estudo, 5 (38,5%) mostrou
expressao de p16 e dos 82 casos HPV negativos, 70 (85,4%) ndo expressou

p16 e essa associacao foi estatisticamente significativa (p=0.05). Ndo houve
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associacdo com a presenca de HPV e a idade (< ou > 40 anos), pT,
espessura tumoral, grau histolégico nem metastase linfonodal oculta.

Um achado importante foi uma concordancia muito pobre entre a
expressao de p16 e infeccao pelo HPV nos nossos casos, sugerindo que a
expressédo de p16 ndo deve, eventualmente, ser usado como um marcador
substituto para a infec¢do por HPV em céncer de lingua e assoalho bucal,
concordando com os estudos de LINGEN et al. (2013),
RUSHATAMUKAYANUNT et al. (2014) e RAMSHANKAR et al. (2014).

Embora ainda n&o haja um consenso, estudos sugerem que tumores
com expressao de p16 e positivos para HPV apresentam melhores taxas de
sobrevivéncia. Na nossa casuistica, nenhum paciente HPV positivo morreu
da doenca, tendo uma sobrevida cancer especifica de 100% em mais de 10
anos; porém a diferenca das curvas ndo se mostrou estatisticamente
significativa, possivelmente devido ao baixo numero de casos positivos para
HPV. Ja com relacido a expressao de p16 nos tumores e sobrevivéncia,
nossa casuistica nao apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre as curvas.

Nossa pesquisa teve como intuito encontrar biomarcadores
envolvidos na carcinogénese que pudessem ser utilizados no diagndstico e
selecdo de pacientes de alto risco de desenvolvimento de metastases
cervicais ocultas em tumores iniciais. As proteinas selecionadas néao
apresentaram resultados que permitissem recomendar seu uso na rotina.

Alguns autores utilizam varios tipos histolégicos e de localizagdes

topograficas diferentes para o estudo de alguns marcadores, nossa amostra
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foi bem selecionada, os critérios bem restritos, o que dificulta a comparagao
dos resultados com alguns artigos publicados.

A explicagdo para a maioria dos anticorpos utilizados na nossa
pesquisa nao terem sido relacionados com metastase linfonodal oculta e
sobrevida pode ser explicado parcialmente por problemas com a
variabilidade da marcacdo imunoistoquimica, especialmente diferencas na
sensibilidade e especificidade entre os varios anticorpos comercialmente
disponiveis, variagao na interpretacdo das reacoes, artefatos de técnica e/ou
diferencas na selegdo das amostras, como heterogeneidade de localizagéo e
bioldgica do tumor (DOWSETT et al. 2007; SHAH e CHEN 2010).

Apesar do nosso e de varios outros estudos que avaliaram a
expressao imunoistoquimica de muitos biomarcadores, até o presente
momento, nenhum biomarcador mostrou-se confiavel em repetidos estudos
e nenhum é usado na rotina pratica da patologia de cabeca e pescogo.

A incidéncia de metastase linfonodal oculta encontrada foi de 20,5%,
dentro do esperado e publicado na literatura. Dos parametros
histopatoldgicos avaliados, a espessura maior que 4mm, pT2 e o grau de
diferenciagdo foi associado ao maior risco de desenvolvimento de
metastases linfonodais ocultas, concordando com varios autores. Os
tumores com alta expressao de EGFR foram associados ao maior risco de
desenvolvimento de metastase linfonodal, apresentaram caracteristicas
patolégicas desfavoraveis e pior sobrevida. Os fatores moleculares ainda
necessitam de melhor padronizagcado para serem utilizados na pratica clinica
diaria e os parametros clinico-patologicos ainda sdo os mais acessiveis na

avaliagao dos pacientes com alto e baixo risco de metastases.
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CONCLUSOES

A incidéncia de metastase oculta neste estudo foi de 20,5%;

As sobrevidas global e cancer especifica foram similares nos
pacientes submetidos ao esvaziamento cervical eletivo e nos
observados;

A politica de observagao do pescoco pode ser indicada para tumores
pequenos (pT1), de baixa espessura (menores de 4mm);

A presencga de metastase linfonodal é o parametro mais importante na
sobrevida dos pacientes portadores de carcinoma inicial de lingua e
assoalho bucal;

Os parametros clinico-patolégicos sao os fatores mais acessiveis e
importantes na rotina clinica para avaliar o risco de metastase
linfonodal oculta nos pacientes com tumor inicial e pescoco
clinicamente negativo;

Os tumores pT2, com espessura maior que 4mm, especialmente
pouco diferenciados, sdo os de maior risco a desenvolverem
metastase linfonodal oculta, portanto candidatos ao esvaziamento
cervical eletivo;

Os tumores com alta expressdo de EGFR apresentaram
caracteristicas patolégicas desfavoraveis e pior sobrevida cancer
especifica;

Os fatores moleculares ainda necessitam de melhor padronizagao

para serem utilizados na pratica clinica diaria.
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ADENDO

Resultados adicionais:

1 Conceito de Metastase Linfonodal Oculta:

o Nos pacientes que n&o realizaram esvaziamento cervical eletivo
(grupo observacional) a metastase oculta foi definida como a
confirmacgdo histologica da metastase cervical detectada durante o
periodo de follow-up sem a presenca de metastase no sitio primario
do tumor. Os pacientes que apresentaram metastase cervical com
recorréncia local ndo foi considerada metastase oculta pois a
recorréncia no pescoc¢o pode ter ocorrido apds o tratamento inicial.

° Nos pacientes que foram submetidos ao esvaziamento cervical
eletivo, a metastase oculta foi definida como a presenca de doenca
microscopica no exame anatomopatolégico do espécime da
dissecc¢ao do pescoco.

Quando consideramos esses dois conceitos juntos, os parametros
patolégicos associados a metastase oculta foram: espessura tumoral maior

ou igual a 3mm, grau histolégico, estadiamento patolégico do tumor (pT) e

invasdo muscular (tabela abaixo).



Tabela da associagao entre os dados patoldgicos e a presenga ou

metastase linfonodal oculta (pN+)

nao da

Metastase Linfonodal Oculta (pN+)

Dados Patolégicos néo sim total P

Espessura 3mm igual ou menor 41 (91.1%) 4 (8.9%) 45
maior 89 (75.4%) 29 (24.6%) 118

total 130 33 163 p=0.02
Espessura 4mm igual ou menor 61 (92.4%) 5 (7.6%) 66
maior 67 (70.5%) 28 (29.5%) 95

total 128 33 161 p= 0.001
Espessura 5mm igual ou menor 70 (92.1%) 6 (7.9%) 76
maior 58 (68.2%) 27 (31.8%) 85

total 128 33 161 p= 0.000
Grau Histologico | 64 (84.2%) 12 (15.8%) 76
Il 56 (83.6%) 11 (16.4%) 67
1 11 (50%) 11 (50%) 22

total 131 34 165 p=0.003
T patologico pT1 77 (89.5%) 9 (10.5%) 86
pT2 50 (68.5%) 23 (31.5%) 73

total 127 32 159 p=0.001
invasdo muscular nao 42 (89.4%) 5(10.6%) 47
sim 88 (75.2%) 29 (24.8%) 117

130 34 164 p=0.04
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5 A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Centro de Ti to, Ensino e Pi isa em Cancer

Séo Paulo, 18 de Abril de 2011.

Ao
Dr. Luiz Paulo Kowalski

Ref.: Projeto de Pesquisa n”. 1528/11

“Fatores clinico-patolégicos e expressio imunoistoquimica de potenciais marcadores
preditivos para metdstase cervical em carcinoma epiderméide inicial (T1-T2) de lingua
¢ assoalho bucal”.

Os membros do Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente - Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua iltima reunido de
12/04/2011, apos analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunifio de
15/03/2011, aprovaram a realizagdo do estudo em referéncia, datado de 24 de margo de
2011 e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

» Folha de Rosto para/ Pesquisa Envolvendo Seres Humanos:;

» Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho

Nacional de Saide:

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Declaragio sobre o Uso e destino do material Biolgico, Publicagio dos Dados e

Propriedade das Informagdes Geradas:

» Declaragio sobre os Dados Coletados, Publicagdo dos Dados e Propriedade das

Informagdes Geradas;

Orgamento Financeiro Detalhado;

Declaragio de Ciéncia do Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de

Cabega e Pescogo;

> Declaragdo de Ciéneia e Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patologica.

Y v
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Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

s§
Etica em Pesquisa

)
Dr. ersonLl/.s,
1° Vice-Coord do Conité d

1/1

Fundacdo Antonio Prudente — CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Anténio Prudente, 211 - Liberdade — 530 Paulo, SP — 01509-900
Telefone: (11) 2189-5000
www.accamargo.org.br



Anexo 2 - Ficha Clinica

Dados Demogréficos e Clinico Patologicos

1.Nome: 2. RgH:
3.ldade: data de nascimento: __ /  /
4.Sexo (1) Feminino (2) Masculino

5.Raga: (1) branca (2) negra (3) amarela (4) pardo (5) outro

6.Fumo: (0) ndo (1) sim (9) ignorado ___ cigarros/dia anos

7.Alcool: (0) ndo (1) sim (9) ignorado

8. Sitio do tumor: (1) borda de lingua (2) ponta de lingua (3) assoalho central (4) assoalho lateral (5) dorso de
lingua ; distancia da linha média distancia da gengiva

9.(1)T1 (2)T2 Tamanho: cm

10. Tipo clinico: (1) ulcerado superficial (2) exofitico (3) ulcero-infiltrativo (4) ulcero-vegetante (5) ulcero-vegetante-
infiltrativa (9) ignorado

11. Cirurgia: (1) Glossectomia parcial (2) pelveglossectomia parcial (3) pelvectomia parcial

(4) pelveglossomandibulectomia marginal (5) pelveglossomandibulectomia seccional

12. Data da cirurgia:
13. EC Ipsilateral (0) ndo (1) SOH (2) Radical modificado (3) radical (4) seletivo
14. EC Contralateral (0) ndo (1) SOH (2) Radical modificado (3) radical (4) seletivo

15. Reconstrugédo: (0) ndo (1) retalho local (2) miocutaneo (3) microcirurgico

Complicagées PO:
16. Locais: (0) ndo (1) deiscéncia (2) infeccdo (3) trombose (4) hematoma (5) seroma (6) outras
17. Sistémicas: (0) ndo (1) pneumonia (2) IAM (3) AVC (4) Trombose venosa profunda (5) outras
18. Adjuvancia: (0) ndo (1) RXT a) Dose tumor:
b) Dose ipsilateral: c) Dose contralateral:
19. Aparelho: (1) cobalto (2) acelerador (3) IMRT  22. data de inicio de RXT

21.QT: (0) ndo (1) concomitante a RT

Microscopia: numero AP

(1)graul (2)graull (3)graulll (4)indiferenciado

22. Espessura total: mm

23. Espessura 3mm: (0) igual ou menor que 3mm (1) maior que 3mm (9) ignorado
Espessura 4mm: (0) igual ou menor que 4mm (1) maior que 4mm (9) ignorado
Espessura 5mm: (0) igual ou menor que 5mm (1) maior que 5mm (9) ignorado

24. Diametro: mm

25. Tipo de invaséo (1) pushing (2) infiltration (3) dissociation
26. Margens (0) livres (1) exigua (2) comprometida
27. Margem comprometida/exigua (0) ndo (1) lateral (2) profunda

28. Distancia minima da margem exigua mm

29. Embolizagéo vascular: (0) ndo (1) sim  30. Embolizagao linfatica: (0) ndo (1) sim

31. Invaséao perineural: (0) ndo (1) sim  32. Invasdo muscular: (0) ndo (1) sim (2) superficialmente

33. Invaséo glandular (0) ndo (1) sim 34. Reagéao desmoplasica: (0) ndo (1) leve (2) moderada (3) intensa
35. Infiltrado inflamatério: (0) nao (1) leve (2) moderado (3) intenso

36. Linfonodo comprometido: (0) ndo (1) sim ndmero de LN + (9) NA

37. Local do LN+ ipsilat (0) ndo (1) nivel I (2) nivel Il (3) nivel lll (4) nivel IV (5) nivel V




38. Local do LN+ contra (0) ndo (1) nivel I (2) nivel Il (3) nivel lll (4) nivel IV (5) nivel V
39. Ruptura capsular (0) ndo (1) sim (9) néo se aplica

40. Recaida (0) ndo (1) local (2) pescogo ipsilateral (3) pescogo contralateral (4) pulméo
(5) outro:
41. Data da recaida:

42. Tratamento da recaida: (0) ndo (1) Cir (2) RT (3) QT (4) associagdes
43. 2° primario: (0) ndo (1) sim CID:
44. Data do 2° primario :
45. Tratamento do 2° primario: (0) ndo (1) Cir (2) RT (3) QT

46. Data da ultima informagao:

47. Situagao: (0) vivo sem doenga (1) vivo com doenca (2) morte por doenca (3) morte por outra causa (4) perdido

de vista (5) morte pds operatéria

Telefone de contato:

Observagdes pertinentes:
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Anexo 3 - Tabela de Interpretagcado da genotipagem do Kit Inno-Lipa HPV
£



INNO-LiPA HPV Genotyping Extra

Data reporting sheet
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Does elective neck dissection in T1/T2 carcinoma of the oral
tongue and floor of the mouth influence recurrence and

survival rates?
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the results of elective neck dissection compared with observation (control group) in selected cases of
early carcinoma of the oral tongue and floor of the mouth. It was a retrospective analysis of 222 patients who had the tumour resected (161
also had elective neck dissection). Occult lymph node metastases were detected in 33/161 (21%), and neck recurrences were diagnosed in 10
of the 61 patients in the control group (16%). Occult lymph node metastases reduced the 5-year disease-specific survival from 90% to 65%
(»=0.001) and it was 96% among the controls. The 5-year disease-specific survival was 85% in the group treated by neck dissection and
96% in the observation group (p =0.09). Rigorous follow-up of selected low risk patients is associated with high rates of salvage, and overall
survival was similar to the observed survival in patients treated by elective neck dissection. Observation is a reasonable option in the treatment

of selected patients.

© 2014 The British Association of Oral and Maxillofacial Surgeons. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Oral cancer; Squamous cell carcinoma; Early stage; Lymph nodes; Elective neck dissection

Introduction

Oral squamous cell carcinoma (SCC) is characterised by a
high risk of metastases to lymph nodes in the neck.' The
metastatic spread of these tumours usually occurs through
the lymphatic system in the neck, at levels I-IIL.>

* Corresponding author at: Department of Head and Neck Surgery and
Otorhinolaryngology, ACCamargo Cancer Center, Rua Professor Antdnio
Prudente, 211, Sao Paulo, SP CEP: 01509-900, Brazil.

Tel.: +55 1121895172.

E-mail addresses: nataliekelner @yahoo.com.br (N. Kelner),
jgvartanian @uol.com.br (J.G. Vartanian), coipinto @uol.com.br
(C.A.L. Pinto), claumcc @terra.com.br (C.M. Coutinho-Camillo),
Ip_kowalski@uol.com.br (L.P. Kowalski).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjoms.2014.03.020

The incidence of occult lymph node metastases in early
oral SCC ranges from 14% to 45%, and is higher in tumours
of the tongue and floor of the mouth.*” The presence of
pathological lymph node metastases is the most important
prognostic factor, and it reduces survival in patients with
oral SCC.*#13 Computed tomography (CT), magnetic res-
onance imaging (MRI), ultrasonography (US), and positron
emission tomography-CT (PET-CT) are used to detect neck
metastases, but none can detect all micrometastases.>! 11415

The high incidence of occult metastases is the most impor-
tant argument in favour of elective neck dissection in oral
cancer. However, the functional and cosmetic side effects,
morbidity, and costs argue against it.'>!® It is recommended
only in patients with an estimated risk of metastases of more
than 20%."

0266-4356/© 2014 The British Association of Oral and Maxillofacial Surgeons. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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We know of only a few prospective randomised studies
that have evaluated the benefit of elective neck dissection.
One randomised study compared it with therapeutic neck dis-
section in T1-T3NOMO SCC of the oral tongue and floor of
the mouth.'”. Another compared elective ipsilateral radical
neck dissection with observation in T1-T2NOMO SCC of the
oral tongue.'® These two studies showed no survival bene-
fit of neck dissection. One randomised study that compared
elective supraomohyoid neck dissection with observation in
T1-T2NO SCC of the tongue and the floor of the mouth
did show that selective neck dissection was of significant
benefit,'” but a recent randomised study compared selec-
tive elective neck dissection with observation in early oral
tongue carcinoma, and found similar results in the two
groups.”’

The aim of the present study was to evaluate the results
of elective neck dissection compared with observation in
selected cases of early-stage SCC of the oral tongue and floor
of the mouth.

Patients and methods

Atotal of 222 patients with early stage (clinical T1/T2NOMO)
SCC of the oral tongue and floor of the mouth were identi-
fied from a database of patients who were treated surgically
at ACCamargo Cancer Center between 1980 and 2010. None
of the patients had previously been treated, and they all had
a preoperative clinical diagnosis of no invaded nodes in the
neck. Nodal metastases were identified by physical examina-
tion. The patients treated after 1990 also had CT or MRI. All
patients had a pathological T1 or T2 SCC of the oral tongue
and floor of the mouth and were initially treated surgically. All
microscopic slides were reviewed. This study was approved
by the Hospital Research Ethics Committee.

Since 1980, all patients who were considered to be at high
risk of occult metastases were treated by elective neck dis-
section (Fig. 1). The decision was based on the following
criteria: if at initial evaluation the lesion presented with signs
of infiltration and the clinically estimated thickness was more
than 3 mm, or there were adverse pathological features in
the biopsy (such as perineural invasion or vascular embolisa-
tion), the elective neck dissection was done at the same time
as the resection of the primary tumour. If the macroscopic
lesion was present with a thickness estimated on palpation
of less than 3 mm (superficial) and no adverse pathological
features were detected in the biopsy specimen, the patient
was observed. However, those patients who were not ini-
tially thought to require neck dissection, but who did have
adverse pathological findings in the operative specimen, were
treated by neck dissection between 2 and 4 weeks of the initial
operation.

In general, patients whose necks would require reconstruc-
tion had larger or more infiltrating tumours and for these
reasons were candidates for neck dissection. It was also indi-
cated in low-risk cases with superficial but large lesions that

also required reconstruction. A total of 68 patients required
reconstruction, 66 of whom had a neck dissection.

The patients with low-risk tumours were treated only by
resection of the primary tumour, and the neck was followed-
up with palpation. Since the 1990s CT or MRI has been done
every 6 months for at least 2 years.

The surgeon together with the radiation oncologist decided
whether the patient required postoperative radiotherapy (RT),
and the criteria that they used included the presence of patho-
logically invaded lymph nodes, the presence of extracapsular
nodal extension or perineural invasion, and surgical margins
of less than 0.5 cm.

The data were evaluated with the aid of IBM SPSS Statis-
tics for Windows (version 20, IBM Corp, Armonk NY, USA).
Overall survival was calculated from the date of operation to
the date of the last follow-up or death. Disease-specific sur-
vival was calculated from the date of operation to the date
of death from SCC of the tongue or floor of the mouth. The
survival curves were plotted using the Kaplan—Meier method
and were compared using the log rank test. Probabilities of
less than 0.05 were accepted as significant.

Results

A total of 222 patients were eligible for the analyses, and
Table 1 shows their clinicopathological characteristics. The
clinically clear necks were treated by observation in 61
patients and elective neck dissection in 161. Of the 161, the
dissection was unilateral in 136 cases. Twenty-five patients
who had primary tumours that approached or crossed the
midline, had bilateral dissection. Two patients had it as a
secondary procedure because of the risk of occult nodal
metastases. Of the 222 patients, 58 (26%) had postopera-
tive RT to the site of primary resection and to the neck
(Fig. 2).

The mean number of dissected lymph nodes was 38 (range
9-108). Thirty-three of the 161 patients who had elective neck
dissection had pathologically invaded nodes (21%). Of the 33,
29 (88%) had clinically T2 SCC, whereas the other 4 patients
(12%) had clinically T1 lesions. The overall rates of occult
nodal metastases in clinically T1 and T2 cases were 4/32
(13%) and 29/129 (23%), respectively. Most patients with
pathologically invaded nodes had only a single involved node
(n=22,67%), whereas four patients had more than 2 (pN2b).
Most patients with pathologically invaded nodes had metas-
tasis in level I (n=19, 58%) or level 1 (n=8, 24%) nodes.
Five patients had metastasis at both levels I and II (15%).
No patient had pathologically invaded nodes at levels IV or
V. Extracapsular spread was present in 4/33 pathologically
invaded nodes (12%).

Among the 33 patients with pathologically invaded nodes,
27 had postoperative RT to the neck. Of these, one devel-
oped ipsilateral recurrence in the neck but it was successfully
treated, and one patient developed an ipsilateral locoregional
recurrence, which was treated by chemotherapy, but died
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Fig. 1. Type of elective neck dissection according to decades. Columns from left to right refer to: no neck dissection; supraomohyoid; radical modified; radical’

and selective (I-IV).

of the disease. Of the remaining 6 patients who did not
have postoperative RT, 2 subsequently developed ipsilateral
recurrences in the neck during the first year after neck dis-
section and died of their disease (Fig. 2).

The sites of recurrence of the tumours and the treatments
are shown in Table 2. Fig. 2 shows an algorithm of the patients
who were stratified according to neck dissection, pathological
nodal status, postoperative RT, and ipsilateral recurrence in
the neck.

Nine of the 61 patients in the observation group devel-
oped recurrences in the ipsilateral neck (15%), which was
higher than that in the neck dissection group (11/161, 7%)
(p=0.06). Of the 9 patients with recurrences in the ipsilat-
eral neck in the observation group, 8 had a further resection
(Table 2).

T1
n=84 \
No neck dissection With neck
= dissection
n=52 =32

n=50 n=2 n=4

\
I
A

No PORT PORT
n=7 n=2

/\[./\

n=26

J

PORT No PORT PORT
n=2 n=1 n=3
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Regional ipsilateral or contralateral recurrences occurred
in 29 patients. Of these recurrences, 8 were clinically T1 and
21 were T2 SCC. The median time from the initial treat-
ment to a regional recurrence was 9.47 months (range 2-79)
months. The further treatment consisted of operation with
RT (n=14); operation, RT, and chemotherapy (n=4); oper-
ation alone (n=3), or RT alone (n=1). Two patients were
given palliative treatment with chemotherapy, 2 with radio-
therapy and chemotherapy, and 3 had no treatment for their
recurrence; these 7 patients died of their disease.

When the effect of the neck treatment on regional con-
trol was assessed, the patients with local recurrence were
excluded, because the nodal spread could have occurred after
the initial treatment. Four patients in the observation group
developed ipsilateral neck recurrence alone, 3 of them were

T2
n=138

No neck With neck
dissection dissection
=9 n=129

/

=
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Bl ESE S
T R
ENERENE
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)

Fig. 2. Algorithm showing the management of patients with early carcinoma of the oral tongue and floor of mouth stratified according to the clinical stage of
the tumour (T), neck dissection, pathological state of lymph nodes (pN), and ipsilateral recurrence in the neck (INR).
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Table 1
Clinicopathological characteristics of patients with early stage carcinoma of the oral tongue and the floor of the mouth (n =222). Data are number of patients.
Variable Observation (n=61) Elective neck dissection (n=161) Total (n=222) p value
Median (range) age (years) 58(28-83) 58(21-85) 58(21-85) 0.74
Sex
Male 41 120 161 0.28
Female 20 41 61
Tobacco
Yes 41 122 163 0.371
No 17 35 52
Not recorded 3 4 7
Alcohol
Yes 36 112 148 0.32
No 22 44 66
Not recorded 3 5 8
Site of tumour
Oral tongue 53 115 168 0.017
Floor of the mouth 8 46 54
Clinical stage of tumour
cT1 52 32 84 <0.001
cT2 9 129 138
Thickness (mm)
<3 26 22 48
3 or more 22 118 140 <0.001
Not recorded 13 21 34
Histological grade
1 37 71 108
2 14 66 80 <0.001
3 2 22 24
Not recorded 8 2 10
Perineural invasion
Yes 7 42 49
No 31 87 118 0.007
Not recorded 23 32 55
Type of neck dissection
SOHND (I-1IT) - 100 100
MRND - 20 20 -
RND - 25 25
SND (I-1V) - 16 16
Pathological status of nodes
Clear - 128 128 -
Invaded - 33 33

SOHND, supraomohyoid neck dissection; MRND, modified radical neck dissection; RND, radical neck dissection; SND, selective neck dissection.

operated on and had postoperative RT, and all 3 are alive. Five
patients in the neck dissection group developed ipsilateral
nodal recurrence, and they were operated on with curative
intent, but only 2 remained alive without recurrent cancer
(Table 2). Of the 25 patients who had bilateral neck dissection,
7 developed recurrences; in 4 they were local, in 2 ipsilateral,
and 1 had a locoregional ipsilateral recurrence.

The median follow-up period was 68.7 months (6-282). A
total of 74 patients died of causes unrelated to cancer during
follow-up, and 31 died of their disease. Overall, 111 patients
were alive at the last follow-up, and 6 were lost to follow-up
(range 6-57 months).

The presence of occult, pathologically-invaded nodes
decreases the disease-specific survival from 90% to 65% in 5
years (Fig. 3). The 5-year disease-specific survival was 96%
in the observation group and 85% in the neck dissection group
(»=0.09) (Fig. 4). The 5-year disease-specific survival for
clinical T1 SCC was higher than that of clinical T2 SCC
(94% and 84%, respectively, p=0.01).

The 5-year overall survival was 77% in the observation
group and 70% in the neck dissection group (p =0.4). In the
observation group the 5-year disease-free survival was 79%,
and 74% in the neck dissection group (p =0.88). The 5-year
disease-free survival of the patients with a regional recurrence
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Table 2

Patterns of recurrence, salvage treatment, and outcome. Data are number, or number (%).

Site of recurrence

Elective neck dissection (n=161)

Observation (n=61) Total (n=222)

Local alone 24 (15)
Neck alone (regional recurrence) 9(6)

Ipsilateral alone 5
Neck salvage treatment
No evidence of disease

Contralateral alone:
Neck salvage treatment
No evidence of disease

Bilateral
Neck salvage treatment
No evidence of disease

Local and neck
Local and ipsilateral
Salvage treatment
No evidence of disease

Local + contralateral
Salvage treatment
No evidence of disease

Local and bilateral neck
Salvage treatment
No evidence of disease

Ipsilateral neck and distant
Salvage treatment
No evidence of disease

MDY OO PN O Rro OO0 A B DWW

(=]

Distant alone 1(1)
Salvage treatment 1
No evidence of disease 0

Total recurrences 44 (27)

Total salvage treatment
Yes 40/44 (91)
No 4/44 (9)
No evidence of disease 18/44 (41)

8 (13) 32(14)
5(8) 14 (6)
4 9
3 8
3 5
0 4
0 4
0 4
1
1
1
4(7) 12 (5)
2 6
2 6
2 2
1 5
1 3
1 3
1 1
1 1
1 1
1(2) 3(1)
1 3
0 0
0 1(<1)
0 1
0 0
18 (30) 62 (28)
17/18 (95) 57/62 (92)
1/18 (6) 5/62 (8)
13/18 (72) 31/62 (50)

was 86%. This was 84% in the observation group and 87%
in the neck dissection group (p =0.46).

The 5-year overall survival of patients who had neck dis-
section and who also had occult pathologically invaded nodes
(n=33) was 58%, which did not differ significantly from that
of patients in the observation group who developed a regional
recurrence (n= 10, 69%, p=0.85).

There was no association between the site of the tumour
and regional recurrence (p=0.51), lymph node metastases
(p=0.66), overall survival (p =0.39) and disease-specific sur-
vival (p=0.27).

Discussion

Elective neck dissection, biopsy of the sentinel lymph node,
and an observation policy are the options for the treatment
of the neck in early oral SCC, because none of the imag-
ing examinations can detect all the micrometastases in neck
lymph nodes.>'"'+15 The technique of sentinel lymph node

biopsy is based on the unique lymphatic drainage patterns
of each patient. Experienced groups have reported that it has
good sensitivity in identifying occult metastases in the neck,
may prevent overtreatment (neck dissection) of patients who
are staged pathologically as clear, and reduce the morbid-
ity associated with neck dissection. However, sentinel lymph
node biopsy is still used, and several issues require further
investigation.”!

Elective neck dissection in patients with no clinically
involved nodes in the neck has been proposed by many
authors because of the high risk of nodal recurrence in an
untreated neck, and the accuracy of this procedure for stag-
ing. The pathological information is important to guide the
subsequent use of adjuvant treatment.'-”-'*> However, neck
dissection may be unnecessary for some patients, and there
is a risk of functional morbidity of the shoulder. In contrast,
few studies have shown that observation could result in the
same survival as neck dissection.'”-'%20-22 Observation may
not be safe, because delayed diagnosis of cervical metastases
increases the risk of extracapsular spread and involvement
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Fig. 3. Survival curves showing pathologically clear nodes, and invaded nodes. Censored deaths are indicated by vertical lines.

of multiple nodes at the time of reoperation. These
adverse pathological findings are associated with reduced
survival.'”

Elective neck dissection is advocated for most cancers of
the tongue and floor of the mouth, except for early stage
(clinical T1) superficial tumours.”'> In most hospitals the
decision to treat the neck electively is based on the risk of
occult lymph node involvement that is associated with a thick-
ness of tumour of more than 3 mm (a risk over 20%). In the

present series, the median thickness in observation group was
2.7mm (range 0.5-10 mm) and 7.0 mm (range 0.95-30 mm)
in the neck dissection group (p <0.001).

The incidence of occult metastases in the cervical lymph
nodes after surgical treatment ranges from 14% to 42%. In
our study the incidence of occult metastases was 21%, which
is similar to that reported by others.®!%1%>> Most patients
with pathologically invaded nodes had only a single involved
node, and levels I and II were the most common sites. There
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Fig. 4. Survival curves showing the observation (control) group and the group treated by neck dissection. Censored deaths are indicated by vertical lines.
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was no association between site of tumour or T-stage with
lymph node metastases.

The status of the clinically invaded neck is an impor-
tant determinant of survival in head and neck cancers. Our
results support this finding even when metastases were occult.
Because the status of the neck has a serious impact on out-
come, treatment of the neck is an important aspect in the
management of these patients.

The main cause of failure in early-stage oral cancer is
locoregional recurrence. In the present study local recurrence
(14%) and recurrence in the neck (13%) were similar to those
reported elsewhere.'>>* The effect of extranodal spread is
evident in recurrences in the neck and distant metastases.” In
this study, 4 patients had extranodal spread. These patients
were given postoperative RT (6040-6600 cGy).

The difference in the ipsilateral regional failure rate
between the neck dissection group (5/161, 3%) and the obser-
vation group (4/61, 7%) was not significant (p =0.26).

All 25 tumours that crossed the midline were treated with
bilateral neck dissection. The contralateral side of the neck
is a common and potentially preventable site of recurrence in
tumours of the oral cavity.”*

The overall and disease-specific survivals were similar
for both treatments. However, most patients in the obser-
vation group (85%) had clinical-stage T1 primary tumours,
whereas most patients in the neck dissection group (81%)
had stage T2 tumours, which is predictable in a retro-
spective series. Our groups were well selected, and the
eligibility criteria were restricted, so our observation group
was highly selected with favourable clinicopathological
characteristics, and therefore had a better prognosis, with
better survival, fewer recurrences, and higher chances of
cure.

For low risk patients, close monitoring with the early
detection of recurrence and repeat operation is essential. The
rigorous clinical and radiological follow-up reflects the cure
rates and the similar overall survival in this study. The obser-
vation policy is reasonable for appropriately selected patients.
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ABSTRACT: Background. The presence of regional lymph node metas-
tasis has an important impact on clinical management and prognostica-
tion of patients with oral tongue squamous cell carcinoma (SCC).
Approximately 30% to 50% of patients with oral tongue SCC have
regional metastasis at diagnosis, but the limited sensibility of the current
diagnostic methods used for neck staging does not allow detection of all
cases, leaving a significant number of undiagnosed metastasis (occult
lymph node metastasis). In this study, we evaluated whether clinicopath-
ologic features and immunohistochemical detection of carcinoma-
associated fibroblasts (CAFs) and activin A could be predictive markers
for occult lymph node metastasis in oral tongue SCC.

Methods. One hundred ten patients with primary oral tongue SCC, who
were classified with early stage tumor (stage | and Il) and received
surgical treatment with elective neck dissection, were enrolled in the
study.

Results. Among all examined features, only high immunohistochemical
expression of activin A was significantly associated with presence of
occult lymph node metastasis (p=.006). Multivariate survival analysis
using the Cox proportional hazard model showed that the expression of
activin A was an independent marker of reduced overall survival with a
5-year survival of 89.7% for patients with low expression compared to
76.5% for those with high expression (hazard ratio [HR], 2.44; 95% con-
fidence interval [CI], 1.55-3.85; p=.012).

Conclusion. Our results demonstrated that immunodetection of activin
A can be useful for prognostication of oral tongue SCC, revealing patients
with occult lymph node metastasis and lower overall survival. © 2014 Wiley
Periodicals, Inc. Head Neck 00: 000-000, 2014

KEY WORDS: oral tongue squamous cell carcinoma, clinicopatholog-
ical features, activin A, carcinoma-associated fibroblast, prognosis

INTRODUCTION

Oral tongue squamous cell carcinomas (SCCs) are locally
aggressive and frequently show lymph node metastasis at
diagnosis. Regional lymph node metastasis is considered
the most reliable marker for therapy and prognosis of oral
tongue SCC, and the knowledge of this prognostic factor
before treatment is essential in determining the best thera-
peutic choice for the patient. However, independent of the
neck staging method, the indices of occult neck lymph
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node metastasis are high (20% to 30%) in patients with
oral tongue SCC, significantly influencing its treatment and
prognosis." Although a variety of clinical, histopathologic,
and biological markers have been proposed as predictive of
occult lymph node metastasis in oral tongue SCC, none of
them has yet to impact on routine clinical care.”

Previous studies have demonstrated that increased density
of carcinoma-associated fibroblasts (CAFs) in the stroma of
oral tongue SCC correlated with lymph node metastasis
and higher mortality.” In a recent study, we demonstrated
that CAFs, indicating myofibroblast transdifferentiation,
promote tumorigenesis of oral tongue SCC cell lines via
upregulation of activin A, a member of the transforming
growth factor-B superfamily of proteins.® Interestingly,
overexpression of activin A in all stages of various oral
SCCs was associated with increased regional lymph node
metastasis and lower disease-free and overall survivals.’
Therefore, the purpose of this study was to determine
whether the presence of CAFs and the expression of activin
A, as well as clinicopathological features, are predictive for
occult lymph node metastasis in early stage oral tongue
SCC. In the present study, we provide evidence that
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immunohistochemical expression of activin A is a marker
of occult lymph node metastasis and shortened overall sur-
vival in patients with early stage oral tongue SCC.

MATERIALS AND METHODS
Samples

One hundred ten patients with primary oral tongue SCC,
who were classified with clinically early stage tumor (stage
I: TINOMO or stage II: T2NOMO) and received surgical
treatment with elective neck dissection in the Department
of Head and Neck Surgery and Otorhinolaryngology, A.C.
Camargo Cancer Center, Sao Paulo, Brazil, from 1980 to
2010, were enrolled in the study. For clinical stage,
patients were systematically examined, including neck pal-
pation and a cervical CT examination to warrant NO classi-
fication, and chest X-ray or CT scan were performed to
determine the presence of distant metastasis. CT scan was
introduced in the routine of oral cancers initial examination
in the early 1990s. In this institute, elective neck dissection
is applied in patients with high-risk for occult metastasis,
which is based on location in the posterior portion of the
tongue or thickness >3 mm.® Radical neck dissection was
performed until the 1990s and thus replaced for supraomo-
hyoid dissection thereafter. The study was approved by the
Ethics Committee of the A.C. Camargo Cancer Center,
Sao Paulo, Brazil.

Histological risk model, depth of invasion, and margin
status

Tissue blocks, including those of the tumors and cervi-
cal lymph nodes, were retrieved and new sections were
stained with hematoxylin-eosin. Small lymph nodes show-
ing capsule integrity were cut in half, whereas large
lymph nodes or those with signs of tumor involvement
were cut in several sections (2- to 3-mm sections) before
histological processing. Presence of tumor cells in the
lymph nodes, regardless of size, was classified as regional
metastasis. All slides were assessed independently by 3
investigators who were blinded to clinicopathologic data
and outcomes and any disagreement was settled by dis-
cussion. Tumors were scored regarding worst pattern of
invasion, lymphocytic infiltrate, and perineural invasion,
and classified according to the histological risk model
proposed by Brandwein—Gensler et al.” Each slide was
scanned using the Aperio Scanscope (Aperio Technolo-
gies, Vista, CA) and the depth of tumor invasion (tumor
thickness) and the distance from resection margin were
measured using the software Image Scope (Aperio Tech-
nologies). Depth of invasion represented the distance
from the tumor surface to the deepest area of the tumor,
and the cutoff value of 5 mm was used to categorize the
tumors into 2 groups.'® The distance from surgical mar-
gin, identified as the closest distance between the deepest
portion of the tumor and the surgical resection edge, was
categorized into 2 groups based on cutoff value of 5 mm,
as previously described.'®

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on 3-um tissue sec-
tions using the avidin-biotin-peroxidase complex method. In

essence, sections were deparaffinized and dehydrated
using a graded series of ethanol. Sections were then sub-
jected to antigen retrieval with 0.01 M citrate buffer pH
6.0 in an electric pressure cooker and incubation with
3% aqueous hydrogen peroxide for 15 minutes to quench
endogenous peroxidase The sections were incubated
with monoclonal mouse anti-a-smooth muscle actin
diluted 1:400 (Dako, Carpenteria, CA) or rabbit anti-
activin A diluted 1:50 (R&D Systems, Minneapolis,
MN), followed by the labeled streptavidin-biotin
detection system (Dako). Reactions were developed by
incubating the sections with 0.6 mg/mL 3,3'-diamino-
benzidine tetrahydrochloride (Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO) containing 0.01% H,O, and counterstained with
Mayer’s hematoxylin. The control reactions were per-
formed by the exclusion of the primary antibodies.

The presence of a-smooth muscle actin-positive cells
(CAFs) was classified as negative, scanty, or abundant, as
described by Kellermann et al® in a blinded analysis per-
formed by 3 of the authors. Two different areas of the
tumor were analyzed: the stroma within the tumor,
defined as the overall area for the purposes of this study,
and the deep invasive tumor front, defined as tumor front,
which represented the band of tissue between the invasive
tumor front and adjacent normal tissue. For statistical pur-
poses, negative and scanty samples were lumped together
and compared with samples classified as abundant pres-
ence of CAFs. For activin A, the expression was scored
after the methods of Chang et al.” Briefly, glass slides
were scanned into high-resolution images using the
Aperio Scanscope CS Slide Scanner and the obtained
digital images were analyzed with Pixel Count V9 algo-
rithm (Aperio Technologies). By using specific input
parameters (hue value = 0.1; hue width =0.5; color satu-
ration threshold =0.04; and intensity threshold ranging
from 90-180), the percentage of cytoplasm positivity was
calculated and classified in 3 categories according to their
intensity range as weak (from 130-180), moderate (from
105-129), and strong staining (from 90-104). Each cate-
gory received an intensity score, 1 for weak, 2 for moder-
ate, and 3 for strong staining. The final score of each
tumor was calculated as the sum of the percentage of
each category multiplied by their intensity scores using
the following formula: [(%weak X 1) + (%moderate X 2) +
(Yostrong X 3)]. The results ranged from 109 to 237, and
the median value of 174 was used to divide tumors into
2 groups, below and above the median, exhibiting low
and high activin A immunohistochemical expression,
respectively.

Statistical analysis

Correlations between presence of occult lymph node
metastasis and clinicopathologic and immunohistochemi-
cal parameters of the tumors were performed by cross-
tabulation and Fisher’s exact test. Similarly, the immuno-
histochemical expression of activin A was correlated with
the clinicopathologic features of the tumors. Survival
curves were constructed based on the Kaplan—-Meier
method and compared with the log-rank test. For univari-
ate and multivariate survival analysis, the Cox propor-
tional hazard model was used. The level of significance
considered was 5% (p < .05).
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TABLE 1. Clinicopathological and immunohistochemical correlation of
the presence of occult lymph node metastasis in oral tongue squamous
cell carcinomas.

No. of patients (%) by
lymph node status

Parameter NO N+ p value
Age, y

<58 39 (48.1) 20 (69)

>58 42 (51.9) 9(31) .08
Sex

Male 54 (66.7) 23(79.3)

Female 27 (33.3) 6 (20.7) .24
Ethnicity

White 70 (86.4) 26 (89.7)

Non-white 11 (13.6) 3(10,.3) .76
Smoking habit

No 23 (29.5) 6(20.7)

Yes 55 (70.5) 23(79.3) 46
Drinking habit

No 31(39.7) 5(17.2)

Yes 47 (60.3) 24 (82.8) .04
Local recurrence

No 68 (84) 21(72.4)

Yes 13 (16) 8 (27.6) 18
Regional recurrence

No 74 (91.4) 23(79.3)

Yes 7 (8.6) 6(20.7) 10
Second primary

No 64 (79) 24 (82.8)

Yes 17 (21) 5(17.2) .79
Histological risk

Low/intermediate 55 (67.9) 10 (65.5)

High 26 (32.1) 19 (34.5) .82
Depth of invasion

>5mm 28 (38.7) 6(22.3)

<5mm 49 (61.3) 21(77.7) 13
Distance from surgical margin

>5mm 77 (95.1) 26 (89.7

<5mm 4(4.9) 3(10.3) .30
Overall CAFs

Negative/scanty 57 (70.4) 18 (62.1)

Abundant 24 (29.6) 11 (37.9) A8
Tumor front CAFs

Negative/scanty 66 (81.5) 24 (82.8)

Abundant 15 (18.5) 5(17.2) .87
Activin A expression

Low 44 (56.4) 7(25.9)

High 34 (43.6) 20 (74.1) .006

Abbreviation: CAFs, carcinoma-associated fibroblasts.

RESULTS

In this cohort, a male prevalence was observed (70%)
and the average age was 57.8 = 13.2 years (range, 21-84
years). Most of the patients reported smoking (78
patients) and drinking alcohol (71 patients). Regarding
tumor size (T classification), 19 patients were T1 (17.3%)
and 91 were T2 (82.7%). There were 29 patients (26.3%)
who had occult lymph node metastasis as evidenced by
the presence in pathologic findings in the elective neck
dissection specimens. The histological risk model based
on the Brandwein—Gensler score system classified 12
tumors (10.9%) in low risk, 53 (48.2%) in intermediate

risk, and 45 (40.9%) in high risk. During follow-up, 21
patients (19%) developed local recurrence and 13 (11.8%)
developed regional recurrence (11.8%). The overall sur-
vival ranged between 6 and 190 months, with a median
of 42 months (mean, 51.5 months).

Dividing the tumors in relation to presence of occult
lymph node metastasis, we found that high immunohisto-
chemical expression of activin A was significantly associ-
ated with the risk of occult lymph node metastasis
(p = .006; Table 1). From tumors with occult lymph node
metastasis, 74.1% (n=20) were classified as expressing
high levels of activin A. Immunoreactivity for activin A
was observed as a cytoplasmatic stain with variable distri-
bution and intensity in the tumor cells (Figure 1). Immu-
nopositivity was also found in scattered stromal cells,
including inflammatory cells, CAFs, and endothelial cells.
Presence of occult lymph node metastasis was not associ-
ated with clinical features, histological risk, or its individ-
ual parameters (data not shown), depth of invasion,
distance from surgical margin, or abundance of CAFs
within tumor stroma and front (Table 1). Lack of CAFs
was observed in 36.4% (n=40) of the tumors, but all
samples demonstrated positivity for a-smooth muscle
actin in the smooth muscle of the blood vessel walls,
which worked as an internal positive control. In the tumor
front, absence of CAFs was found in 45.6% (n=50) of

FIGURE 1. Immunohistochemical expression of activin A in oral
tongue squamous cell carcinomas (SCCs). Representative sam-
ples scored as low (A) and high (B) are showed. Activin A was
detected as a cytoplasmatic immunostaining in the tumor cells,
and in the stromal cells around the tumor (original magnification
% 200). [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]
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FIGURE 2. Distribution of carcinoma-associated fibroblasts (CAFs)
in oral tongue squamous cell carcinomas (SCCs). CAFs, recog-
nized by the immunohistochemical expression of «-smooth mus-
cle actin, were distributed immediately adjacent to the islands of
tumor cells (A) or demarcating the invasive front of the tumor (B)
(original magnification < 100). [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

the tumor samples (Figure 2). Interestingly, depth of inva-
sion was significantly associated with presence of CAFs
(p = .0001; Figure 3).

In the univariate analysis, sex of the patient, smoking
habit, drinking habit, occult lymph node metastasis, local
recurrence, regional recurrence, depth of tumor invasion,
and activin A immunohistochemical expression were pos-
itively associated with lower overall survival (Table 2).
Patients with high activin A expression showed a 5-year
overall survival of 76.5% (95% confidence interval [CI],
15.1-87.3) compared with 89.7% (95% CI, 54.7-93.8) for
patients with low activin A immunoreactivity (Figure 4).
However, in the adjusted multivariate analysis, based on
Cox proportion regression, only presence of occult lymph
node metastasis (p =.009), local recurrence (p =.003),
regional recurrence (p < .0001), and immunohistochemi-
cal expression of activin A (p =.012) remained as signifi-
cant predictors of overall survival of patients with early
stage oral tongue SCC (Table 2).

Interestingly, the predictive hazard ratio (HR) of activin
A immunohistochemical expression dropped from 3.81 in
the univariate analysis to 2.44 in the multivariate, sug-
gesting the influence of other factors on determination of
the activin A hazard risk. To identify possible cofounds
of activin A, we determined whether activin A expression
is associated with clinicopathologic features of patients

with oral tongue SCC. As depicted in Table 3, a high
expression of activin A was significantly associated with
regional recurrence (p =.01), as well as presence of
occult lymph node metastasis (p =.006). Although not
statistically significant, the association of activin A with
histological risk reached a p value of .06 and with the
presence of CAFs in the tumor front a p value of .07
(Table 3). Thus, these data show an association between
activin A immunohistochemical expression and regional
recurrence, and strongly suggest an important influence
on survival of patients with oral tongue SCC.

DISCUSSION

Nodal status is one of the most important prognostic
factors for oral tongue SCCs and has a significant impact
on survival rates. Occult lymph node metastases are fre-
quently observed in patients with oral tongue SCC and
elective neck dissection, in general, is advocated for the
majority of the Patients, except for those with very super-
ficial tumors.®'" In this scenario, with a lack of strong
predictive factors of lymph node disease, several patients
who do not present lymph node metastasis are overtreated
by neck dissection, whereas other patients may not have
the neck treated but show occult neck disease. In both sit-
uations, the impact of the decision is fundamental for the
patient’s survival and quality of life. In this cohort, 29
patients (26.3%) clinically classified as NO presented met-
astatic disease, revealing that 81 (73.7%) were overtreated
by neck dissection, leaving considerable functional and
esthetic sequel. The frequency of occult lymph node
metastasis in this study was in the range to that reported
by other studies.!"™1° Thus, the identification of predictive
factors for occult lymph node metastasis will have a sig-
nificant impact on treatment and survival of patients with
oral tongue SCC.

Herein, we demonstrated that the immunohistochemical
expression of activin A was significantly associated with
identification of patients with occult lymph node metastasis
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FIGURE 3. Presence of carcinoma-associated fibroblasts (CAFs) is
correlated with depth of invasion. Lack of CAFs in the stroma
was mainly found in tumors with shortest depth of invasion,
whereas tumors with more than 5 mm of invasion demonstrated
CAFs and were classified as scanty or abundant in relation to
presence of CAFs. *p < .001

4 HEAD & NECK—DOI10.1002/HED  MONTH 2014


http://wileyonlinelibrary.com

TABLE 2. Cox regression analysis for overall survival of the 110 patients with oral tongue sugamous cell carcinoma.

ACTIVIN' A AS PREDICTOR OF CERVICAL LYMPH NODE METASTASIS

HR (95% Cl) / p value

Parameter 5-y 0S (%) Univariate Multivariate
Age, y

<58 81.9 Reference Reference

>58 83.8 0.82 (0.34-1.98) / .65 0.98 (0.64-1.51) / .48
Sex

Male 77.3 Reference Reference

Female 96.1 0.35(0.14-0.89) / .03 0.71 (0.48-1.05) / .08
Ethnicity

White 71.9 Reference Reference

Non-white 91.6 0.49 (0.13-1.81) /.28 0.94 (0.63-1.40) / .25
Smoking habit

No 96.3 Reference Reference

Yes 76.4 2.741.08-6.94) / .03 1.22 (0.81-1.84) /.78
Drinking habit

No 93.1 Reference Reference

Yes 76.6 2.46 (0.99-6.06) / .05 1.28 (0.84-1.94) / .48
Treatment

Surgery 829 Reference Reference

Surgery + radiotherapy 82.8 1.06 (0.50-3.18) / .62 1.01 (0.64-1.48) / .36
Occult lymph node metastasis

No 88.3 Reference

Yes 66.3 5.69 (1.94-16.73) / .001 3.07 (1.86-5.06) / .009
Local recurrence

No 91.7 Reference Reference

Yes 435 92.4 (25.2-337.9) / < .0001 5.34 (2.92-9.75) / .003
Regional recurrence

No 88.7 Reference Reference

Yes 374 97.6 (16.7-570.1) / < .0001 28.4 (13.4-60.2) / < .0001
Second primary

No 88.2 Reference Reference

Yes 81.5 1.08 (0.38-3.06) / .87 1.02 (0.66-1.51) /.98
Histological risk

Low/intermediate 86.3 Reference Reference

High 78.1 1.78 (0.73-4.59) / .19 1.34 (0.32-4.84) / .37
Depth of invasion

>5mm 96.9 Reference Reference

<5mm 749 3.36 (1.32-8.58) / .01 1.31 (0.77-2.25) / .31
Distance from surgical margin

>5mm 83.7 Reference Reference

<5mm 714 1.38 (0.26-7.23) / .44 1.23 (0.26-6.78) / .69
Overall CAFs

Negative/scanty 83.1 Reference Reference

Abundant 82.7 1.55 (0.59-4.04) / .36 1.19 (0.79-1.80) / .44
Tumor front CAFs

Negative/scanty 84.7 Reference Reference

Abundant 76.6 1.52 (0.49-4.71) / .46 1.25 (0.86-1.85) / .32
Activin A expression

Low 89.7 Reference Reference

High 76.5 3.81 (1.13-6.72) / .002 2.44 (1.55-3.85)/.012

Abbreviations: 0S, overall survival; HR, hazard ratio; Cl, confidence interval; CAFs, carcinoma-associated fibroblasts.

and, more importantly, multivariate analysis showed that
activin A overexpression was an independent marker for
overall survival in early stage oral tongue SCC after adjust-
ing for other prognostic factors. Activin A is a member of
the transforming growth factor-beta (TGF-$3) superfamily,
and shares the same intracellular signaling pathways (Smad
and mitogen-activated protein kinase) with other TGF-3
family members.'® Activin A shows pleiotropic effects in
many cell types including growth, differentiation, and sur-
vival, although it was initially discovered in ovarian follicu-

lar fluid as a promoter of pituitary follicle-stimulating
hormones.'”'® Aberrant expression of activin A has been
described in several types of cancer, and recent studies
have started to elucidate its causal role on tumorigenesis. In
prostate cancers, overproduction of activin A by tumor cells
leads to increased angiogenesis, decreased immune surveil-
lance, and increased epithelial-to-mesenchymal transition of
the tumor cells, favoring tumor progression.'” Overexpres-
sion of activin A in endometrial and esophageal carcinomas
and malignant pleural mesotheliomas was associated with
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FIGURE 4. Kaplan—Meier curve for overall survival based on acti-
vin A immunoexpression. In this univariate analysis, high positiv-
ity for activin A was correlated with shortened overall survival
(p=.002)

an_induction of the proliferation via regulation of cyclin
D.?**? Furthermore, activin A in the serum of patients
with breast and prostate cancer with bone metastases are
signiﬁcantlg higher than those of patients without bone
metastases.”> In addition, the activin A mRNA level was
significantly associated with lymph node metastasis and
clinical stage in esophageal carcinoma, and patients with
high expression of activin A had a poor prognosis com-
pared to those with low expression levels.**

Few studies have suggested that activin A plays a role
in oral tumorigenesis. The first evidence of the participa-
tion of activin A in oral cancer came from the study of
Shimizu et al* in 2007. Those authors, by using chromo-
somal comparative genomic hybridization and oligonu-
cleotide microarrays in head and neck cell lines,
identified the upregulation of /INHBA, the gene encoding
activin A. Further analysis demonstrated that the expres-
sion of activin A was significantly higher in tumor sam-
ples compared with matched normal samples, and its
expression in tumors was associated with lymzph node
metastasis and shortened disease-free survival.> Later,
Chang et al’ confirmed that the high percentage of activin
A-positive cells in oral carcinomas was significantly asso-
ciated with clinicopathologic features, including N classi-
fication, tumor cellular differentiation, and presence of
perineural invasion, and with worse prognosis as revealed
by shortened overall and disease-free survival. Moreover,
downregulation of activin A expression with small inter-
ference RNA reduced proliferation and invasion of oral
cancer cells.” In the present study, a strong association
between activin A expression and risk of occult lymph
node metastasis was observed, and by using logistic
regression analysis we were able to confirm that activin
A, although in strong association with risk of regional
recurrence after treatment, is an independent prognostic
factors for the survival of patients with oral tongue SCC.
Taken together, our results demonstrate for the first time
that immunodetection of activin A is helpful as an indica-
tor of subclinical disease of the neck, and reinforce the
suggested role of activin A on tumor progression and
metastasis.

After our first study demonstrating that abundant pres-
ence of myofibroblasts in oral carcinomas, particularly in
the invasive tumor front, leads to a more aggressive
behavior, such as shorter overall survival,3 several studies
attended to elucidate its role in oral cancer development
and progression. In general, those studies replicated our
findings revealing that high density of CAFs (myofibro-
blasts) is a strong predictor of poor prognosis,*”°* and
further showed that CAFs in the stroma of oral carcino-
mas may influence proliferation and invasion, resulting in
a more aggressive tumor.®%’ Interestingly, in line with a
recent study analyzing the disease-specific survival of
patients with early stage oral tongue SCC,* our findings

TABLE 3. Correlation of the clinicopathological parameters of the oral
tongue squamous cell carcinomas with the immunohistochemical
expression of activin A.

No. of patients (%) by
activin A expression

Parameter Low expression  High expression  pvalue
Age

<58y 25 (49) 32 (59.3)

>58y 26 (51) 22 (40.7) .29
Sex

Male 33(64.7) 40 (74.1)

Female 18 (35.3) 14 (25.9) .29
Ethnicity

White 42 (82.4) 49 (90.7)

Non-white 9(17.6) 5(9.3) .20
Smoking habit

No 15(31.3) 13 (24.1)

Yes 33(68.7) 41 (75.9) 42
Drinking habit

No 18 (37.5) 16 (29.6)

Yes 30 (62.5) 38 (70.4) 40
Local recurrence

No 43 (84.3) 41 (75.9)

Yes 8 (15.7) 13 (24.1) .28
Regional recurrence

No 49 (96.1) 43 (79.6)

Yes 2(3.9 11 (20.4) .01
Second primary

No 40 (78.4) 44 (81.5)

Yes 11 (21.6) 10 (18.5) .69
Histological risk

Low/intermediate 39 (76.5) 32 (59.3)

High 12 (23.5) 22 (40.7) .06
Depth of invasion

>5mm 33(67.3) 33(61.1)

<5mm 16 (32.7) 21(38.9) 51
Distance from surgical margin

>5mm 46 (90.2) 52 (96.2)

<5 mm 5(9.9) 2 (3.9 .21
Overall CAFs

Negative/scanty 36 (70.6) 34 (63)

Abundant 15 (29.4) 20 (37) A1
Tumor front CAFs

Negative/scanty 45 (88.2) 40 (74.1)

Abundant 6 (11.8) 14 (25.9) .07
Occult lymph node metastasis

No 44 (86.3) 34 (63)

Yes 7(13.7) 20 (37) .006

Abbreviation: CAFs, carcinoma-associated fibroblasts.
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do not support the association between CAFs, either in
the stroma within the tumor or in the invasive tumor
front, and risk for occult lymph node metastasis or sur-
vival of patients with early stage oral tongue SCC. A pos-
sible explanation for this lack of association resides in the
cross-talk between tumor cells during invasion and resi-
dent normal stroma cells. CAFs, a-smooth muscle actin-
positive cells, are not found in the stroma of normal oral
mucosa and dysplastic lesions,>*'? but it is found in
approximately 60% of the oral tongue SCCs in contact
with the tumor islands.>>*’ Moreover, in vitro studies
demonstrated that TGF-B1 released by oral carcinoma
cells induces myofibroblast transition,** suggesting that
the emergence of CAFs within tumor stroma is coordi-
nated by tumor cell invasion. In support for this hypothe-
sis, the majority of samples classified as CAF-negative
were those with the shortest depth of invasion, whereas
high CAF density was found in tumors with more than 5
mm of invasion.

Many histopathologic features have been described as
predictive of occult lymph node metastasis in oral tongue
SCC, but none of them showed high reproducibility.**°
The grading system applied in the current study, the his-
tologic risk model proposed by Brandwein—Gensler et al,’
has demonstrated very expressive results, allowing the
identification of patients with oral cancer with poor prog-
nosis.”’*’=° However, its value in predicting occult
lymph node metastasis was never evaluated. Our results
demonstrated that this model or its individual parameters
did not correlate with the presence of lymph node metas-
tasis. A recent study demonstrated the correlation between
tumor satellite distance and the presence of occult
lymph node metastasis in early stage oral tongue SCC.*
Although tumor satellite is contemplated under worst
pattern of invasion in the histological risk model, the
number of samples in the present cohort classified as
tumor satellites was very low, not allowing any further
conclusion.

In closing, our study is the first to demonstrate that
activin A immunodetection correlates with occult lymph
node metastasis in patients with early oral tongue SCC.
Furthermore, the findings of this study reinforce that the
expression of activin A is an independent marker of a
patient’s outcome and support its potential as a prognosti-
cator for oral tongue SCCs. A better understanding and
knowledge of the biological events that precede the clini-
cal presentation of the cervical metastatic disease can
markedly increase the survival rates of patients with oral
tongue SCC.
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