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RESUMO

Silva EFP. Avaliac¢ao clinica, morfolégica e molecular do carcinoma epidermoide oral

com envolvimento mandibular. [Doutorado] Sao Paulo; Fundacao Antonio Prudente; 2021.

O carcinoma epidermdide (CEC) ¢ a neoplasia maligna mais frequente em cavidade oral,
representando aproximadamente 90% de todos os céanceres da boca. Esta neoplasia tem
origem no epitélio de revestimento bucal, e a depender do subtipo e da sua localizagao, pode
apresentar tendéncia marcante de invasdo do tecido d0sseo adjacente. Existe uma intera¢do
entre 0sso e neoplasia, e atencdo principal deve ser dada aos reguladores relacionados a
osteoclastogénese. As moléculas RANK/RANKL/OPG s3o fundamentais neste processo, €
juntamente com a IL-6, promovem formacdo e ativacdo de osteoclastos, com consequente
promoc¢do da invasdo mandibular. Neste sentido, o objetivo do estudo foi avaliar as
caracteristicas clinicas, radiograficas e histopatologicas dos pacientes submetidos a
mandibulectomia para tratamento do carcinoma epidermdide oral, e correlacionar/associar
com a expressao gé€nica na neoplasia de marcadores reguladores da invasdo dssea. Foi
realizado um estudo retrospectivo de pacientes tratados com algum tipo de mandibulectomia
no A.C.Camargo Cancer Center durante o periodo de1990 a 2015. Um total de 220 casos foi
selecionado, e destes, foram extraidos 40 casos, posteriormente submetidos as etapas de
analise molecular. A analise molecular foi realizada por PCR quantitativa em tempo real
(qPCR), por meio da mensuracdo de mRNA para os genes estudados, calibrados pelo gene
endégeno GAPDH e por um pool de controle composto por RNA ndo neoplésico. Dos 220
pacientes incluidos na pesquisa, 161 eram do sexo masculino, a idade média foi de 60 anos, e
53,6% eram etilistas e 66,8% tabagistas. A invasdo o6ssea da mandibula foi observada através
do laudo anatomopatolégico em 77 pacientes, e foi associada a presenga de margens
comprometidas/exiguas e a localizacdo da lesdo (gengiva inferior, rebordo e regido retro-
molar). Ao final do estudo, 127 pacientes foram a 6bito, e a média de sobrevida foi de 96,92
meses. Pardmetros clinicos, dos exames de imagem e histopatologicos foram
significantemente associados com a sobrevida global, principalmente - tamanho do tumor,
infiltragdo perineural, invasdo 0ssea (imagem e anatomopatologico). Na andlise multivariada,
apenas invasdo Ossea e infiltracdo perineural aumentaram risco de Obito nos pacientes. Na

analise molecular de expressdo génica foi possivel avaliar que das 36 amostras do gene



RANK, 16 eram downreguladas. Para RANKL, das 37 amostras, 28 estavam super expressas.
Das 35 do gene da IL-6, 19 amostras eram downreguladas. E por fim, das 37 amostras do
gene da OPG, 16 tinham expressdao normal. A avaliacdo de associacdo entre a expressao dos
genes analisados demostrou que o gene da IL-6 est4 associado a presenca de invasao Ossea, €
que existe uma associacdo significativa entre as expressdes do RANK, RANKL, OPG e IL-6.
Maior sobrevida dos pacientes foi associada significativamente a uma expressao mais baixa
de IL-6 (108,5 meses). Conclui-se que a invasdao mandibular interfere na sobrevida global dos
pacientes, e que este mecanismo de invasdo dssea estd associado com a expressao génica dos
genes RANK, RANKL, OPG e IL-6. A IL-6 downregulada nas células malignas esta

associada com maior sobrevida.

Descritores: Carcinoma de Células Escamosas. Receptor Ativador de Fator Nuclear kappa-B.

Osteoprotegerina. Interleucina-6. Progndstico. Mandibula.



ABSTRACT

Silva EFP. [Clinical, morphological and molecular evaluation of oral squamous cell
carcinoma with mandibular invasion]. [Doutorado] Sao Paulo; Fundacdo Antonio

Prudente; 2021.

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most frequent malignant neoplasm in the oral
cavity, representing 90% of all oral cancers. The tumor usually arises within the epithelium
lining of the oral cavity, and in cases of certain subtype or location may reveal a tendency for
invasion of the surrounding bone tissue. There is a relation between tumor and bone, and
more attention should be given to the events related to osteoclastogenesis. The molecules
RANK/RANKL/OPG are crucial in this process, and together with IL-6, promotes the
formation and activation of osteoclasts, with influence on the mandibular invasion process. In
this way, the aim of this study was to evaluate the clinical, demographic, imaging, and
histopathology data of patients diagnosed with OSCC treated by mandibulectomy. Also,
analyze the gene expression condition of the genes RANK, RANKL, OPG, and IL-6 on the
tumor. A retrospective study was conducted on patients treated with mandibulectomy at the
A.C.Camargo Cancer Center, between 1990 and 2015. Two hundred and twenty cases were
retrieved, and 40 of them were selected for gene expression analysis. The mRNA expressions
of the selected genes were determined by real-time polymerase chain reaction, extracted from
the tumor, and calibrated by endogenous GAPDH and a control pool of non-neoplastic RNA.
Among 220 patients, 161 were male, with a mean age of 60 years. 53.6% were alcohol users
and 66.8% tobacco users. Mandible bone invasion was reported on 77 histopathology reports
and associated with compromised margins and the site of the lesion (gingiva, alveolar ridge,
and retromolar region). One hundred and twenty-seven patients died of the disease, and the
mean overall survival rate was 96.92 months. Overall survival was associated with clinical,
imaging, and pathological parameters, especially, tumor size, perineural growth, and bone
invasion (both imaging and pathologic). Multivariate analysis revealed higher risk of death
only to bone invasion and perineural growth. Gene expression analysis revealed - 16
downregulation of 36 RANK samples evaluated; 28 overexpression of 37 RANKL samples
evaluated; 19 downregulation of 35 IL-6 analyzed, and 16 normal expression of 37 OPG

samples evaluated. Association analysis revealed that IL-6 expression is associated with bone



invasion, and there is also a significant association among the expression of RANK, RANKL,
OPG, and IL-6. Higher overall survival rate was associated with an IL-6 down expression
(108;5 months). In conclusion, mandibular invasion interferes with the patient’s overall
survivall rate, and the bone invasion mechanism is associated with gene expression of RANK,
RANKL, OPG, and IL-6 on the tumor. IL-6 in downregulation expressed by malignant cells is

associated with higher overall survivor rates.

Keywords: Carcinoma, Squamous Cell. Receptor Activator of Nuclear Factor-kappa B.

Osteoprotegerin. Interleukin-6. Prognosis. Mandible.
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MSC Célula-tronco mesenquimal

NF-kB Fator nuclear Kappa B

OPG Osteoprotegerina

PGE2 Prostaglandina E 2

PTH Hormomio da paratireoide

qPCr Amplificagdo por PCR quantitativa em tempo real
Qtx Quimioterapia

RANK Receptor ativador do fator nuclear Kappa B

RANKL Ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B
RGH Numero de indentificagdo do paciente

RM Ressonancia magnética

Rtx Radioterapia

sRank RANK soluvel

STATSs Do inglés, signal transducers and activators of transcription, traduzido como

transdutores de sinal e ativadores de transcri¢cao

TC Tomagrafia computadorizada
TCFC Tomografia computadorizada de feixe conico
TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TNF Fator de Necrose Tumoral



TNM Do inglés, Tumor-Node-Metastasis- Sistema de estadiamento clinico que
avalia o tamanho do tumor, envolvimento do linfonodo regional e presenca de
metastase a distancia

TRAP Fosfatase acida resistente ao tartarato

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular
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1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL (CEC)

O CEC ¢ a neoplasia maligna mais comum das vias aéreas disgestivas superiores !,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma, sendo responsavel por 30% de todos os canceres
desta regidio 2. Clinicamente, tem em sua apresenta¢io mais classica uma lesdo ulcerada, com
bordas endurecidas e elevadas. Histologicamente, 95% dos casos sdo originados do epitélio de
revestimento, e por isso, denominados carcinoma espinocelular ou carcinoma de células
escamosas ou carcinoma epidermoéide (CEC) 3, cuja principal caracteristica ¢ a proliferagdo de
células epiteliais de forma desordenada invadindo o tecido conjuntivo subjacente em forma de
corddes ou ilhas #. Na cavidade bucal, a regido mais acometida ¢ a lingua (principalmente as
bordas), seguida de assoalho de boca e labio inferior °.

No mundo, em 2020 segundo o Globocan, foram diagnosticados 377 mil novos casos,
sendo 264 mil em homens e 113 mil em mulheres, e 177 mil 6bitos, sendo a maior incidéncia
da doenca ocorrendo na Asia, em torno de 65,8% (248 mil pessoas) ®’ De acordo com as
estimativas do Instituto Nacional de Céancer no Brasil, o INCA, para o triénio 2020-2022, um
total de 15.190 novos casos sdo diagnosticados a cada ano com 6.455 6bitos °. Um estudo
americano que avaliou os impactos da pandemia da Covid-19 no diagnoéstico e tratamento do
cancer demonstrou uma reducdo de 46% de casos nos Estados Unidos, 40% na Holanda,
chegando a 70% na reducio de diagnéstico e tratamento no Reino Unido 8, fato que vai de
encontro a redu¢ao no numero de casos no Brasil. No geral, sua prevaléncia ¢ 2,5 vezes maior
no sexo masculino, acometendo principalmente pacientes na faixa dos 50-60 anos °.

Os principais fatores de risco associados a doenca incluem o tabagismo e o etilismo,
sendo responsaveis por 80% do risco de se desenvolver a doenga ', € a associagdo destes dois
habitos ¢ responsavei por um risco 30 vezes maior, quando comparado aos individuos sem
esses héabitos!!"12. Outros fatores de risco incluem - dieta, nutri¢io inadequada, exposi¢do ao
sol (para o cancer de labio), infec¢do pelo HPV (para o cancer de orofaringe) e
susceptibilidade genética >3,

A classificagdo dos CECs, assim como das outras neoplasias malignas, ¢ realizada
através do sistema de estadiamento clinico TNM, permitindo a padronizagdo da doenga de

acordo com o tamanho do tumor no sitio primario (T), acometimento de linfonodos regionais



(N) e presenca de metastases a distancia (M), seguido de ntimeros que classificam cada um
desses parametros. O estadiamento representa uma quantificagdo dos parametros clinicos,
definindo o estadio clinico do paciente e direcionando a melhor op¢do de tratamento ¢ uma
indica¢do do seu prognostico %17,

Ainda sobre a classificagdo, esta leva em consideracdo também a progressao da lesdo e
o compromentimento de tecidos adjacentes. A doenga apresenta comportamento invasivo, €
com frequéncia, devido a sua progressao pode infiltrar os tecidos subjacentes como -
musculos, nervos e osso. Dependendo da sua localizacdo e do seu subtipo histologico, pode
apresentar uma tendéncia marcante de invasdo do tecido 6sseo adjacente. O envolvimento
6sseo pode variar de 12% a 67,5% dos casos, resultando em um pior prognostico 519,

Os tumores sdo classificados como T4 quando ocorre acometimento de estruturas
adjacentes (4a — invasdo de osso cortical, musculos da lingua, seio maxilar e/ou pele; 4b —
invasdo do espago mastigatorio, pilar pterigoideo, base do cranio, ou, casos que envolvam a
carotida e/ou fascia pré-vertebral)!’. De acordo com o sitio primario e o grau de diferenciac3o,
a neoplasia apresenta um padrao de dispersdo particular, influenciando na tomada de decisdes
e no prognéstico 2°22, A invasdo 6ssea estd incluida neste processo de classificacio, e deve ser

estudada com vistas a identificacdo da participag@o das células dsseas e outros reguladores no

mecanismo de reabsor¢ao do osso quando a neoplasia progride.
1.2 OSTEOCLASTOGENESE E REABSORCAO OSSEA

1.2.1 Células osseas

As principais células Osseas sdo os osteoblastos, osteoclastos, osteocitos e células
progenitoras, que possuem fungdes de regulacdo, formacdo e reabsor¢do Ossea. Os
osteoblastos tém sua origem nas células mesenquimais indiferenciadas e pluripotenciais, e
quando antingem a superficie dssea, sao consideradas células maduras, e apresentam como
caracteristicas morfolégicas um formato cubodide, polarizagdo nuclear e geralmente sao
encontradas dispostas em palicada. Nao possuem capacidade de divisdo celular, mas sdo
células metabolicamente muito ativas, tendo papel fundamental na formagao do tecido 6sseo e
na diferenciacdo ¢ atividade dos osteoclastos. Em suma, sdo responsaveis pela sintetizagdo e
mineralizagdo de matriz 6ssea. Possuem receptores para muitos hormodnios, fatores de
crescimento e citoquinas que controlam a reabsorcdo Ossea, € apresentam em sua membrana

plasmatica algumas moléculas, em especial RANKL e OPG, que atuam como ativadores e



inibidores, respectivamente, da formacdo e atividade de osteoclastos. Portanto, existe um
consenso de que sdo as células osteoblasticas, e ndo os osteoclastos, que desencadeiam o
processo de reabsor¢do dssea 2.

Os osteoclastos sdo derivados de células tronco-hematopoiéticas, caracterizados como
células gigantes, multinucleadas, diferenciadas terminalmente, com um tempo de vida curto,
que sofrem apoptose rapida na auséncia de algumas citocinas e com capacidade de reabsorver
tecido mineralizado 2**. A reabsor¢io Ossea osteoclastica consiste em varias etapas - a
proliferacdo de precursores de osteoclastos que pertencem as células hematopoiéticas,
diferenciacdo de progenitores em pré-osteoclastos mononucleares, fusdo destes em
osteoclastos multinucleados, mudanga fenotipica com a formacdo da zona clara (anel de
actina) e alteragdo citoesquelética com a formacdo de bordas em escovas (ativagao durante a
reabsorcdo), e por fim, apoptose 2°. Para o desenvolvimento e ativacdo dos osteoclastos, a dita
osteoclastogénese, sdo necessarias 3 proteinas cruciais - o receptor ativador do ligante NF-kB
(RANKL), seu receptor RANK e seu receptor chamariz, osteoprotegerina (OPG) %/, que estio

envolvidas no metabolismo 6sseo em condi¢des patologicas e normais 2 (Figura 1).
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Fonte - Adaptado de Ming et al. %

Figura 1 - Papel do sistema RANK/RANKL/OPG no mestabolismo 0sseo. O RANKL ¢
secretado pelos osteoblastos e osteocitos quando estimulado pelo hormdomio da paratireoide (PTH) e
prostaglandina 2 (PGE2). Este liga-se ao RANK na membrana dos pré-osteoclastos, promovendo a
osteoclastogénese e posterior ativagdo dos osteoclatos, resultando na reabsor¢do dssea pelo osteoclasto maduro.
A ligagdoo da OPG ao RANKL inibe a sinalizagdo do RANK e conseguentemente a reabsor¢ao Ossea.

HSC= célula-troco hematopoiética; MSC= célula-tronco mesenquimal.



A via de sinalizagio RANKL/RANK, juntamente com o fator de estimulacdo de
colonia de macrofagos (M-CSF), regula a diferenciagdo de osteoclastos dos progenitores de

mondcitos / macréfagos 2728

, enquanto a adicdo de OPG a esse sistema impede a
osteoclastogénese . O RANKL ¢ produzido por células osseas ou ¢ advindo do ligamento
periodontal em resposta a forcas mecanicas. Seu receptor de membrana RANK ¢ encontrado
em células precursoras de osteoclastos. Varios tipos de células produzem osteoprotegerina
(OPG), uma citocina com afinidade ao RANKL e efeito inibitdrio sobre ele . O equilibrio
entre formacdo e reabsor¢do Ossea estd na dependéncia das flutuagdes locais do
RANKL/OPG.

A presenca de altos niveis de RANKL favorecem a osteoclastogénese, enquanto uma
maior expressdo da OPG resulta na diminuicdo deste fendmeno, portanto, o sistema
RANK/RANKL/OPG depesempenha um papel regulador fundamental sobre a
osteoclastogénese. Faz-se necessdrio entender os mecanismos principais relacionados a

osteoclastogénese, para posteriormente, entender como este funciona em condigdes

fisiologicas e patoldgicas durante a reabsor¢do dssea.

1.2.2 Fisiologia do sistema RANK/RANKL/OPG

RANK, também conhecido como receptor ativador do fator nuclear kappa B, é uma
proteina transmembrana tipo I, membro da superfamilia de receptores do TNF, localizado na
superficie de progenitores de osteoclastos hematopoiéticos, osteoclastos maduros, células

31, E uma proteina receptora responsavel pelo controle da

dendriticas, entre outras
osteoclastogénesse *? e metabolismo do calcio, ndo apresenta atividade enzimatica intrinseca,
sua ativagdo e fungdo que resultam na formacao de osteoclastos funcionais s6 ocorrem apds a
ligacdo deste com 0 RANKL 3.

RANKL, ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B, ¢ uma proteina
transmembrana do tipo II, membro da familia de ligantes do TNF, que é expressa em células
como osteoblastos e células T, sendo um requisito para o desenvolvimento de osteoclastos 2’.
Desempenha papel fundamental na regulacdo da diferenciacdo dos osteoclastos, sendo
indispensavel para a ocorréncia de osteoclastogénese **¢. O RANKL ¢ produzido no o0sso
trabecular, na medula 6ssea, na placa epifisaria, no peridsteo, no bago, no timo e nos nédulos
linfaticos *73. A deficiéncia em RANKL leva a auséncia completa de osteoclastos
multinucleados, demontrando a importancia desta molécula para formagao de osteoclastos e o

desenvolvimento imunolégico. Sua expressdo pode ser regulada positivamente por fatores de



reabsorcdo Ossea, tais como a IL-6, sendo que esta coordena indiretamente a
osteoclastogénese *°.
A osteoprotegerina (OPG), também conhecida como fator inibidor dos osteoclastos,

foi inicialmente descoberta em 1997

, € um membro da superfamilia de receptores TNF,
assim como o RANK, mas, ao contrario de todos os outros membros da familia, ndo possui
um dominio transmembrana e representa um receptor de TNF segregado *!. E produzida e
liberada pelos osteoblastos ativados e expressa por células estromais, por osteoblastos, por
osteocitos e por fibroblastos.

A molécula de OPG apresenta uma sequéncia homoéloga ao RANK, portanto,
demonstrando alta afinidade para o ligante RANKL, impedindo com isso a ligagdo do RANK
e consequentemente, sua ativacao e a interagdo RANK/RANKL e inibi¢dao da diferenciagao
osteoclastica ***°, A ligagio RANKL/OPG inibe a estimulagdo da osteoclastogenese, inibindo

assim a reabsorcdo dssea *, ou seja, desempenhando um papel importante na regulagio do

metabolismo dsseo, uma vez que inibe a maturagdo e ativacao dos osteoclastos.

1.2.3 IL-6 em condicdes fisiologicas

A interleucina (IL) 6, ¢ uma citocina potente, prd-inflamatéria, que possui uma
infinidade de fungdes fisioldgicas, incluindo a diferenciagdo de linfocitos, proliferagcdo e
sobrevivéncia celular, atua nas vias de apoptose, tem efeitos no metabolismo 6sseo e no
metabolismo geral, e algumas funcdes endécrinas®. Sua secrecdo ¢ induzida pelo fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), prostaglandina 2 (PGE2) e fator de crescimento endotelial

44,45

vascular (VEGF), entre outros . E uma citocina que estimula a reabsor¢do Ossea

osteoclastica por induzir a expressio de RANKL em osteoblastos*®, criando um

microambiente adequado para ostoclastogénese 3.

1.3 INVASAO MANDIBULAR

1.3.1- Aspectos clinicos e anatomopatolégicos da invasdo mandibular pelo CEC

Umas das caracteristicas anatdomicas da cavidade oral é que a mucosa alveolar e a
gengiva se encontram em intima proximidade com o osso da mandibula, permitindo que, nos
casos de CEC acometendo estas regides, a lesdo infiltre facilmente o osso. Brown et al. 2
relataram que a entrada do tumor no 0sso aconteceu na regido de contato em 13 pacientes, e

que em 50% dos casos a invasdo 6ssea em regido desdentada de mandibula ocorreu pela face



oclusal superficial. Inicialmente, acreditava-se que a invasdo ocorria pelo envolvimento

15,48

através das vias linfaticas no peridésteo mandibular'>*°, no entanto, na atualidade ja se

encontra bem estabelecido que a invasdo ocorre por extensdo direta do tumor e ndo por
disseminacdo linfatica 4°-°.
A ocorréncia de invasdo 6ssea ¢ um fator importante para a escolha do tratamento

4951 Porém, o diagndstico pré-operatorio ¢ desafiador,

adequado para cada paciente
principalmente por ser realizado com base em exames de imagem, cuja sensibilidade e
especificidade para o diagndstico da invasdo Ossea sdo varidveis. Em revisdo sistematica

realizada por Uribe et al. °!

em 2013, foi observado uma precisdo diagnostica da invasao
mandibular de moderada para alta, com valores de sensibilidade de 94% para ressonancia
magnética (RM), 91% para tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC), 83% para
tomagrafia computadorizada (TC) e 55% para radiografia panoramica, e com valores de
especificidade de 100% (TC, RM, TCFC) e 91,7% (radiografia panoramica), respectivamente.

O CEC de cavidade oral que apresenta invasdo dssea ¢ classificado como T4 desde
1977, conforme a primeira edicdo do manual de estadiamento do cancer, AJCC Cancer
Staging Manual (American Joint Committee on Cancer). Contudo, mesmo com tantos estudos
e relatos na literatura, ainda hoje, existem controvérsias quanto a esta classificacio 2. A
oitava edigdo do AJCC Cancer Staging Manual ¢ da Unido Internacional Contra o Céancer
(UICC) a classifica a invasio mandibular por carcinoma da cavidade oral em T4a !, ainda,
afirmam que a erosdo superficial do osso mandibular ou do alvéolo dentério, por um primario
gengival por exemplo, ndo ¢ suficiente para classificar um tumor como T4. Estes fatores
devem ser considerados, uma vez que, permite que lesdes com essas caracteristicas nao sejam
automaticamente enquadradas nesta classificacao, e a depender da concomitancia com outros
achados, poderia dispensar o paciente de uma terapia adjuvante 3!,

A defini¢do histopatologica da invasdo 6ssea mandibular ¢ dada pela extensdo da
neoplasia no osso além do peridsteo. A invasdo do osso cortical, em sua fase inicial, ¢é
caracterizada pela reabsor¢ao Ossea abaixo do peridsteo, com presenca de areas focais
contendo células neoplésicas, destruindo cortical e podendo atingir os espagos medulares 2. A
profundidade da invasdo 6ssea se mostrou como um fator importante para o prognostico dos
pacientes, sendo que a invasdao 6ssea medular estd associada a pior prognoéstico, independente
do tamanho do tumor >,

Na década de 1980, a invasdo foi categorizada em dois padrdes distintos 2443,

0
erosivo e o infiltrativo. O padrdo erosivo, também chamado de reabsortivo ou compressivo, ¢

caracterizado pela presenca de uma frente ampla de massa tumoral coesa



empurrando/invadindo o tecido conjuntivo entre o tumor e 0 0sso >

, a interface entre tumor
e 0sso ¢ nitida nos casos mais avangados, onde ha reabsor¢do 6ssea osteoclastica e fibrose ao
longo do fronte de invasdo, com auséncia de ilhas de osso dentro da massa tumoral 2!. Ainda,
apresenta uma faixa de células do estroma separando a mandibula da neoplasia, o que
dificulta histologicamente a classsificagdo deste tipo de invasdo 6ssea. Em muitos casos, o

contato direto entre as células do carcinoma e o 0sso nio esta presente >°

, © nos estagios
avangados, a reabsorcao dssea aparece bem definida nos exames de imagem, sendo passivel a
realizagio do diagnéstico radiografico de invasdo '***. O padrio de invasdo erosivo muitas
vezes pode ser erroneamente classificado, tanto nos exames de imagem, quanto em laudos
anatomopatoldgicos, e isso ocorre por uma falta de defini¢ao especifica para o mesmo, sendo
muitas vezes descrito de forma superficial e inespecifica, como uma adjacéncia a mandibula
53

O tipo infiltrativo ¢ mais agressivo, revelando destrui¢do do tecido conjuntivo, e
exibindo uma frente tumoral irregular com projecdes finas ou em formato de ilhas tumorais
que se estendem para dentro do osso, apresentando também ilhas Osseas residuais dentro do

tumor, e penetracdo dos canais de Havers na por¢do cortical >33, Apresenta uma pequena

atividade de osteoclastos, estroma mixoide com abundantes fibras reticulares e poucas fibras

56 19,24
M 2

de colageno Aparece irregular ¢ mal definido no exame de imagem e estd
correlacionado a uma maior propensao ao desenvolvimento de recorréncia primaria, regional
e distante *. A maioria (94%) das invasdes 6sseas pelo CEC que atingem a por¢do medular
do 0sso sdo do padrio infiltrativo 2!,

Alguns tumores podem exibir ambos os padrdes de invasdo em diferentes regides da

41

interface tumor-osso, sendo classificados como padrao misto A invasdo mista ¢

caracterizada como intermedidria entre os tipos de invasdo erosiva e infiltrativa, e por vezes,
ndo permite adequado diagnéstico radiografico 27,
A sobrevida livre de doenca em 3 anos para o padrao infiltrativo é 2,4 vezes menor

21,31

quando comparada ao padrao erosivo . Em estudo realizado por Yue et al. '° foi observado

predominancia do padrdo infiltrativo (81,48%), em relag¢do ao padrao erosivo (18,5%).

1.3.2 Mecanismos celulares e moleculares da invasiao

A interagdo entre 0sso e neoplasia libera a ativacdo de vias de sinalizagdo para o inicio
do processo de reabsor¢do dssea, com consequente progressdo da doenca, no entanto, o
mecanismo preciso ainda ndo se encontra completamente esclarecido, podendo estar

associado a um aumento da atividade osteoclastica e/ou osteoblastica 2°. A reabsorc¢do dssea é



uma etapa importante na progressao do CEC e nas metastases em varios tipos de neoplasias
253155 Além do sistema RANK/RANKL/OPG ja descrito anteriormente, sabe-se também do
papel da inflamacdo e seus mecanismos regulatorios para ativacdo de osteoclastos, com
consequente invasao dssea.

O CEC ¢ frequentemente cercado por um microambiente inflamatorio rico em
citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e quimiocinas, que promovem ativamente o

5

crescimento celular %, Virios estudos demonstraram que as células tumorais produzem

diversas citocinas, incluindo IL-6, e que o proprio osso também constitui um deposito de
citocinas e fatores de crescimento, fornecendo ambiente propicio para o crescimento celular

38 e consequentemente destrui¢io dssea associada ao cancer. Além das células Osseas, as

células tumorais proximas ao osso também expressam RANK, RANKL e OPG #7360,

1.3.2.1 Sinaliza¢ido RANK/RANKL/OPG na neoplasia

O papel do RANK/RANKL na invasdo 6ssea pelo CEC ainda ndo ¢ completamente
claro, o que se sabe ¢ que essas moléculas ao se ligarem promovem a proliferacdo de
osteoclastos, e que a reabsor¢do 0ssea realizada por estes ¢ um passo importante no processo

1

de invasdo e metastase 6ssea 2. O RANKL participa da osteoclastogénese ¢!, e um efeito

semelhante a esse ocorre proveniente de fatores derivados de células neoplésicas 2%,

que
regulam nao s6 osteoclastogénese, mas também a fungdo de osteoclastos através do RANKL
por mecanismos dependentes e independentes. A expressdo de RANKL pode ser regulada
positivamente por fatores de reabsor¢do dssea, tais como a IL-6, sendo que esta coordena
indiretamente a osteoclastogénese, e se encontra aumentada durantes os processos de
inflamacao cronica, possuindo uma forte relagdo com muitos tipos de neoplasias malignas
3964 O contato entre 0sso e tumor também favorece a produgdo de RANK através de células
estromais fibroblasticas, desempenhando papel critico na reabsorgdo 6ssea *!'. Os niveis de
RANKL estdo aumentados nas lesdes osteoliticas associadas a neoplasias 33!,

Alguns estudos estabeleceram que a inibi¢do da sinalizagdo RANKL/RANK diminui a

30,57

progressao da lesdo e a reabsor¢do 6ssea *°’, sendo que o aumento da expressdo de RANKL

no ambiente neplasico é um fator promotor do desenvolvimento da invasdo éssea *!. Chuang

et al.

identificaram forte marcagdo citoplasmatica para RANKL nas células neoplasicas do
CEC, com e sem invasdo dssea, € esta proteina também foi identificada no citoplasma de
osteoclastos de todos os casos em que houve invasdo 6ssea. Um padrdo similar de marcagao

também foi encontrado para a proteina RANK nas células neoplasicas dos CECs.



A expressdo de OPG na area de invasdo dssea permanece controversa. Alguns estudos
demonstraram que quando avaliada em pacientes com CEC, foi um marcador preditivo para
invasdo Ossea na area do fronte de invasdo® podendo desempenhar um papel importante na

invasdo oOssea >’

, associado a uma expressdo mais elevada desta proteina na invasdo dssea
infiltrativa em relagio a erosiva ®. A regulagio positiva da OPG em casos de CEC oral com
invasdo o6ssea ®, sugere que um aumento desta proteina leva ao esgotamento da apotose
celular e promove a sobrevivéncia de células tumorais **%%7. Seus niveis estdo aumentados
nas lesdes osteoblasticas >°.

O mecanismo da invasdo Ossea envolve a expressdo de interleucina 6 (IL-6),
interleucina 11 (IL-11) e proteina relacionada ao horménio da paratireoide, o que leva a
regulacao positiva de RANKL e regulacdao negativa da OPG e, em ultima analise, a0 aumento
da diferenciagdo dos osteoclastos. O aumento da diferenciacdo e ativagao dos osteoclastos,
mediado pelas moléculas mencionadas acima, sugere que os osteoclastos estdo diretamente
envolvidos no processo de invasdo !, Tada et al. % relataram que células de CEC induziram
a osteoclastogénese pela inibigdo da osteoprotegerina (OPG), e que esta regula ndo somente a
osteoclastogénese, como também, a fun¢do dos osteoclastos.

A desregulagdo do equilibrio funcional da triade RANK/RANKL/OPG ¢ responsavel
pela ostedlise associada ao desenvolvimento de tumores malignos em sitios dsseos %7,
levando a um aumento de lesdes osteoliticas e progressao de doencas malignas associadas aos
ossos **. Estudos demonstraram que o sistema RANK/RANKL contribui para metastases
Osseas pelas células neoplasicas e que a administragdo de OPG pode atuar na prevencgdo das

metastases %77,

Apesar disso, ainda ndo ¢ claro se as células cancerosas expressam
diretamente RANKL em sua superficie € em que medida essa expressdo contribui para a
formacao de osteoclastos. Embora essa cascata forneca um novo mecanismo de reabsor¢ao
Ossea osteoclastica induzida pelo CEC, a indu¢ao da sintese de RANKL por fatores derivados
do cancer ainda n3o se encontra totalmente compreendida. A adi¢do de OPG suprime
dramaticamente a regulagao do CEC oral na diferenciagdo e funcao dos osteoclastos in vitro,
sugerindo que a inibi¢do de RANKL/RANK pode ser uma abordagem terapéutica eficaz para
inibir a invasio 6ssea induzida por CEC oral 3!,

Em resumo, os mecanismos moleculares do sistema RANK/RANKL/OPG (principal
via estudada do metabolismo 6sseo, reguladora de reabsor¢do e formagdo 6ssea) podem ser
13,31,69

considerados biomarcadores para os casos de CEC

RANKL/RANK com RANK solavel (sRANK) ou OPG inibiria a osteoclastogénese e

, € que, um bloqueio de

previniria a destruigdo 6ssea pelo cancer 3%,
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Além dos reguladores da invasao pela neoplasia, sabe-se que o osso também tem papel
crucial em resposta as agressdes sofridas na progressio do CEC. Em um estudo pioneiro

realizado por Rabelo et al. 7°

no A.C.Camargo Cancer Center, em parceria com a Université
de Lyon, foi avaliada a expressao génica de RANK, RANK-L, OPG e Esclerostina no osso de
20 pacientes com CEC, em duas regides da mandibula, uma proxima a interface
osso/neoplasia e a outra o mais distante possivel da neoplasia, nas margens da resseccdo. A
comparagdo das duas regides evidenciou que o 0sso proximo ao tumor apresentou alteragao
da sua microarquitetura. Niveis elevados de OPG foram correlacionados com maior densidade

e menor porosidade, e, mudangas nos niveis de RANK e RANKL, sugeriram mudangas na

expressao pelas células 6sseas quando o osso ¢ invadido.

1.3.2.2 Sinalizac¢ao IL-6 na neoplasia

A IL-6 ¢ liberada pelas células inflamatorias e pelas células neoplasicas ',
estimulando a expressao de RANKL em células osteoblasticas, ¢ consequentemente ativando
a reabsor¢io Ossea pelos osteoclastos 46476372 Quando avaliada a sua expressdo em relagio a
invasdo Ossea mandibular, estava mais expressa em neoplasias que infiltram o osso quando
comparada a lesdes superficiais . A expressio de niveis séricos elevados de IL-6 em
pacientes com CEC oral est4 correlacionada a resultados clinicos como recorréncia ’>.

Numerosos tipos de células respondem a IL-6 e sua presenca nos tecidos ¢ uma
ocorréncia normal, mas sua producdo ndo controlada levando a inflamacdo cronica
subsequente exibe uma forte associagio com muitos tipos de cancer 74 E uma das
responsaveis pela ativagdo de fatores de transcricdo intracelular por fosforilagdo, como
STATI1 e STATS3, sendo que o nivel elevado destas foi observado em varios tumores, o que
acaba portanto ligando a IL-6 a tumorigénese "*7°. O consumo de tabaco, o principal fator de
risco para o CEC, pode estar associado a niveis elevados de IL-6 na saliva, sendo que estes
também se encontram elevados na saliva e no sangue com a gravidade da displasia, e

metastases ocorrem preferencial em ambiente rico em IL-6 73776,

1.4 TRATAMENTO E PROGNOSTICO DO CEC

O objetivo primordial de qualquer tratamento oncolédgico ¢ a erradicagao completa da
doenga, e as opg¢des terapéuticas incluem um ou mais tratementos combinados com cirurgia,

como exemplo a quimioterapia e radioterapia. A escolha da forma apropriada de tratamento ¢
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realizada de acordo com diversos fatores, incluindo a localizacdo do tumor, estagio,
estadiamento patolédgico, infiltragdo extracapsular dos linfonodos, envolvimento da margem, e
a capacidade do paciente tolerar ou querer ser submetido ao tratamento proposto ’’.

A cirurgia de ressec¢do permite realizar uma andlise histopatoldgica dos casos com
maior amplitude, representando ndo s6 uma forma de tratamento, como também uma
ferramenta para identificar e aprofundar o diagndstico, avaliando melhor os tecidos
adjacentes, a presenca de metastases € o comprometimento linfonodal. A avaliagdo pré-
operatéria da invasdo mandibular ¢ um dos fatores importantes para a sele¢do da estratégia
inicial de tratamento, do tipo de cirurgia a ser realizada, sendo que o diagnostico preciso €
frequentemente dificil e desafiador, baseado principalmente nos exames de imagem 3.

A extensdo da resseccao mandibular é varidavel, e estd relacionada a obtencdo de
margem de resseccdo adequada para o controle oncoldgico, podendo representar um dificil
consenso entre os cirurgides de cabeca e pescoco, no que se trata dos limites a serem
removidos !°. Enquanto a op¢do mais conservadora, a mandibulectomia marginal, apresenta
controvérsia quanto ao fornecimento de margem de resseccdo oncoldgica satisfatoria, a
mandibulectomia segmentar pode resultar em um declinio nas func¢des e na qualidade de vida,
principalmente relacionada ao desafio de estabeler uma reabilitagio oral '*7*80, A decisdo
entre as duas modalidades terapéuticas ¢ geralmente baseada em se utilizar o status de
margem, sendo bem estabelecido que as margens positivas sdo consideradas um fator de mau
prognostico. Existem vdrias escolas de pensamentos sobre as distancias adequadas das
margens cirurgicas em relacdo aos tecidos da mucosa, e as evidéncias sobre margem Ossea
adequada permanecem esparsas 5!

Lubek e Magliocca >’ sugeriram que uma margem dssea adequada deve ser de 0,5-1
cm do osso envolvido ou suspeito, ou a remoc¢do de dois dentes de cada lado do osso
envolvido. Porém, a dissemina¢do microscopica da lesdo ¢ uma das principais razdes para a
presenga de margens positivas, mesmo quando a distdncia macroscopica € respeitada pelo
cirurgido, uma vez que, ¢ muito dificil distinguir entre invasdo periosteal e cortical. O
diagndstico microscopico trans-operatorio do osso requer um processo de descalcificacdo de 7
a 10 dias, inviabilizando a capacidade de se avaliar a invasdo cortical no intra-operatério 2!,
gerando um grande dilema entre cirurgias mais conservadoras ou mais radicais, visto a
possibilidade de uma cirurgia de revisdo e da intensificacdo do tratamento adjuvante ser
indicada.

A mandibulectomia segmentar consiste na ressec¢do do ramo ascendente da

mandibula, podendo se estender até a regido mentual (hemimandibulectomia), removendo
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todo um segmento 6sseo incluindo a lamina basal da mandibula **. Esta é selecionada para os
casos em que ha evidéncia de invasdo 6ssea extensa, envolvimento do osso medular ou ou
falha na preservacdo da altura cortical maior que 1 cm 7%, Quando comparada com a
mandibulectomia marginal, demonstrou 73% de melhora na sobrevida livre de doenga 3. Nos
casos em que ¢ diagndsticado por exames de imagens ou no trans-operatorio apenas a invasao
do periosteo mandibular ou uma erosdo cortical, a mandibulectomia marginal ¢ considerada
oncologicamente correta 283, Esta, ¢ definida como uma ressec¢do conservadora com a
manutencdo da continuidade mandibular, preservando a integridade e a fun¢do. Uma borda
inferior mandibular residual vertical de pelo menos 1 cm ¢é necessdria ndo apenas para
permitir as forgas de carga mastigatdria, mas também, para prevenir o risco subseqiiente de
fratura mandibular '°. Esta abordagem ¢ indicada para CECs superficiais da cavidade oral

180

com apenas invasdo cortical 3 e em lesdes do tipo erosivo 2°. As vantagens dessa opcdo

terapéutica ¢ a preservagdo da continuidade mandibular resultando em melhora na qualidade
de vida. As contraindicagdes & mandibulectomia marginal sdo bem definidas, incluindo
envolvimento maci¢o de tecidos moles ao redor da mandibula, irradiagdo prévia, invasao
6ssea evidente no exame de imagem e envolvimento do canal mandibular '°.

Pacientes em estagios avancados ou com progndstico ruim geralmente sdo submetidos
a tratamentos mais complexos, que podem afetar a mastigagdo, degluticao, fala e respiragao
8 Também, a radioterapia e a quimioterapia podem alterar a qualidade de vida "%,

Apesar da invasdo Ossea ser associada a um pior prognostico, este na verdade e
determinado de forma multifatorial, incluindo varidveis como o status da margem (osso e
tecido mole), padrio de invasdo 6ssea, envolvimento do osso medular e envolvimento
linfonodal, entre outros *!. O prognéstico para pacientes com CEC de boca estd diretamente
relacionado com o tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, e presenga de metastases a
distincia, sendo esta Ultima agravante importante para pior prognéstico *. O tratamento
também ¢ considerado um importante fator progndstico, sendo que usualmente a radioterapia
isolada ou associada a quimioterapia € utilizada em tumores avancados, ndo-ressecaveis ou
pacientes ndo indicados para cirurgia. A combina¢do de quimioterapia, radioterapia e cirurgia,
apesar de ser uma terapia agressiva, pode ser indicada em alguns casos e pode aumentar as
taxas de sobrevida 3. Em estudo realizado por Sasaki et al. 3¢ foi observado correlagdo entre

1 %7 embolia linfatica e linfonodos positivos com pior progndstico *8. Em

invasao perineura
pacientes estagio III-IV foi relatada uma melhora dos pacientes tratados com a combinagao de
cirurgia e quimiorradioterapia, aumentando a sobrevida global de 48,7% entre os anos de

2001-2006 para 63,2% entre 2007-2012, sendo que em 5 anos apds o diagnostico a sobrevida
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condicional livre doenca aumentou em 19% em relagdo aos anos pregressos, mostrando com
isso que com o passar do tempo as chances de sobrevivéncia aumentam '°.

A invasdo 6ssea ¢ um achado comum em estagio clinico avangado, com importantes
efeitos adversos relacionados a funcionalidade do paciente e a sobrevida. Em estudo
retrospectivo realizado por Ahmad et al. * foram revisados os prontudrios de 108 pacientes
com CEC de cavidade oral atendidos na Universidade do Missouri, durante o periodo de
2005-2015, e destes, 74 apresentaram invasao mandibular. H4& um crescente corpo de
evidéncias que apdia a invasdo do osso medular associada a pior prognodstico,

54,77

independentemente do tamanho do tumor , enquanto, tumores pequenos com margens

livres de ressec¢do, apresentam um prognostico favoravel mesmo na presenca de invasdo
ssea cortical %.

Os padrdes histologicos, erosivos e infiltrativos de invasdo mandibular foram
observados como marcadores independentes de progndstico, com o padrdo infiltrativo sendo
associado a pior sobrevida livre de doenga uma vez que o mesmo esta associado a invasao
medular, margens positivas de osso e tecido mole e histérico de falha no tratamento '>*!. O
padrdo de invasdo infiltrativa foi associada a maior risco de recorréncia local e menor
sobrevida especifica da doenga, em comparagdo com invasio erosiva ou mista 314150 A
infiltragdo do osso medular esta diretamente associada a menor sobrevida, e a frequéncia com
que ocorre depende do tipo histologico do CEC, estudos relatam uma taxa em torno de 94-

12,21

95% para o tipo infiltrativo e de 64-75% pro tipo erosivo , sendo relatada que a sobrevida

livre de doenca em 3 anos foi 3 vezes menor para o padrdo infiltrativo quando comparado ao
erosivo 41,

Apesar de todos os avangos diagnosticos e terapéuticos atuais, a taxas sobrevivéncia
soferam melhora discreta, sendo que em 2009 era relatada taxa abaixo dos 50% e hoje esta
pode chegar a até 63,2% dependendo do estadiamento e tratamento empregado '>°. Sendo
que pacientes com estadiamento linfonodal avangado (nimero, tamanho e localizagdo dos

ganglios linfaticos do pescoco) possuem um prognostico pior 22, e a presenca de uma recidiva

loco-regional faz com que as taxas de sobrevivéncia diminuam de 90% para 30% °'.

1.5 JUSTIFICATIVA

O CEC de boca ¢ a neoplasia maligna mais comum da regido de vias aéreas digestivas

superiores € pode acomenter diversos sitios dentro da cavidade oral, compromentendo
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inimeras estruturas anatdmicas. Quando a neoplasia invade o osso mandibular, o progndstico
destes pacientes costuma ser desfavoravel, principalmente nos casos de invasdo Ossea
acometendo a por¢cdo medular. Ainda, a reabilitagdo destes pacientes apos o término do
tratamento ¢ bastante complexa devido as perdas estruturas e efeitos colaterais do tratamento
oncologico, comprometendo sensivelmente a qualidade de vida.

Diversos trabalhos tém demonstrado as caracteristicas da invasdo dssea, os genes
envolvidos na facilitacdo deste processo e a influéncia destes no tratamento e sobrevida destes
pacientes. Contudo, poucos estudos tém avaliado o papel de marcadores sabidamente
reguladores do metabolismo 6sseo, advindo das células neoplédsicas. As células Osseas
recebem sinalizagdo das células malignas no processo de invasdo, dessa forma, justifica-se a
relizagdo de um estudo com o objetivo de entender se marcadores genéticos ligados ao
metabolismo 6sseo também se fazem presentes e participantes na carcinogénese € progressao
tumoral. Entender estes mecanismos poderia direcionar melhores condutas, visando atenuar

e/ou desacelerar o processo de invasdo dssea e suas repercussoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos a mandibulectomia para
tratamento do carcinoma epidermdide oral, e a expressdo génica de marcadores reguladores

da invasdo Ossea pela neoplasia.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar levantamento dos dados clinicos, radiograficos e histopatoldgicos dos
pacientes com CEC tratados com mandibulectomia no A.C.Camargo Cancer Center.

- Avaliar a expressdao génica de marcadores bioldgicos na neoplasia correlacionados
com a osteoclastogénese, utilizando técnica de qPCR para RANK, RANKL, OPG e
IL-6.

- Correlacionar e associar os achados nas andlises descritas anteriormente com as
informagdes clinico-demogréficas, imaginologicas, fatores prognosticos e de demais
dados inerentes a neoplasia (grau de diferenciagdo histoldgica, sitio de acometimento e

demais caracteristicas).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERISTICA DO ESTUDO

Foi realizado levantamento retrospectivo de todos os pacientes com CEC de boca
tratados com cirurgia de ressec¢do da mandibula no A.C.Camargo Cancer Center durante o
periodo de 1990 a 2015. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos da Institui¢do (CEP), registrado sobre nimero CAAE 32909914.6.0000.5432 e sob
parecer de n°. 2297/16 (Anexo 1). E possui dispensa do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) por se tratar de estudo retrospectivo (Anexo 2).

Para o estudo foram estabelecidos os seguintes critérios:

Critérios de Inclusio:

- Pacientes diagnosticados com CEC de boca submetidos a algum tipo de
mandibulectomia.

Critérios de Exclusio:

- Uso prolongado (por mais de 3 meses) de medicamentos que alteravam o turnover
0sseo, como os corticosteroides; bisfosfonatos ou Denosumab.

- Pacientes submetidos a radioterapia na regido de cabega e pescoco previamente a
cirurgia de mandibulectomia.

- Menores de 18 anos de idade.

Dados demograficos, clinicos, imaginologicos e histopatologicos de cada paciente
foram coletados dos prontudrios arquivados no H2tc do A.C.Camargo Cancer Center e
sumarizados em ficha clinica desenvolvida para o estudo (Apéndice 1).

Para a localizagao e selegdo destes pacientes, foram realizadas as seguintes etapas:

- Primeira etapa - Com o auxilio do programa Institucional Recruit, que realizou um

screening de todo o banco de dados da Instituigdo, foi adicionado o filtro do periodo de 1990-
2015 e o cruzamento das seguintes combinagdes de palavras - Carcinoma de células
escamosas + Mandibula (1000 prontuarios); Carcinoma de células escamosas +
Mandibulectomia (1000 prontuarios); Carcinoma Epidermoéide + Mandibula (1000
prontuarios); Carcinoma Epidermoide + Mandibulectomia (1001 prontudrios); Carcinoma

Escamocelular + Mandibula (1000 prontuarios); Carcinoma Escamocelular +
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Mandibulectomia (1000 prontuarios); Carcinoma Espinocelular + Mandibula (1000

prontudrios).

- Segunda etapa - Elimina¢ao de todos os RGHs (numero de indentificacdo de cada
paciente atendido no hospital) repetidos encontrados nas 7 listas criadas a partir da busca feita
no Recruit.

- Terceira etapa - Dos RGHs provenientes da busca pelo Recruit, foi adicionada uma

lista de pacientes que foram incluidos em um estudo retrospectivo anterior (1990-2003),
realizado pelo Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia da
Institui¢do, com o auxilio do Dr. Hugo Fontan Kohler.

- Quarta etapa - Nesta etapa a confirmagdo dos casos foi realizada por meio de
acesso individual e manual de cada prontudrio eletronico, para a confirmagao do diagnostico
de CEC oral, além da realiza¢do de tratamento cirrgico incluindo alguma modalidade de
mandibulectomia. Estas informagdes foram obtidas no programa H2tc, que ¢ um banco de
dados que possibilita o acesso aos prontudarios eletronicos, documentos digitalizados e todas
as informagdes dos pacientes atendidos na institui¢ao.

- Quinta etapa - Para registrar todas as informagdes coletadas, criamos um banco de
dados usando o sistema Research Electronic Data Capture (REDCap), onde inserimos
campos com todas as informagdes pertinentes do projeto (Apéndice 1). A partir dele, todos
os dados foram exportados para o software IBM SPSS versao 25.

- Sexta etapa - Coleta do TNM clinico (Tabela 1) e histopatoldgico do prontuério e
posterior reclassificagdo destes segundo o TNM 8? edicao (Tabela 2) e estadiamento clinico,
com base nos dados provenientes da ficha anatomopatolégica (Tabela 3).

- Sétima etapa - Abastecimento do banco de dados do projeto, com um novo acesso
aos prontuarios, buscando o maior nimero de informagdes necessarias para o completo
preenchimento da ficha. Além da leitura individual dos prontudrios no H2tc, algumas
informagoes, especialmente aquelass referentes aos exames de imagens, foram obtidas com o

auxilio do setor de Tecnologia da Informagao e do Departamento de Imagem.
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Tabela 1 - Data do diagnostico e a versaio TNM correspondente (AJCC Cancer Staging
Manual Editions).

Edicdo Publicacio Data do diagndstico

I 1977 1978-1983
2nd 1983 1984-1988
3rd 1988 1989-1992
4t 1992 1993-1997
5t 1997 1998-2002
6 2002 2003-2009
7t 2009 2010-2016
gth 2016 2017

Tabela 2 - Critérios aplicados para a reclassificagdo dos casos incluidos no projeto para a
classificagao TNM 8* Edicao.

T Maior medida da neoplasia Profundidade de invasio
T1 <2 <0,5

T2 <4 <1

T3 >4 >1

T4 - Néo sofreu alteragdo
N1 - com ruptura capsular — N2a

Tabela 3 - Critérios utilizados com base no 8* Edi¢ao para o Estadiamento Clinico.

EC T N
ECI Tl NO
ECII T2 NO
T1/T2 N1
ECII T3 NO/N1
T4 Nqq
ECIV
Tqq N2/N3

qq= qualquer

3.2 ETAPAS LABORATORIAIS

3.2.1 Casuistica

No universo dos casos levantados no estudo de coorte, foram selecionados 220
pacientes, dos quais foi realizado o levantamento dos dados clinicos, radiograficos e
histopatologicos. Destes, foi necessario averiguar a disponibilidade de amostras de
macromoléculas junto ao Biobanco da Institui¢do, juntamente com a disponibilidade de
material para analise no servigo de Anatomia Patoldgica. Um total de 60 pacientes possui
material passivel de andlise (RNA e blocos em parafina). Por meio do teste estatistico
) 2

Propensity Escore (escore de propensdo) °°, utilizando de uma andlise pareada com as
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variaveis idade, sexo e ano da cirurgia, foi entdo obtida a sele¢do de 40 casos, divididos em
dois grupos - 1) 20 pacientes com invasao 6ssea comprovada no laudo anatomopatoldgico; e

2) 20 pacientes sem invasao 6ssea comprovada no laudo anatomopatologico (Figuras 2 e 3).

[ Casuistica J

[ 220 Casos ]

Andlise da invasdo 6ssea‘ n=219

[ Invasdo Ossea n=77 ]—'—{ Sem Invasdo Ossea n=142 ]

Propensty Escore

[ Etapa Laboratorial - gQPCR n=40 ]

[ Invasdo Ossea n=20 } [ Sem Invasdo Ossea n=20 ]

[ Amostras Analisadas n=37 ]

Amostras inadequadas para analise n=3

[ Invasdo Ossea n=19 }——[ Sem Invasdo Ossea n=18 J

Figura 2 - Fluxograma esquematico exibindo o niimero de casos avaliados em cada uma das

estapas do estudo. A anilise da invasdo 6ssea contida no laudo anatomopatolégico para 219 pacientes, com a

posterior realizagdo do teste estatistico Propensyt Escore visando a selecdo das amostras incluidas na etapa

laboratorial, com exclusdo de 3 amostras inadequadas para as analises laboratoriais (n=37).
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Fluxograma — Materiais e Métodos

Levantamento
Epidemiologico:
Mandibulectomia

* Invasdo 6ssea
¢ Sem invasdo 6ssea

Figura 3 - Desenho esquematico que mostra a interdependéncia entre as etapas realizadas no

estudo. A analise molecular (no topo), foi realizada nas amostras de CEC, escolhidas no levantamento dos

dados clinicos, radiograficos e histopatologicos (abaixo). Na avaliacdo molecular, o objetivo era avaliar os casos
com invasdo 6ssea comprovada, confrontando com os casos sem invasdo mandibular, deste modo, foi possivel
chegar nestes casos pelo levantamento dos dados clinicos, radiograficos e histopatologicos das
mandibulectomias realizadas na instituigdo. Na parte direita da figura notam-se os dois tipos de células dsseas
que estdo relacionadas diretamente com a invasdo 0ssea, os osteoclastos (em vermelho) e osteoblastos (em azul).
A inten¢do era identificar a expressao génica dos 4 genes (quadro verde) na neoplasia, uma vez que ja se sabe
que mecanismos desencadeados pelas células Osseas na presenca destas moléculas poderiam influenciar na

invasdo Ossea, € que estes mecanismos poderiam vir diretamente do tumor.

3.2.2 Analise da Expressao Génica
3.2.2.1 Extraciao do RNA Total

As amostras de tecido armazenadas pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center,
sdo coletadas no centro cirurgico e os tecidos sdo imediatamente acondicionados em criotubos
e congelados em nitrogénio liquido. Quando o tecido congelado ¢ solicitado para alguma
pesquisa, passa por um critério de qualidade no qual hé a inclusdo da amostra em TissueTek e
¢ feito um corte em criogenia para confec¢cdo da lamina coradas em Hematoxilina e Eosina
(H&E). Essa lamina ¢ avaliada pelo patologista responsavel pelo projeto que analisa a
histologia e marca na lamina a regido de interesse do estudo para posterior extragao de RNA,

e delimita a regido a ser eliminada do material excedente (ndo neoplasico).
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Somente as amostras com porcentagem acima de 80% ou mais de células malignas
entraram no critério do presente estudo e seguiram para posterior extracdo do RNA. O tecido
nao-neoplasico, fibrose, tecido adiposo ou outros contaminantes foram eliminados pela
dissec¢do manual, realizada com auxilio de bisturi >*. O RNA foi processado de acordo com o
protocolo operacional padrdo do Biobanco °*. O material correspondente a neoplasia (30mg)
foi homogeneizado no equipamento Precellys® (Bertin Technologies, Montigny-le-
Bretonneux, Franga) com 400 ul do tampao RLT com B-Mercaptoethanol (B-ME) de acordo
com as recomendagdes do fabricante para o Kit de extragdo QIAsymphony (Qiagen, CA,
EUA). A extragdo ¢ realizada de forma automatizada no equipamento QIAsymphony (Qiagen,
CA, EUA) utilizando o protocol miRNA CT 400VS8, que permite a recuperagdo do RNA total,
inclusive o miRNA. A pureza do RNA ¢ avaliada no equipamento Nanodrop™ ND-1000
(Thermo Scientific, DE, EUA), a concentragdo no Qubit (Thermo Scientific) e a integridade
determinada pelo equipamento Tapestatio 4200 (Agilent Technologies, CA, EUA). O
Tapestation fornece um nimero de integridde do RNA (RIN-RNA Integrity Number) que
varia de 1 a 10, onde 1 refere-se a um RNA degradado e 10 um RNA integro, sendo que nesse
estudo foram utilizadas apenas amostras com o RIN maior ou igual a 4. Estas etapas foram
realizadas pelo Biobanco da Instituicdo, e posteriormente foram disponibilizadas as aliquotas
para realizagdo deste projeto. A aliquota de RNA total foi incubada em solugdo 20 mM de
Tris HCI pH 8.4 2 mM MgClz, 50 mM de KCI e 1U de DNase I (Invitrogen)/1ug de RNA a
temperatura ambiente por 15 minutos. A enzima foi posteriormente inativada pela adicao de
2,5 mM de EDTA e incubacdo a 65°C por 10 minutos. Apés o periodo de incubacio, as
amostras foram precipitadas por 16 horas a - 20°C em solucao de acetato de so6dio 0,2 M e 2,5
volumes de etanol absoluto e centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos, sendo o
sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com etanol 75% e centrifugado a 10000 rpm

por 15 minutos. O precipitado foi entdo seco e ressuspenso em agua livre de DNase/RNase

3.2.2.2 Amplificacdo por PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

O volume final de reagdao foi de 20 pL, sendo que cada tubo continha 10pL de
TagMan® Universal PCR Master Mix II, 4,0 pL. de agua ultrapura, 5,0ul (10ng) do cDNA e 1
puL. de TagMan Gene Expression Assay, especifico para cada gene e disponiveis
comercialmente (Applied Biosystems) >!. A sequéncia de nucleotideos usada no estudo foi
obtida na base da dados Gene (PubMed), o nimero de pares de base e a referéncia comercial

dos mesmos estdo na Tabela 4. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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Tabela 4 - Sequéncia de nucleotideos dos genes estudados.

Gene Pb Refcom
GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 122 Hs99999905 ml1
RANKL- tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 67 Hs00243522 ml
RANK- tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a, 75 Hs00921372 ml
NFKB activator B
OPG- tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b 74 Hs00900358 ml
IL-6- Interleukin 6 95 Hs00174131_ml

pb = numero de pares de bases.
Refcom = Referéncia comercial (Applied Biosystems).

A amplificacdo foi feita em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto,
precedidos por um periodo de 50°C por 2 minutos ¢ 95°C por 10 minutos, no aparelho
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

O nivel de expressdo de cada gene foi quantificado relativamente a expressdo de um
controle (referéncia), selecionado utilizando-se a ferramenta NormFinder. Para essa andlise
foram utilizadas 14 amostras de neoplasia ¢ 1 pool composto por 12 amostras de tecido ndo
neoplasico dos mesmos pacientes. Foram testados os genes da B-actina, 18S, gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), B-2-microglobulilna (B2M). Sendo selecionado o gene
GAPDH como referéncia (Figura 4).

0,160
0,140
0,120
0,100
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000
18S ACTINA b2m GAPDH

Fonte - Modificado de https://moma.dk/normfinder-software (2003).

Figura 4 - Selecdo da referéncia para a normaliza¢do dos resultados de expressdo génica.
Resultado da analise de sele¢ao do gene mais estavel para a normalizagdo dos experimentos

de gPCR em tempo real utilizando amostras neoplésicas e nao neoplasicas.
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Foi realizada a quantificacdo da expressdo de cada gene relativamente a expressao de
um pool composto pelas 12 amostras. Amostras que apresentaram Ct superior a 37 foram
excluidas da analise. O resultado final (Rq gene) foi entdo expresso como um aumento ou
diminui¢do da expressdo do gene em n-vezes quando comparado ao controle e ao calibrador,
da seguinte forma:

~(ACt amostra — ACt cahbrador), onde ACt da amostra e do

. Rq gene = 2
calibrador sao determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do gene estudado do valor
médio de Ct do gene utilizado com referéncia.

Para a determina¢do de aumento ou diminuicdo da expressdo dos genes nas amostras
tumorais em comparagao com as amostras nao neoplasicas foi utilizado o seguinte valor:

* Diminuicao de expressao - Expressao (Rq) <= 0,5,

* Aumento de expressao - Expressao (Rq) >=2,0,

* Expressdao Normal - Expressao (Rq) >0,5 e <2.

As amostras com expressdo relativa com valores entre 0,5 e 2,0 ndo foram

consideradas com expressao alterada em relagdo ao tecido ndo neopldsico. Uma visdo geral

dos procedimentos realizados neste estudo pode ser observada na Figura S.

Isolamento e

—_—
PSR Gl s purificacao RNA total

r- - - - == N
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Amplificacdo da PCR | (. ) e e e - P
em Tempo Real ] reparo dPaCrsagao de

@PoR) ) N ’ L\ —----- N

Amostrasem |

duplicata |

______ 7/

Andlise das curvas de

Analise dos dados — o =
amplificagao

Analise quantitativa e
estatistica

Figura S - Visao geral dos experimentos de biologia molecular realizados no projeto.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma andlise descritiva das varidveis qualitativas, com a apresentacao das
distribuicdes de frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Para as variaveis quantitativas, foi
realizada a analise das principais medidas, como a média, desvio padrdo, mediana, valores
minimo € maximo.

Os cruzamentos entre variaveis qualitativas foram avaliados pelo teste qui-quadrado
ou fisher quando apropriado. Para comparar varidveis de grupo em relagdo a distribuicao de
variaveis quantitativas, o teste t-Student para grupos independentes ou o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney foi utilizado.

O cruzamento das variaveis de interesse e analise de sobrevida global foram realizados
com estimador de Kaplan-Meier, para estimar as curvas de sobrevivéncia. A comparacdo dos
grupos em relagdo a sobrevida foi realizada pelo teste de log-rank. O modelo de Regressao de
Cox foi utilizado para avaliacdo de Hazard ratio (HR) de forma simples e multipla. As
suposi¢des de riscos proporcionais foram verificadas através dos residuos de Schoenfeld.

O nivel de significancia adotado foi de 5% para todos os testes. As andlises

estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS versdo 25.
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4 RESULTADOS

41 PARAMETOS CLINICOS

4.1.1 Dados clinicos, radiograficos e histopatologicos

O levantamento de todos os casos que atendiam os critérios de inclusdo do projeto
resultou em 220 pacientes. Para cada um deles foi preenchida a ficha clinica do projeto
(Apéndice 1) com o maximo de informacdes disponiveis.

Analisando as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes, foi possivel
observar uma predominancia do sexo masculino, 2,73 vezes a mais que o sexo feminino, com
idade média de 60 anos (+11,9). A frequéncia de habitos nocivos foi de 66,8% para o
tabagismo e 53,6% para o etilismo. Com relagdo a neoplasia, o tempo de queixa foi de
aproximadamente 5 meses, € as dreas mais acometidas foram gengiva inferior, seguida de
assoalho, regido retromolar e lingua. Os tipos de mandibulectomia realizadas foram segmentar
(35,4%), marginal (34,1%), hemimandibulectomia (29,5%) ¢ mandibulectomia total (1%).
Com relacdo aos exames de imagens, 60,5% dos pacientes tinham o exame ou o laudo do

mesmo disponivel para analise (Tabela 5).



Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos 220 pacientes incluidos no projeto.
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Caracteristica Numero de casos (%)
Sexo
Masculino 161 (73,2)
Feminino 59 (26,8)
Tabagismo
Nio 47 (21,4)
Sim 116 (52,7)
Ex. Fumante 31(14,1)
Missing 26 (11,8)
Etilismo
Nao 73 (33,2)
Sim 103 (46,8)
Ex. Etilista 15 (6,8)
Missing 29 (13,2)
Localizacao
Gengiva inferior 61 (27,7)
Assoalho 56 (25,5)
Retromolar 37 (16,8)
Lingua 27 (12,3)
Rebordo inferior 17 (7,7)
Outras 22 (10)
Idade
Maxima 94
Minima 28
Média 60
Tempo de historia (meses)
Méxima 25
Minima 1
Média 4,95
Exame de Imagem (n=137)
Ct 113 (51,4)
Rnm 2(0,9)
RX 18 (8,2)
Realizado fora da institui¢do 4(1,8)
Missing 83 (37,7)
Laudo (n=133)
Sem Invasao 70 (52,6)
Com Invasdo 63 (47,4)
Tipo de cirurgia
Marginal 75 (34,1)
Segmentar 78 (35,4)
Hemi-mandibulectomia 65 (29,5)
Mandibulectomia total 2(1)

Missing= casos que ndo possuiam informac6es disponiveis.

As andlises das informacdes referentes ao laudo anatomopatolégico mostram que

quase 100% dos pacientes incluidos no estudo foram submetidos ao esvaziamento linfonodal

(215), e destes, apenas 48% apresentaram linfonodos positivos/comprometidos e 28,2% com
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ruptura capsular. Em relacdo as margens cirargicas, 13,6% dos pacientes apresentaram
margens exiguas ou comprometidas, ¢ mais de 80% dos pacientes nio apresentaram
embolizacdo sanguinea ou linfatica. A avaliacdo da invasdo Ossea sO foi possivel para 219
pacientes, sendo que destes, 35% tiveram invasdo 6ssea da mandibula confirmada em anélise

histopatologica (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas provenientes do Laudo anatomopatoléogico dos 220 pacientes
incluidos no projeto.

Caracteristicas Numero de casos (%)
Esvaziamento
Sim 215 (97,7)
Nio 5(2,3)
Invasao 6ssea (n=219)
Nao 142 (64,5)
Sim 77 (35)
Ruptura Capsular (n=107)
Nao 45 (20,5)
Sim 62 (28,2)
Tipo Histologico
Bem diferenciado 78 (35,5)
Moderadamente diferenciado 117 (53,2)
Pouco diferenciado 24 (10,9)
Nao especificado 1 (0,5)
Margens
Livres 188 (85,5)
Comprometidas 25(11,4)
Exiguas 7(3,2)
Presenca de Inflamac¢ao (n=216)
Nao detectada 123 (55,9)
Leve 33 (15)
Moderada 40 (18,2)
Intensa 20 (9,1)
Infiltracao Perineural (n=215)
Nio 105 (47,7)
Sim 110 (50)

Invasdo Muscular Esquelética (n=206)

Nao 73 (33,2)

Sim 133 (60,5)
Embolizacao Linfatica (n=218)

Nao 187(85)

Sim 31 (14,1)
Embolizag¢ao Vascular (n=216)

Nao 202 (91,8)

Sim 14 (6,4)
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O tratamento complementar mais frequente foi a Radioterapia (Rtx), contemplando
66,4% dos casos. Um numero menor de pacientes submeteu-se a Quimioterapia (Qtx),
representando 23,8% dos casos. A avaliacdo da recorréncia tumoral demonstrou que
praticamente metade dos pacientes apresentou algum tipo de recorréncia (47,7%).
Recorréncia local foi observada em 51 pacientes (23,2%), regional em 23 (10,4%) e a
distancia em 49 pacientes (22,3%). Considerando somente a recorréncia local, 43 pacientes
apresentaram uma, 5 pacientes tiveram duas e 3 pacientes desenvolveram mais de 2
recorréncias do tipo local. Dos 49 pacientes (22,3%) que apresentaram metéstase a distancia,

o pulmao foi 6rgdo mais acometido (31 pacientes) (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracteristicas dos tratamentos realizados pelos 220 pacientes incluidos no
projeto, recorréncias e ultima informacgao coletada.

Caracteristicas Numero de casos (%)
Rtx (n=215)
Nio 69 (31,4)
Sim 146 (66,4)
Qtx (n=207)
Nao 155 (70,5)
Sim 52 (23,6)
Recorréncia
Nao 115 (52,3)
Sim 105 (47,7)
Recorréncia Localizag¢ao*

Local 51(23,2)
Regional 23 (10,4)
Distancia 49 (22,3)

Ultima informacio
Vivo s/ doenga 72 (32,7)
Vivo ¢/ doenga 14 (6,4)
Morto pela doenga 105 (47,7)
Morto durante tratamento 7@3,2)
Morto por outra causa 15 (6,8)
Perdido de vista 7(3,2)

* Mais de um local pode ter sido acometido simultaneamente

4.1.2 Associacao com invasiao 6ssea

Foi avaliada a associacdo da invasdo Ossea descrita nos exames de imagem com a
invasdo descrita no exame anatomopatologico (considerado este o padrao ouro). Esta
informagao foi adquirida de 133 pacientes, e a concordancia foi observada em 76% dos casos

que apresentavam invasdo Ossea e de 67,8% naqueles sem invasdo ossea. Foi realizado teste
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de Qui-quadrado (p<0,00), demonstrando associagdo entre as varidveis ¢ medida de

concordancia de Kappa, que se demonstrou moderada (0,431) (Tabela 8).

Tabela 8 - Associacdo entre invasdo Ossea observada no exame de imagem e no
anatomopatoldgico e medida de concordancia de Kappa (n=133 pacientes).

Invasio ossea descrita no exame de Anatomia

Patologica
Nio Sim Total p Kappa
L E Na 9 11 (249 2,79
audo do Exame de ‘ao 59 (67,8%) (24%) 70 (52,7%) <0,00% 0.431
Imagem Sim 28(32,2%) 35 (76%) 63 (47,3%)

Total 87(100%) 46 (100%) 133 (100%)

Teste qui-quadrado e corregdo de continuidade. *Significancia com p <0.05.
Concordiancia de Kappa r moderada= 0,41-0,60 - Landis e Koch (1977)

4.1.3 Associacdo entre invasdo oOssea (laudo anatomopatolégico) com as margens
cirdrgicas

Dos 219 pacientes avaliados, 77 pacientes apresentavam invasdo Ossea e¢ 142 ndo
possuiam invasdo relatada no laudo histopatoldgico. Dos 77 pacientes com invasdo, 60
apresentaram margens livres e 17 margens comprometidas ou exiguas, enquanto, dos 142
pacientes sem invasdo Ossea, 127 apresentavam margens livres e 15 comprometidas ou
exiguas. O teste exato de Fisher, demonstrou associagdo significativa entre invasdo dssea e
margens cirurgicas. A porcentagem de pacientes com invasdo Ossea que apresentaram
margens cirurgicas livres foi de 77,9%, enquanto para pacientes sem invasdo, essa chegou a

89,4% (Tabela 9).

Tabela 9 - Associcdo da invasdo Ossea diagnosticada no laudo anatomopatoldgico e as
caracteristicas microscopicas das margens cirargicas.

Invasio ossea

Niao Sim Total p
Margens Livres 127 (89,4%) 60 (77,9%) 187 (85,4%)
Comprometidas/ 15 (10,5%) 17 (22,1%) 32 (14,6%) 0.05%
Exiguas ’
Total 142 (100%) 77 (100%) 219 (100%)

Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05.

4.1.4 Associacao da localizacao do tumor com a invasao 0ssea
A localizacdo das lesdes foi categorizada em dois grupos, lingua/assoalho e outras
localizagdes (gengiva inferior, rebordo e regido retro-molar) para a realizagdo das analises.

Dos 142 casos sem invasao Ossea, 80 perteceram ao grupo “outras localizacdes”, ¢ 62 ao
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grupo lingua/assoalho. Dos 77 pacientes com invasdo Ossea, 56 pertenciam ao grupo outras
localizagdes e 21 ao grupo lingua/assoalho, e a asociag@o entre a invasdo 6ssea ¢ a localizagao

da lesdo foi significativa (Tabela 10).

Tabela 10 - Associagdo da localizacdo da lesdo e o diagndstico de invasdo 6ssea no laudo
anatomopatolégico.

Invasio ossea

Niao Sim Total p
Localizacao Lingua/Assoalho 62 (43,7%) 21 (27,3%) 83 (37,9%)
Outras localizacoes 80 (56,3%) 56 (72,7%) 136 (62,1%) 0,025*
Total 142 (100%) 77 (100%) 219 (100%)

Teste qui-quadrado. *Significancia com p <0.05.

4.1.5 Associacio das medidas da neoplasia (laudo anatomopatolégico) com a invasao
oOssea

Foi coletado do laudo histopatolégico a maior medida da neoplasia em centimetros
(medida 1), um segundo eixo de medida (medida 2, ndo utilizada neste estudo), e a
profundidade de invasdo (medida 3). Quando avaliado o grupo com invasdo éssea, a menor
medida 1 encontrada foi de 1 cm e a maior 12 cm. A profundidade de invasdo (medida 3)
variou de 0,5 cm, chegando a 6,5 cm. No grupo sem invasao dssea, a menor extensao da lesao
(medida 1) foi de 0,4 cm, chegando a 19 cm. J4 a profundidade de infiltragdo (medida 3),
neste grupo, variou de 0,14 a 5 cm (Tabela 11).

Tabela 11 - Anélise da maior medida da neoplasia (medida 1), da profundidade de invasao da
lesdo (medida 3) e o diagnotico de invasdo Ossea apds analise anatomopatologica.

Invasdo ossea N Minimo Média Miaximo p
Medida 1 N'ao 142 0,40 3,94 19 0,025
Sim 77 1,00 4,76 12
Medida 3 (p. de Nao 94 0,14 1,61 5 0.005%
invasdo) Sim 52 0,50 2,30 6,5 ’

Medida em cm
Teste-T. * Significancia com p <0.05.

A associacdo por meio de Teste-t entre a maior medida da neoplasia (medida 1) com
invasdo Ossea e comprometimento linfonodal, mostrou que neoplasias maiores foram

associadas com estes parametros (Tabela 12).
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Tabela 12 - Anélise da maior medida da neoplasia (medida 1) com invasdo dssea (n=219
pacientes) e o comprometimento linfonodal (n=220 pacientes).

Variaves Maior medida da Neoplasia (medida 1)
N Média Mediana DP p
Com invasio dssea 77 4,85 4,00 2,35
0,012*
Sem invasao o0ssea 142 3,96 3,50 2,65
Linfonodo + 122 4,62 4,00 2,62
0,021*
Linfonodo - 98 3,82 3,50 2,45

Medida em cm
Teste T. * Significancia com p <0.05.

Esta associacdo também foi realizada para a profundidade da invasdao da neoplasia

(medida 3), ambas significantes (Tabela 13).

Tabela 13 - Analise da profundidade de invasdo da neoplasia (medida 3) com invasdo 6ssea e
o comprometimento linfonodal (n= 147 pacientes).

Variaves Pronfundida de invasiao (medida 3)
N Média Mediana DP p
Com invasio ossea 53 2,27 1,80 1,52
0,002*
Sem invasao ossea 94 1,61 1,30 1,13
Linfonodo + 80 2,14 1,70 1,39
0,007*
Linfonodo - 67 1,50 1,20 1,13

Medida em cm
Teste T * Significancia com p <0.05.

4.1.6 Associacio entre estadiamento e invasiao dssea

A avaliacao da invasdo 6ssea foi correlacionada com estadiamento clinico. Dos 219
pacientes, 10 apresentavam EC I, 21 EC II, 33 EC III e 155 EC IV. Dos 31 pacientes
classificados nos EC iniciais I e II, 6 ja apresentavam invasdo Ossea. Dos 155 pacientes
classificados no EC 1V, 87 nao apresentaram invasao ossea. A andlise de Qui-quadrado de
Pearson comparando os estadiamentos mostrou associagdo entre estadiamentos mais

avancados e invasdo dssea (p<0,00) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Andlise da invasdo dssea e o Estadiamento clinico dos pacientes incluido no
projeto.

Estadiamento clinico

ECI(%) ECII(%) ECII ECIV  Total (%) P
(%) (%)
Invasio Nio 7 (70) 18(85,7)  30(90,9)  87(56,1) 142 (64,9) 000"
ossea Sim 3 (30) 3(14,3) 3(9,1) 68(351)  77(35,1)
Total 10 (100)  21(100)  33(100)  155(100) 219 (100)

Teste Qui-quadrado de Pearson. * Significancia com p <0.05.

4.1.7 Avaliacio da sobrevida global

Foi calculada a sobrevida média dos pacientes incluidos no estudo, através da coleta
da ultima informacao disponivel em seus prontuarios ou registros hospitalares. A informagao
estava disponivel para 218 pacientes, e destes, 127 vieram a o6bito até o dia 30 de junho de
2020, sendo 105 em decorréncia da doenca e 7 durante o tratamento para o cancer. O 6bito
mais precoce ocorreu no més que o paciente iniciou o tratamento, enquanto o 6bito mais
tardio aconteceu 212 meses ap0ds a data de inicio do tratamento. O célculo para estimativa de

sobrevivéncia média foi de 96,92 (+6,84) meses pos cirurgia (Figura 6).
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Figura 6 - Avaliacdo da Funcdo de sobrevivéncia em meses para 218 pacientes incluidos no

projeto.

A andlise da sobrevida foi realizada para as varidveis clinicas, tamanho do tumor (T
clinico), presenca de linfonodos (N clinico) e estadiamento clinico e laudo do exame de

imagem. As variaveis provenientes do laudo anatomopatologico selecionadas para analise de
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sobrevida foram - margens cirurgicas, invasao 6ssea, invasao muscular esquelética, infiltragao
perineural, embolizagdo linfatica, ruptura capsular, tamanho do tumor pds andlise
anatomopatolédgica (T patologico) e comprometimento linfonodal (N patoldgico). A diferenca

entre essas curvas foi avaliada pelo teste log-rank. (Tabela 15).

Tabela 15 - Analise da sobrevida em relagdo as variaveis TN clinico, estadiamento clinico,
invasdo no laudo do exame de imagem, margens cirargicas, invasdo Ossea ho
anatomopatologico, invasdo muscular esquelética, infiltragdo perineural, embolizacao
linfatica, ruptura capsular, TN patologico.

N total N ébitos Sobrevida DP 95% IC p
(meses)
T1/T2 68 27 139,2 12 115,7-162,8
T clinico <0,00*
T3/T4 150 100 73,2 7,2 59-87,5
NO 110 58 110,7 9,5 91,9-129,5
N clinico 0,021*
N+ 108 69 75,4 8,2 59,1-91,6
Estadiamento ITell 31 9 161,5 16,1 129,7-193,2 0.001%
clinico MelV 187 118 83,7 6,7 70,4-97 ’
Invasio exame Sim 62 41 51,3 7,2 37,1-65,4
0,013*
de imagem Nao 70 34 117 12,4 92,6-141,4
Livres 186 105 101,2 7,4 86,7-115,8
Margens
. . Comp. 25 19 29,5 5,9 17,8-41,3 0,011%
cirurgicas
Exig. 7 3 103,4 28,9 46,7-160,1
Invasio Sim 77 59 40,8 6,3 28,3-53,3
<0,00*
ossea Nao 142 67 121,9 8,5 105,2-138,6
Invasao Sim 132 86 77,9 7,9 62,2-93,6
0,002*
muscular Nao 73 34 125,3 11,7 102,3-148.,4
Infiltraciao Sim 109 84 54,1 7,4 39,5-68,7
<0,00*
perineural Nao 104 39 141,3 9,7 122,1-160,4
Embolizagao Sim 31 24 57,1 12,8 31,8-82,4
0,013*
linfatica Nio 185 101 104,5 7,5 89,7-119,3
Ruptura Sim 61 47 46,7 9,9 27,2-66,2
<0,00*
capsular Nao 46 21 1213 14 93,7-148.,9
T1/T2 83 34 137,5 10,7 116,5-158,6
T patolégico <0,00*
T3/T4 135 93 67,5 7,6  52,5-82,6
NO 91 46 113,2 10,6  92,2-134,1
N patologico 0,020%
N+ 127 81 81,5 8,2  65,2-97,7

Comp.= comprometidas
Exig. = exiguas
Teste Log-Rank. * Significancia com p <0.05.
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A curva de sobrevida em relagdo a extensdo do tumor primario (T), mostrou que
pacientes classificados como T1 e T2 tiveram sobrevida média superior a 10 anos (11 anos e 6

meses), enquanto pacientes T3 e T4, foi de 6 anos e 1 més (Figura 7).
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Figura 7 - Avaliagdo da fun¢do de sobrevivéncia em meses em relagdo ao tamanho do tumor

(Log-Rank <0,00).

A avaliacdo dos linfonodos (N) mostrou que pacientes NO tiveram sobrevida média de
9 anos e 2 meses, enquanto pacientes com linfonodos positivos decaiu para 3 anos (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo da funcdo de sobrevivéncia em meses em relagdo ao comprometimento

linfonodal clinico (Log-Rank 0,021).
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A avaliacdo da sobrevida em relagdo ao estadiamento clinico mostrou que pacientes
classificados como EC I e EC II viveram quase o dobro (13 anos e 4 meses) que 0s

classificados como EC III e EC IV (6 anos e 9 meses) (Figura 9).
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Figura 9 - Avaliacdo do estadiamento clinico dos pacientes e a fungdo de sobrevivéncia em

meses (Log-Rank 0,001).

Pacientes sem invasdo Ossea diagnosticada no exame de imagem apresentaram
sobrevivéncia média maior, de aproximadamente 117 meses, quando comparados aos
pacientes com laudo dos exames de imagem que comprovavam invasdo Ossea, sendo de

aproximadamente 51,3 meses (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da fun¢do de sobrevivéncia em meses em relacdo ao diagnostico de

invasdo 6ssea proveniente do laudo do exame de imagem (Log-Rank p=0,013).



36

Observou-se associagdo entre sobrevida e margens cirirgicas. Pacientes que tiveram
margens cirargicas livres de comprometimento tiveram a sobrevida média de 8 anos e 4
meses, enquanto os que apresentaram margens comprometidas foi de 2 anos e 4 meses

(Figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo do comprometimento das margens cirurgicas em relacdo a fungdo de

sobrevivéncia em meses (Log-Rank 0,011).

A avaliagdio da invas@o O¢ssea no laudo anatomopatolégico mostrou que o
comprometimento 6sseo pela neoplasia afetou a sobrevivéncia dos pacientes, caindo de 10
anos e 1 més para os pacientes que ndo apresentaram o osso mandibular acometido para 3

anos e 4 meses naqueles que possuiam a invasao 6ssea (Figura 12).
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Figura 12 - Andlise da presenca de Invasdo 6ssea em relagdao a sobrevida dos pacientes em

meses (Log-Rank <0,00).
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Pacientes que ndo tiveram invasdo da musculatura esquelética pelo carcinoma
apresentaram aproximadamente 4 anos a mais de sobrevida média quando comparado com os

pacientes com invasao muscular (Figura 13).
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Figura 13 - Avaliacdo da invasdo da musculatura esquelética e sobrevida em meses (Log-
Rank 0,002).

Pacientes com infiltracdo perineural tiveram uma sobrevida média de 54,1 meses,
sendo muito maior para os pacientes sem infiltracdo, de aproximadamente 141,3 meses

(Figura 14).
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Figura 14 - Avaliagdo da infiltragdo perineural correlacionada a sobrevida em meses (Log-
Rank <0,00).
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A embolizagdo linfatica reduziu em (57,1 meses) a sobrevida média dos pacientes, em

relagdo aos que ndo a apresentaram (104,5 meses) (Figura 15).
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Figura 15 - Avaliacdo da embolizacdo linfatica correlacionada a sobrevivéncia em meses

(Log-Rank 0,013).
A andlise do comprometimento linfonodal mostrou que a presenca de ruptura capsular
reduziu a sobrevida global dos pacientes comparados aos que ndo apresentaram este achado

(Figura 16).
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Figura 16 - Avaliagdo da fun¢do de sobrevivéncia em meses em relagdo a presenca de ruptura

capsular (Log-Rank <0,00).
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A avaliagdo do TNM patoldgico (pTNM), mostrou associagdo com a sobrevida dos

pacientes tanto em relacdo as caracteristicas do tumor, quanto ao comprometimento

linfonodal. Pacientes estadiados como pT1/pT2 apresentaram sobrevida média de 11 anos e 4

meses, enquanto para os pT3/pT4 foi de 5 anos e 6 meses (Figura 17).
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Figura 17 - Avaliacdo da funcdo de sobrevivéncia em meses em relacdo as caracteristicas

patolégicas do tumor (Log-Rank <0,00).

Pacientes pNO tiveram uma sobrevida de 31,7 meses a mais que o0s com

comprometimento linfonodal (N+) (Figura 18).
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Figura 18 - Avaliagdo da fun¢do de sobrevivéncia em meses em relacdo ao comprometimento

linfonodal patolégico (Log-Rank 0,020).
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Ap6s analise da sobrevida, foi aplicado o Modelo de Regressao de COX simples. Este,
mostrou o risco que cada categoria apresentava de atingir o desfecho escolhido no estudo
(6bito). Pacientes categorizados como T3 e T4, tanto na classificagdo clinica como na
patoldgica, apresentaram um risco respectivamente de 2,37 e 2,57 vezes maior de ir a Obito
quando comparado com pacientes T1 e T2. O risco também foi maior para os pacientes com
linfonodos positivos (N+), para os estadiados como EC III e EC IV, e para aqueles com
presenca de invasdao oOssea no laudo de imagem. A presenga de invasdo dssea no laudo
anatomopatoldgico elevou em 2,73 vezes o risco dos pacientes irem a Obito, quando
comparados aos pacientes sem invasdo. Para outros achados, os riscos foram - infiltragao
perineural com 3,33 vezes, embolizagdo linfatica de 1,74 vezes, invasdo da musculatura

esquelética de 1,87 vezes, e ruptura capsular de 3,07 vezes (Tabela 16).

Tabela 16 - Modelo de Regressdao de Cox simples da sobrevida com as variaveis TN clinico,
TN patolodgico, estadiamento clinico, laudo de invasdo 6ssea no exame de imagem, invasao
0ssea no laudo anatomopatoldgico, invasdo muscular esquelética, infiltragdo perineural,
embolizacao linfatica, ruptura capsular e margens cirurgicas.

T1/T2 T3/T4 HR* 95% IC p
(ref.)
T clinico 68 150 2,37 1,54-3,64 <0,00*
T patolégico 83 135 2,57 1,72-3,84 <0,00*
NO N+ HR* 95% IC p
(ref.)
N clinico 110 108 1,50 1,05-2,14 0,023*
N patolégico 91 127 1,52 1,06-2,19 <0,022*
EI/EIl EIII/EIV HR* 95% IC p
(ref.)
Estadiamento clinico 31 187 2,98 1,51-5,88 0,002
Nao Sim HR* 95% IC p
(ref.)
Invasao 0ssea no exame de 70 63 1,75 1,11-2,77 0,016*
imagem
Invasao 6ssea histopatolégico 142 77 2,73 1,91-3,92 <0,00*
Invasiao muscular 73 132 1,87 1,26-2,79 0,002*
Infiltracao perineural 104 109 3,33 2,27-4,91 <0,00*
Embolizacao linfatica 185 31 1,74 1,11-2,71 0,015*
Ruptura capsular 46 61 3,07 1,81-5,20 <0,00*
Livres Comp. HR* 95% IC p
(ref.)
Margens cirugicas 186 32 1,56 0,98-2,48 0,057

Comp.= margens comprometidas e exiguas. Ref.= variavel de referéncia para a analise. Regressdo de Cox

univariada. * Significancia com p <0.05.
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Uma vez que a analise univariada se mostrou significante nas variaveis analisadas,
optou-se por realizar uma sele¢do destas para aplicacdo do modelo de regressdo de COX
multivariado. No método de selecdo, depois de 7 etapas de cruzamentos, apenas 4 varidveis
foram selecionadas para aplicagdo do modelo multivariado. Por fim, neste modelo foi
encontrado que invasdo oOssea e infiltracdo perineural foram significativas para o desfecho

obito (Tabela 17).

Tabela 17 - Modelo de regressao de COX multiplo da sobrevida com as varidveis, invasao
Ossea, invasdo muscular esquelética, infiltragdo perineural, embolizagao linfatica e T clinico.

Ref. HR* 95%IC p
Invasio 6ssea no anatomopatologico Nao 2,54 1,72-3,76 <0,00*
Invasiao muscular Nao 1,45 0,92-2,27 0,103
Infiltracao perineural Nao 3,00 1,97-4,59 <0,00*
T clinico T1/T2 1,54 0,96-2,47 0,071

Regressdao de Cox multivariada. * Significancia com p <0.05.

42 ANALISE MOLECULAR

A escolha do gene GAPDH foi feita com a utilizacdo do programa NormFinder

(Tabela 18), apos a realizagdo de qPCRs para testar o nivel de expressdo dos seguintes genes:

Tabela 18 - Resultado do teste do gene endégeno no NormFinder.

Gene name Stability value
18S 0,140
ACTINA 0,069
GAPDH 0,021
b2m 0,068
Best gene GAPDH

Foram excluidas do experimento 3 amostras por ndo se mostrarem adequadas, e
realizado o qPCR das 37 amostras restantes. Os resultados obtidos foram estratificados,
avaliando o nivel de expressdo de cada gene alvo do estudo, em relagdo ao GAPDH, como
sendo downregulados (DOWN), superexpressos (UP) e com expressao normal (SEM

ALTERACAO) (Figura 19).
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Figura 19 - Avaliacdo da expressao génica dos genes avaliados.

Ap0s a realizacdo do qPCR das 37 amostras, 1 amostra apresentou amplificacdo tardia
(acima do ciclo 37) para o gene RANK e o mesmo ocorreu para duas amostras em relagdo a
amplificagdo para o gene da IL-6. Foi feita a categorizacdo da expressao relativa de cada um

dos genes segundo a metodologia proposta (Tabela 19).

Tabela 19 - Expressao relativa dos genes estudados no projeto nas amostras de neoplasia
(CEC) avaliadas.

RANK (n=36) RANKL (n=37) IL-6 (n=35) OPG (n=37)
Down 16 (44,5%) 1(2,7%) 19 (54,3%) 11 (29,8%)
UP 9 (25%) 28 (75,7%) 5 (14,3%) 10 (27%)
Sem alteracio 11 (30,5%) 8 (21,6%) 11 (31,4%) 16 (43,2%)

Numero de amostras analisadas para cada um dos genes estudados e suas expressdes.

Com a categorizagdo dos genes, também foi analisada a expressao de cada um deles
considerando os grupos de pacientes com invasdo 6ssea no laudo anatomopatolégico e sem

invasao 6ssea, mostrando que o gene da IL-6 foi associado com a invasao 6ssea (Tabela 20).
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Tabela 20 - Associagdo da expressdo relativa dos genes estudados com a invasdo dssea.

Com invasao 0ssea Sem invasio 6ssea Total p

<=0,5 9 (47,38%) 7 (41,2%) 16

RANK 0,5-2 5(26,31%) 6 (35,3%) 11 0,91
>=2.0 5(26,31%) 4 (23,5%) 9
<=0,5 0(0) 1 (5,6%) 1

RANKL 0,5-2 2 (10,5%) 6 (33,3%) 8 0,07
>=2.0 17 (89,5%) 11 (61,1%) 28
<=0,5 6 (33,3%) 13 (76,5%) 21

IL-6 0,5-2 8 (44,5%) 3 (17,6%) 11 0,04*
>=2,0 4 (22,2%) 1 (5,9%) 5
<=0,5 4 (21,1%) 7 (38,9%) 11

OPG 0,5-2 8 (42,1%) 8 (44,4%) 16 0,30
>=2,0 7 (36,8%) 3 (16,7%) 10

Teste T * Significancia com p <0.05.

Posteriormente foi realizado cruzamento de cada um dos genes com as variaveis

clinicas e histopatologicas que poderiam apresentar correlacdo com a progressao do tumor e

invasdo Ossea. As variaveis escolhidas para o cruzamento foram - tipo histolégico da

neoplasia, invasdo dssea, recidiva e presenga de inflamagado (Tabelas 21-24).

Tabela 21 — Associagdo entre expressdo génica da OPG e demais parametros clinicos e

patoldgicos.

Tipo histolégico
Bem diferenciado
Moderadamente diferenciado
Pouco diferenciado

Invasdo 6ssea
Sim
Nao

Recidiva
Sim
Nao

Inflamacao
Indetectavel

Leve
Moderada
Intensa

Downregulado

|

AN D

W — W

2

Expressao génica OPG
Superexpresso

Normal

6
9
1

~ o0

— W W O

[\

(V)]

—_—— O 0

0,06

0,3

0,92

0,19

Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05.
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Tabela 22 — Associacdo entre expressdo génica da IL-6 e demais parametros clinicos e
patologicos.

Expressao génica IL-6 p
Downregulado Normal Superexpresso
Tipo histolégico
Bem diferenciado 8 3
Moderadamente diferenciado 8 1 0,57
Pouco diferenciado 3 1 1
Invasdo ossea
Sim 6 8 4 .
Nio 13 3 1 0,04
Recidiva
Sim 10 5 2 |
Nio 9 5 3
Inflamacéo
Indetectavel 10 3 5
Leve 2 2 0
Moderada 4 5 0 0,25
Intensa 3 1 0

Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05.

Tabela 23 — Associacdo entre expressao génica do RANK e demais parametros clinicos e
patoldgicos.

Expressao génica RANK p
Downregulado Normal Superexpresso
Tipo histolégico
Bem diferenciado 5 4 5
Moderadamente diferenciado 10 5 2 0,36
Pouco diferenciado 1 2 2
Invasdo 6ssea
Sim 9 5 5
Nio 7 6 4 0.91
Recidiva
Sim 7 6 5
Nio 9 5 3 0,75
Inflamacéo
Indetectavel 7 7 6
Leve 2 2 0 07
Moderada 4 2 2 ’
Intensa 3 0 1

Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05.
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Tabela 24 — Associagdo entre expressao génica do RANKL e demais parametros clinicos e

patologicos.
Expressao génica RANKL p
Downregulado Normal Superexpresso
Tipo histolégico
Bem diferenciado 0 5 9
Moderadamente diferenciado 1 3 14 0,43
Pouco diferenciado 0 0 5
Invasao dssea
Sim 0 2 17
Nio 1 6 11 0,07
Recidiva
Sim 1 4 13 |
Nio 0 4 14
Inflamacéo
Indetectavel 1 2 17
Leve 0 1 3
Moderada 0 2 7 0,09
Intensa 0 3 1
Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05.

Foi realizada a andlise de associagdo da expressdo de cada um dos genes e sua

respectiva classificagdo com os demais genes analisados, por meio da aplicagdo do teste exato

de Fisher. O cruzamento do gene RANKL com os outros genes estudados apresentou

associagdo significativa com o RANK (p=0,001), com o da IL-6 (p=0,016) e da OPG

(p<0,00). Realizando o mesmo tipo de cruzamento com o gene RANK, este também mostrou

associacao significativa com a IL-6 (p=0,019) e OPG (p<0,00). A expressao da IL-6 e do gene

OPG também demonstrou significancia (p=0,026). Ficou evidente a associacdo da expressao

desses genes na neoplasia (Tabela 25).



Tabela 25 — Anélise da associacdo da expressao dos genes RANK, RANKL, OPG e IL-6.
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RANKL RANK OPG IL-6
(p <0.00) (p <0,00) (p=0.,016)
Down 1(6,3%) Down 1 (9,1%) Down 1 (5,3%)
Down Normal 0 Normal 0 Normal 0
UpO UpO UpO
Down 8 (50%0 Down 7 (63,6%) Down 8 (42,1%)
Normal Normal 0 Normal 1 (6,3%) Normal 0
UpO UpO UpO
Down 7 (43,8%) Down 3 (27,3%) Down 10 (52,6%)
Up Normal 11 (100%) Normal 15 (93,8%) Normal 11 (100%)
Up 9 (100%) Up 10 (100%) Up 5 (100%)
RANK OPG IL-6
(p <0,00) (p=0,019)
Down 10 (62,5%0 Down 12 (75%)
Down Normal 5 (31,3%) Normal 4 (25%)
Up 1 (6,3%) Up 0
Down 1 (9,1%) Down 6 (54,5%)
Normal Normal 8 (72,7%) Normal 2 (18,2%)
Up 2 (18,2%) Up 3 (27,3%)
Down 0 Down 1 (14,3%)
Up Normal 3 (33,3%) Normal 4 (57,1%)
Up 6 (66,7%) Up 2 (28,6%)
OPG IL-6
(p =0,026)
Down 9 (47,4%)
Down Normal 2 (18,2%)
UpO
Down 8 (42,1%)
Normal Normal 6 (54,5%)
Up 1 (20%)
Down 2 (10,5%)
up Normal 3 (27,3%)
Up 4 (80%)

Teste Qui-quadrado e Teste exato de Fisher. * Significancia com p <0.05. Analises das variaveis discriminadas
em cinza no quadro.

Com os valores da expressao relativa (RQ) dos genes estudados foi realizado grafico
boxplot para visualizar a distribuicdo e valores discrepantes de cada dos genes avaliados no

grupo com invasdo 6ssea e sem invasao ossea (Figuras 20-23).
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Figura 20 - Grafico boxplot do gene RANKL realizado para 19 amostras com invasao 0ssea e
18 amostras sem invasdo ossea.
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Figura 21 - Grafico boxplot do gene RANK realizado para 19 amostras com invasdo dssea e

17 amostras sem invasdo ossea.
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Figura 22 - Grafico boxplot do gene OPG realizado para 19 amostras com invasdo ossea e 18

amostras sem invasdo ossea.
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Figura 23 - Grafico boxplot do gene IL-6 realizado para 18 amostras com invasdo dssea e 17

amostras sem invasao 0ssea.

Para concluir a andlise estatistica, foi realizada a correlagcdo da expressdo de cada um
dos genes pesquisados com a sobrevida dos pacientes (Tabela 26), ¢ posteriormente a

confeccdo das curvas de sobrevivéncia (Figuras 24-27).
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Tabela 26 — Correlacdo entre expressao génica e sobrevida média dos pacientes.

Gene Expressao N total N ébitos Sobrevida DP 95% IC p
(meses)
Down 16 9 88,3 24,7 41,8-134,8
RANK Normal 11 6 60,4 11,4 38,1-82,8 0,94
Up 9 6 63 20,8 22,3-103,8
Down 1 1 78 0 78-78
RANKL Normal 8 3 138,4 31,3 77,1-199,9 0,24
Up 28 18 58,4 12 35-82
Down 11 5 120 27,2 66,6-173,4
OPG Normal 16 10 441 10,4 23,6-64,5 0,26
Up 10 7 63,1 18,5 26,7-99,4
Down 19 9 108,5 21,5 66,3-150,6
IL-6 Normal 11 8 24,7 6,2 12,5-36,8 0,05*
Up 5 3 82,1 25,7 31,6-132,5

Teste de Log Rank* Significancia com p <0.05.

A analise da expressdo do IL-6 dentro dos padrdes de normalidade mostrou uma
sobrevida média inferior (24,7 meses), quando comparado a expressdao downregulada (108,5
meses) e up (82,1 meses). Dos 11 pacientes que apresentaram a expressao normal de IL-6, 8
foram a 6bito, sendo 6 por conta da doenga. Estes resultados foram interpretados com cautela,
e fez-se necessario abordar quais outras informagdes relevantes para a provavel diminui¢do na
expectativa de vida destes pacientes tivessem que ser avaliados. Estas informacgdes foram
discriminadas na Tabela 27, ¢ foi possivel observar que 83,3% apresentavam margens
comprometidas ou exiguas e tinham habitos nocivos, ainda, esta mesma porcentagem foi
encontrada para os que tiveram tratamento com mandibulectomia do tipo segmentar,

envidenciando serem casos mais avangados e/ou agressivos.



Tabela 27 — Pacientes com a expressdo normal da IL-6 e que foram a dbito.

Idade Tempo da Habitos Localizacao Invasiao Margens Cirurgia Medida 1 Medida 3 Rtx

(anos) historia ossea
42 8 meses E. retromolar Sim comprometidas Marginal 6,5 cm 3cm Sim
47 8 meses - geng. inf. Sim comprometidas Segmentar 4,5 cm 2 cm Sim
50 4 meses T. rebordo Sim comprometidas Hemimand. 6,5 cm 6,5 cm Sim
63 2 meses E./T. geng. inf. Sim exiguas Hemimand. 8,5 cm S5cm Sim
51 5 meses E./T. assoalho Nao comprometidas Segmentar 2 cm 2 cm Sim
85 4 meses E./T. retromolar Sim livres Hemimand. 3,5cm 3cm Sim

T= tabagista; E=etilista

Medida 1= maior tamanho da neoplasia
Medida 3= profundidade de invasdo da neoplasia.

50
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Pacientes com o gene RANKL expresso dentro dos padrdoes de normalidade

sobreviveram em média 138 meses, com 78 meses para aqueles que apresentaram com baixa

expressao e média de 58 meses para os pacientes que exibiram super expressao do RANKL.
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Figura 24 - Avaliagdo da sobrevida em meses em relacdo a expressdao do gene RANKL (Log-

Rank 0,24).

A avaliagdo da expressao do RANK mostrou que pacientes que apresentaram este

gene downregulado tiveram sobrevida média de 88 meses, enquanto para os que o

apresentaram super expresso a média foi e 63 meses, e de 60 meses quando 0o mesmo se

apresentava dentro da normalidade.

o8

04

Sobrevivéncia acumulativa

oo

Fungées de sobrevivéncia

100.00 150.00 20000

tempo_obito

250 00

Expressao

molecular tumor
rank

1 Donw
M Normal

' Super

t— Donw-censurado
t— Normal-censurado

Super-censurado

Figura 25 - Avaliacdo da sobrevida em meses em relacdo a expressao do gene RANK (Log-

Rank 0,94).
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Pacientes com expressdo downregulada da OPG mostraram uma sobrevida média

maior (120 meses), comparados aqueles com a expressio normal (44 meses) ou

superexpressao (63 meses).
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Figura 26 - Avalia¢do da sobrevida em meses em relagdo a expressdo do gene OPG (Log-

Rank 0,94).

Os pacientes com expressdo do gene da IL-6 dentro dos padrdes de normalidade

apresentaram sobrevida média de 24 meses, enquanto nos casos superexpressos € com baixa

expressao esta foi de 82 e 108 meses em média, respectivamente. A expressao do gene IL-6

foi o tnico que apresentou associacao estatisticamente significante com a sobrevida (p=0,05).
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Figura 27 - Avaliacdo da sobrevida em meses em relacdo a expressdo do gene IL-6 (Log-

Rank 0,05).
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5 DISCUSSAO

A analise retrospectiva dos casos cirargicos de CEC de boca que envolveram
mandibulectomia realizados no A.C.Camargo Cancer Center em um periodo de 25 anos
culminou na identificacdo de 220 pacientes tratados com a remog¢do de componente 0sseo
mandibular no tratamento do CEC oral. Nestes pacientes, foi possivel identificar que existe
uma relagdo entre a sobrevida global dos mesmos e diversos parametros, incluindo a invasao
Ossea. Na invasao dssea pela neoplasia, foi identificado que genes ja sabidamente envolvidos
no metabolismo 06sseo também estdo expressos no tumor, e foram associados com a
progressdo da neoplasia.

Em relacdo a andlise dos pacientes atendidos neste centro de referéncia, foi
identificada concordancia com outros estudos no que se refere a prevaléncia do CEC. Em um
estudo anterior, no periodo de 2001 a 2012, 505 pacientes foram tratados e diagnosticados
com CEC oral no A.C.Camargo Cancer Center, e foi descrito que 2,5 vezes mais homens
foram afetados quando comparados as mulheres, e metade dos pacientes eram maiores de 60
anos de idade’. Estes achados corroboram com aqueles encontrados neste estudo, que revelou
dentro do universo da amostra analisada uma predominancia do sexo masculino de 73,2%,
sendo 2,73 vezes maior que no sexo feminino, com idade média de 60 anos.

De forma geral, a regido mais acometida pelo CEC oral ¢ a lingua (40%), seguida pela
regido de assoalho bucal (30%) e labio inferior °. Esta prevaléncia ¢ calculada com base em
todos os casos de CEC, diferente deste estudo, que identificou as regides mais acometidas
como gengiva inferior (27,7%), seguida de assoalho (25,5%) e regido retromolar (16,8%).
Esta discordancia provavelmente ¢ decorrente do fato que o grupo de pacientes estudados
tiveram como critério de inclusdo a realizacdo de mandibulectomia, restringindo com isso as
areas da lesao inicial, por exemplo, lesdes menores de lingua e labio nao foram selecionadas
por ndo serem tratadas com remocgao de parte da mandibula.

A invasdo 6ssea da mandibula pela neoplasia influencia no estadiamento e tratamento
do CEC, estando associada aos casos mais avancados. Yue et al. ' fizeram um estudo com 44
pacientes submetidos ao tratamento do CEC com mandibulectomia, e encontraram 27 casos
com invasdo 6ssea (61,4%) e 17 casos sem de acordo com andlise histopatologica. Ahmad et

3

al. ° realizaram um levantamento de 2005-2015 resultando em 108 pacientes que fizeram

algum tipo de mandibulectomia no tratamento para o CEC, e destes, 74 (68,5%) apresentavam
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invasdo 6ssea comprovada apos analise histopatologica. Na analise retrospectiva realizada
neste estudo, foi encontrado que dentro dos 220 pacientes que realizaram algum tipo de
mandibulectomia, 77 (35%) apresentaram invasdo Ossea em laudo anatomopatologico.
Observamos menor prevaléncia de invasdo dos tumores quando comparada aos outros
estudos. Alguns fatores como extensdo tumor (tumores mais avangados) € que necessitam de
margem cirurgica adequada a sua extensdao possa justificar este dado. A grande maioria dos
nossos casos eram tumores avangados.

Ainda sobre invasdo mandibular, sua comprova¢do ndo se limita ao exame
anatomopatologico, e os exames de imagem sdo essenciais, principalmente, na fase de
diagnéstico e de avaliagdo pré-operatdria, permitindo a selecdo da melhor estratégia para
tratamento cirurgico a ser realizado’®. Esta informacao (invasdo 6ssea) é dificil e desafiadora
de ser avaliada dependendo do tipo de invasdo pelo CEC (erosiva ou infiltrativa) >4, do
estagio da doenca e do exame de imagem realizado (em razdes da sensibilidade e
especificidade). Neste estudo, o laudo do exame de imagem estava disponivel em 133
pacientes, e destes, em 59 nao foi relatada invasdo Ossea, porém, apds analise
anatomopatologica, 11 destes (24%) foram diagnosticados com invasdo mandibular. A
concordancia entre os dois laudos para a auséncia de invasdo oOssea foi de 67,8% e para
presenga foi de 76%, revelando uma concordancia moderada. Sabe-se que nenhuma das
modalidades dos exames de imagem ¢ completamente precisa no quesito indetificacdo de
invasdo Ossea, e principalmente nos casos iniciais e limitrofes, fica dificil comprovar que a
invasdo esta presente. No nosso estudo, 28 pacientes com o laudo de envolvimento dsseo nos
exames de imagem pré-operatorios ndo tiveram a invasdo diagnosticada microscopicamente
pelo patologista, corroborando com a dificuldade da detec¢do desta na andlise imaginologica.

Depois de detectada a presenca ou ndo da invasdo Ossea, o cirurgido precisa escolher o
tipo de mandibulectomia com base em critérios como - tamanho e localizacdo do tumor;
condicdo sistémica; obtencdo de margens cirurgicas adequadas; maior preservagdo de tecido

duro e mole, com vistas a fornecer melhores resultados funcionais e estéticos possiveis >*%3;

padrio de invasdo da lesdo, se infiltrativo ou erosivo *¢; se a invasdo esta confinada ao 0sso
cortical ou atingiu a medular; dentre outros. A porcentagem de mandibulectomias
segmentares relatada pela literatura atual varia de 30% a 43%, e para mandibulectomia
marginal varia de 55,5% a 70% >*”. Os achados deste estudo diferem em partes da literatura,
com porcentagem de cirurgia marginal (34,1%) inferior a modalidade segmentar (35,4%),

ainda, quando levado em consideracdo a porcentagem de pacientes que realizaram hemi-

mandibulectomia, esta porcentagem de cirurgia segmentar aumenta para 69,4%. As diferencas
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nas propor¢des de modalidade cirurgicas relatadas na literatura e as encontradas podem ser
explicadas por alguns fatores, com as caracteristicas avangadas da propria doenga. Dos
pacientes incluidos no estudo, 150 eram classificados como T3/T4 segundo o TNM §* edicao,
e 187 eram estadiamento clinico III/IV, ainda com 50% apresentando infiltragdo perineural e
60,5% invasdo da musculatura esquelética. Nao houve diferenca na sobrevida entre a
modalidade cirtrgica de mandibulectomia marginal e segmentar, dado que vai de encontro ao

relatado por Patel et al. ”°

que observaram que pacientes T4, mesmo com envolvimento
medular da mandibula, ndo apresentaram diferenca na sobrevida quando comparada as duas
opgdes cirurgicas.

Sobre o comprometimento das margens cirurgicas, sabe-se que a positividade desta
condic¢do, quando encontrada, tem influéncia direta na sobrevida dos pacientes . No presente
estudo, quando avaliada a associacdo entre as margens cirirgicas comprometidas e a presenga
de invasdo Ossea, ficou evidente que esta estd associada com uma frequéncia maior de
margens positivas. Além do compromentimento das margens, outros fatores também sao
influentes na sobrevida global dos pacientes pos-tratamento.

Dentre os fatores que podem influenciar no progndstico de pacientes com CEC oral, os
mais classicos sdo o tamanho do tumor, o compromentimento linfonodal e as margens
cirurgicas comprometidas, associados a pior prognostico 8. Alguns autores focam na
invasdo o6ssea, considerado como um importante fator de prognoéstico, independende do
tamanho da neoplasia >4, ainda, associam a invasdo 6ssea medular a um pior progndstico,
enquanto a invasdo 6ssea cortical ndo apreseta influéncia no mesmo "%, Neste estudo, foi
realizada correlagdo entre os fatores que influenciam diretamente o progndstico, sendo
tamanho da neoplasia, comprometimento linfonodal, profundidade de invasao da lesdo e
invasdo Ossea. A presenca de lifonodos cervicais comprometidos e a invasdo Ossea pela
neoplasia foram associados a lesdes mais extensas e com maior profundidade de invasao.

Pacientes com CEC em estagio avangado ou com prognostico ruim, geralmente sdo
submetidos a tratamentos mais complexos *°. Neste trabalho o tratamento adjuvante mais
realizado para controle da doenca foi a radioterapia, por 66,4% dos pacientes, fato que vai de
encontro a abordagem convencionalmente recomendada, com excisdo da neoplasia e
radioterapia pds-operatéria %22, Alguns autores ’® indicam a combinagio de quimioterapia no
tratamento de lesdes com envolvimento 0sseo, na tentativa de prevenir recorréncia do tumor
loco-regional ou a distancia. Em nosso estudo, somente 52 pacientes (23,8%) realizaram
quimioterapia.

A sobrevida global média dos pacientes apds a cirurgia de ressec¢ao do CEC foi de
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96,92 (+£6,84) meses, sendo que até a conclusdo da pesquisa em junho de 2020, 57,7% dos
pacientes tinham falecido pela doenga. A sobrevida global de 5 anos foi de 71,8%, valor
superior ao encontrado por outro trabalho na instituicao entre o periodo de 2001-2012, que foi
de 52%°.

Atualmente, hd controvérsia a respeito da invasdo mandibular como um fator
prognoéstico independente. Quando analisada de forma isolada, a invasdo Ossea apresentou
grande influéncia no progndstico dos pacientes, ou seja, os que tiveram invasao Ossea
apresentaram sobrevida global significativamente reduzida de 40,8 meses, em comparagdo
com pacientes sem invasdo Ossea, que apresentaram 121,9 de sobrevida. Além da invasdo
Ossea microscopica, preditores significativos de reducdo da sobrevida global, na analise
univariada, foram - caracteristicas clinicas da neoplasia (tamanho clinico do tumor, presenga
de linfonodos e estadiamento clinico), caracteristicas de invasdo dssea no exame de imagem e
as caracteristicas anatomopatoldgicas (margens cirurgicas, invasdo muscular esquelética,
infiltragdo perineural, embolizagdo linfatica, ruptura capsular ¢ TN patologico). A analise
multivariada foi realizada por meio de selecdo intencional de co-variaveis e demonstrou que a
invasdo Ossea e a infiltragdo perineural foram significativas na sobrevida dos pacientes. A
presenca de invasdo 6ssea demonstrou ser um risco 2,54 vezes maior do paciente ir a dbito,
enquanto para invasao perineural esse risco foi ainda mais elevado, sendo que pacientes que
apresentaram esta condicao tiveram um risco 3 vezes maior de ir a ébito.

A infiltragdo perineural ¢ definida como a disseminacdo do tumor e a capacidade das
células tumorais de penetrar ao redor ou através do tecido nervoso, podendo fazer com que o
tumor se espalhe para areas distantes da localizagdo primaria da neoplasia *’. A infiltragdo
perineural ¢ mais frequentemente relacionada a tumores com padrio de invasdao Ossea
infiltrativo, € a menos que a les@o seja muito extensa, 0s casos com o tipo erosivo geralmente

177

ndo apresentam envolvimento perineural '’. A presesenca desta condi¢do tem sido associada

ao risco de recorréncias locais, metastase nodal, ruptura capsular e diminui¢do da sobrevida

1 335, Em nossa andlise, a associagio da sobrevida global dos pacientes com a

globa
infiltragdo perineural demonstrou que aqueles sem infiltracdo perineural tiveram uma
sobrevida média de 141,43 meses, enquanto os que possuiam infiltragcdo tiveram a sobrevida
diminuida para 54,1 meses, mostrando que os nossos achados vado de encontro aos relatados
na literatura. A presen¢a da infiltracdo perineural encontrada em estudos clinicos
normalmente varia de 2 a 30%, ja sido relatado uma taxa de 82% em estudos especificos ¥.
Nesta pesquisa a taxa foi de 51,2%, e a porcentagem de 6bitos neste grupo foi de 77,1%, mais

do que o dobro do grupo de pacientes que ndo apresentaram infiltracao (37,5%).
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A invasdo 6ssea ¢ considerada um fator prognostico indepente somente quando
avaliado o tipo de invasdo dssea, se infiltrativo ou erosivo, ¢ a profundidade de invasdo, se
cortical ou medular 3*®. Quando a avaliacio ¢ dicotomica apenas relatando presenca ou
auséncia de invasdo, ndo foi encontrada correlacio com a sobrevida *®. Diferente do trabalho
relatado anteriormente, neste estudo foi encontrada significancia quando associada presenca
ou auséncia da invasdo 6ssea microscopica com a sobrevida, caracterizando a invasdo Ossea
no exame anatomopatoldgico como um fator prognostico significativo.

Além dos preditores relacionados ao progndstico, sabe-se que outros fatores
influenciam no desfecho dos pacientes com CEC oral, e que as taxas de mortalidade destes
pacientes ainda s3o altas. Em parte, este fenomeno ocorre por conta da agressividade da
neoplasia e/ou pela necessidade de tratamentos que impactam na qualidade de vida do doente,
justificando a busca por melhores métodos de avaliagdo diagndstica e progndstica,

1, Estes marcadores podem auxiliar no

encorajando a busca por marcadores moleculares
diagnéstico e monitoramento da progressdo da doenga, estimando por exemplo, fenonomenos
ligados a invasdo 6ssea e a disseminagdo perineural.

O CEC fornece um microambiente adequado para a osteoclastogénese, através da
produgdo de diversas citocinas inflamatorias (dentre elas a IL-6), que regulam indiretamente
as vias de sinalizagdo para formagdo e ativagdo de osteoclastos, ainda, em conjunto com
alteragdes que vao repercutir direta e indiretamente no equilibrio do sistema
RANK/RANKL/OPG ¥. A compreensdo das vias de sinalizagdo ativadas no processo de
invasdo 0ssea pode contribuir para melhor diagndstico e institui¢do de terapias especificas,
visando diminuir, estacionar ou até mesmo prevenir a invasdo Ossea, por meio de uma
inibicdo da diferenciagdo e funcdo dos osteoclastos, pelo bloqueio do RANK/RANKL 3!
Alguns estudos, tanto em modelos experimentais como em pacientes, relatam que a invasao
ossea pelo CEC oral ¢ mediada por RANK/RANKL, e que a inibi¢do do RANKL pela OPG
ou com administracdo de RANK soltivel poderia prevenir o comprometimento 6sseo %3157,

Além do sistema RANK/RANKL/OPG, células neoplasicas produzem varias citocinas
participantes da invasdo Ossea, entre elas a IL-6, que tem sua expressao na superficie do tumor

39

correlacionada com a invasdo Ossea °° e com a indugdo da expressio de RANKL em

31,71

osteoblastos . As células neoplasicas do CEC oral, com ou sem envolvimento 6sseo,

apresentam potencial de expressdo da triade com posterior indugio da osteoclastogénese 3!,

sendo um pré-requisito, a proximidade entre neoplasia e estruturas 6sseas %%,

31,58

A expressao de RANKL estd fortemente associada a lesdes invasivas , € ja foi

detectada sua expressdo por células neoplésicas ’!. Neste estudo, ndo foi possivel associar um
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aumento da sua expressdo com a invasdo Ossea pela neoplasia. Apesar disso, em 75,7% das
amostras analisadas o RANKL encontrava-se na condi¢do superexpresso. Quando avaliados
os subsets com e sem invasdo Ossea, a superexpressdo foi de 89,5% dos casos com invasio
microscopica detectada e 61,1% sem invasdo. Estudo avaliando a expressao da RANKL por
imunoistoquimica no CEC revelou marcagdo similar para esta proteina nos pacientes com e
sem invasdo 6ssea . Ainda em nossos resultados, o prognostico dos pacientes também nio
apresentou associacao significativa com a expressao génica de RANKL, mas observamos que
a superexpressdo foi concomitante a um pior prognostico (58 meses), quando avaliada de
forma isolada e em relag@o a expressdao normal do mesmo (138 meses).

Viarias neoplasias expressam RANK, e sua produg¢do também ¢é favorecida pela
interface osso-neoplasia, desempenhando papel critico na reabsor¢io 6ssea *%°. A sinalizacdo
RANK/RANKL contribui para a osteoclastogénese e regulacdo das funcdes das células
cancerosas . A expressio do gene RANK nesta pesquisa mostrou que na maioria dos casos
foi encontrada a condi¢do de downregulagdo, independete da presenga ou auséncia da invasao
6ssea. Na analise realizada por Rabelo et al. 7 também foi investigada a expressio do RANK,
neste caso em amostras 0sseas proximas ao tumor, € os autores também encontraram este
gene downregulado. Apesar dos resultados relacionados ao gene RANK ndo serem similares a
alguns estudos, a nossa avaliagdo foi realizada na neoplasia e ndo possuimos a informacao da
proximidade do local de coleta da amostra do CEC com a estrutura ¢ssea mais proxima.

Chuang et al.  avaliaram por imunoistoquimica o sistema RANK/RANKL/OPG, e
constataram que uma expressao baixa da proteina OPG tanto nos casos com invasao como nos
sem invasdo Ossea. Estes achados vdo de encontro com os nossos resultados, onde 43,2% das
amostras analisadas ndo apresentavam altera¢des na expressao do gene da OPG, idependente
da presenca de invasdo dssea microscopica. Este resultado ¢ condizente com o esperado, uma
vez que a expressdo desta proteina costuma estar aumentada em lesdes osteblasticas !5,

A expressao regulada para baixo da IL-6 estava presente em 76,5% dos pacientes sem
invasdo 6ssea. Diferente dos outros genes analisados, o a variacdo da expressao da IL-6 na
neoplasia esta associada com a presenga ou auséncia da invasdo dssea microscopica (p=0,04).
Estudos anteriores demonstraram a presenca da IL-6 principalmente na interface tumor-osso
64 ¢ em osteoclastos na superficie 6ssea reabsorvida ’!. Niveis elevados desta proteina estio
associados com CEC de cabeca e pescogo, crescimento da neoplasia, comprometimento

1 64,73

linfonoda , sendo considerada um marcador de recorréncia tumoral e pior progndstico

7176 Em nossa analise da sobrevida global com o controle estatistico dos outros fatores
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diagnésticos, ficou evidenciado que a expressdo downregulada desse gene teve influéncia
para melhor sobrevida dos pacientes (108,5 meses, p=0,05).

A correlagdo positiva entre a expressao génica de RANK, RANKL, OPG e IL-6
encontrada neste estudo sugere um processo bem coordenado, onde uma autoregulacdo da via
acontece na neoplasia. Nao foi possivel observar a superexpressao significativa de nenhum
dos genes analisados, mas foi observada uma tendéncia de superexpressdo do RANKL, o que
indica que um provavél mecanismo regulador da osteoclastogénese por acao das células
neopléasicas. Sabe-se que esta proteina ¢ sintetizada primariamente por osteoblastos e
ostedcitos, fato interessante, pois pode sugerir uma possivel mimetizacdo do controle
osteometabodlico pelas células malignas. Talvez, a alteragdo na expressdo génica desses genes
classicos das vias de sinalizagdo d0sseas poderia estar mais evidente se tivéssemos trabalhado

com amostras coletadas na interface osso/neoplasia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os pacientes submetidos a mandibulectomia para tratamento do
carcinoma epidermoide oral foram em sua maioria do sexo masculino, com idade média de 60
anos ¢ estadiamento clinico avangado. A mandibulectomia foi em sua maioria do tipo
segmentar. A invasdo 0ssea microscopica e a infiltracao perineural foram consideradas como
fatores preditivos para maior risco de obito. A invasdo mandibular interfere na sobrevida
global dos pacientes, e existe uma associagdo entre o mecanismo de invasdo Ossea € a
expressao génica de RANK, RANKL, OPG e IL-6 pela neoplasia. A condi¢dao de expressao

do gene da IL-6 em subexpressdo nas células malignas estd associada com maior sobrevida.
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20- TIPO d€ CITUIZIA = c.veviiieiieieie ettt ettt 0O 0
Marginal (1), Segmentar (2), Hemi-mandibulectomia (3), Total (4)

21- ESVAZIAMENTO = ....oviniiiieiieieieicee ettt 0o 0O

Ipsilateral rad.(1),Contra-lateral rad.(2),Ipsilateral sel.(3),Contra-lateral sel.(4)

22- RXT - ettt ettt 0o_0o
Nao (1), Sim (2), Auséncia de Informagdo (3)

23- Data do inicio da RXT - ...cooiiiiniineereececns O _0o/0_0/0 1



24- Dose final Gy local:........cccoviiinininiiieieieieceeee e 0o oo o
25- Datad o final da RXT - ..oooiniiiicecece _o/o_o/o_ 0
26- QTX adJUVANLE:.....c.eiuiieiiriiicicieere ettt 0o_0O
Nao(1) Sim(2)

27- ESQUEMA ..ot 0O
Platina semanal(1) Platina trissemanal(2) Cetuximab(3)

28- NUMETO dE CICIOS = ..ot 0 0
IV. Anatomia Patoldgica:

29- Bloco AP n:

30- INVASAO OSSCA = w.vooveoeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sees e 0O 0O
Nio (1), Sim (2)

31- Medidas da Neoplasia..........cceeeererieiireiniinieeneeeieee e o__
32- Medidas da Neoplasia.........cceceeeeeeienieneninieieieeieeie e 0o 0
33- Medidas da Neoplasia..........ccerueererireneninieeseeeee e 0o 0O
34- Lamina referente a amostra 0SS€a - ........c.cccveueveeerruereireenerioereeneneennns

35- Bloco Ap complementar (0sso descalcificado) - .......ccceeeeiveninceiennneee
36- Ti(1) T22) T3(3) T4(4) E 0. (E) R 0_ 0
37- NO(1) N1(2) N2a(3) N2b(4) N2c(5) N3(6) N3a(7) N3b(8) NX(9).... [I__[J
38- MO(1) MI(2)  MX(3)eeorrrrririririririerreeee e O
39- Comprometimento linfonodal ipsilateral:

a) Total diSSECadO......c.evveuirieiriiieieeece e O 0o ool
b)NUMero comprometido.........ceveveierienienierienieieeieieieseese e O 00 oo 0o
40- Comprometimento linfonodal contra-lateral:

a)Total diSSEeCado. .....ccuevveuiriiiiiieicee e | 00 od_ O
b)Numero comprometido....... 0_0o o0 o
41- Ruptura capsular.........c.cooeeiieriiieiieeee e 0O 0
Sim(1) Niao(2) Ignorado(3)

42- Tip0 HiStOlOZICO. .. cvivitiriieiieiieiieietee ettt 0 0
Grau 1(1) Grau 2(2) Grau 3(3) Nao especificado (4)

43- Margens CIrlIZICAS = vevevereeuieeenieiereeeeeteeeteeteeeteseeseete e esese e ebeneenen 0O 0O
Livres (1)  comprometidas (2) Exiguas (3)

44- Presenca de Inflamag@o...........cceevuierieeiiieciieieeiecieeeeeeeeeee e 0o O
Nao detectada(1) Leve(2) Moderada(3) Intensa(4)

45- Infiltrago perineural............cccoccererirereineneee s _ 0
Nao(l) Presente(2) Ignorado(3)

46- Presenca de Invasdo Muscular Esquelética...........ccccceverininenencnee. 00
Nao(1) Sim(2)

47- Embolizagao vasCular...........cceveviererenenininieceieeee e 0O 0
Niao(1) Sim(2) Naio especificada(3)

48- Embolizagdo Linfatica........coceevevieirieiiicincceecee e 0o_ 0o
Nao(1) Sim(2)

49- Embolizagao Sanguinea..........cccoeueeruerieuinieinieieenecseseeese e 0o 0O
Nao(1) Sim(2)

V. Etapas Laboratoriais:

50- Etapas Laboratoriais = ........cccceeeeeierierienienenesenenese st 0O 0



Nio (1), Sim (2)

51-

Frente de Invasdo Tumoral..............

Tipo 1(1) Tipo 2(2) Tipo 3(3) Tipo 4 (4) Tipo 5 (5) Nao especificada(6)

52- Classificagdo da Invasdo OSSEa.........cocovvvereereevseresrrrirseseesnnens 0 0
Invasivo(1) Erosivo(2) Misto(3)

53- Volume de Ostedide (OV/BV, %0)...ccuurerereniniieieeeieeeieeeie e 0 0

54- Superficie do Ostedide (OS/BS, %0).....ccvecvrevureneirineirircieneeaee o

55- Espessura do Ostedide (O.Th, Pm).......cceererireenenieenereseene O

56- Superficie Reabsorvida (ES/BS, 9%0).....cccoevirieirieieenereeieeeene 0o o

57- Numero de Osteoclastos por milimetro de superficie trabecular (N.Oc/BS)............ 0 od
58- Profundidade de Reabsor¢do (E.De, (tm)......cccceoerveeeeniecnienieenene 0O
Expressdo Molecular Tumor:

Donw(0) Normal(1) Super(2)

59- RANK ..ottt ettt 0_0

60- RANKL ...ttt _ O

61- OLG ittt ettt 0o_ 0

62- TLr6u ettt 0o_ 0

VI. Progndstico:

63- RECIAIVA . 0o_0o

Nao (1), Sim (2), Auséncia de Informagao (3)

64- Data da primeira recidiva - .........coeceveineneenecnercenenes O _0O/0_0/0 1
65- ReCIdiVa/MELASTASE = ...c.eeueeuienieieieiieie ettt 0 0
Nao(1) Local(2) Regional(3) Distancia(4)

66- Linfonodo:......cooueieiriiniee e 00O
Nao(1) Ipsilateral(2) Contra-lateral(3) bilateral (4)

67- DISTANCIAL. ...t e 0_0O
MO(1) Pulmio(2) Osso(3) Figado(4)  Outros(4)

68- Quantas recidivas 10Cal:........c..ccueevivieiiiiicice e o 0o
Nenhuma(1) Uma(2) Duas(3) Trés(4) Quatro ou mais (5)

69- Segundo tUMOT PIIMATIO = ...c.evverveeireeiieieieierteceie et 0 0O
Nao (1), Sim (2), Auséncia de Informacao (3)

70- Data de diagndstico do segundo tumor primario - .......... 0o o/o0_o/o_ 0O
71- Diagnostico (CID) -

72- Tratamento da recidiva local:........c.cccovereoininiiniiniccee O 0O
Nao(1) Cirurgia(2) Cirurgia+tRTX(3) RTX+QTX(4) Cirurgia+tRTX+QTX (5)
73- Data da ultima informagao - .........cccooeirerceinecnece O _0/0_0/0_ 0
74- Situagdo da Gltima informagao - ..........ccceevveeeeerieceereceeee e, | O

vivo sem doenga(l)  vivo com doen¢a(2)  morto pela doenga(3)  morto durante o tratamento(4)  morto por outra

causa(5) perdido de vista(6)
(definigdo - para pacientes com menos de 5 anos de seguimento todos os que deixaram de retomar por um periodo igual ao
dobro estipulado. Pacientes assintomaticos perdidos apds 5 anos devem ser classificados como Vivos 000, no ultimo

seguimento).



