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RESUMO

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) € a neoplasia maligna mais comum da
cavidade oral. O microambiente tumoral (TME) € composto de componentes
provenientes tanto do tumor quanto do hospedeiro. As células imunes do TME,
principalmente os linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) CD4+ e CD8+, além de outras,
suprimem a proliferacdo de células malignas e desempenham um papel crucial na
progressdo do CEB. Esta pesquisa tem como objetivo caracterizar a expressao
proteica das células imunes CD4+ e CD8+ bem como a quantidade de TILsS no
microambiente do CEB e sua relacdo com parametros clinicopatolégicos e sobrevida
dos pacientes. Este estudo caracterizou-se como observacional, tipo transversal, a
partir de avaliacdes de amostras provenientes sobretudo de bidpsias mas também
pecas cirurgicas e casos diagnosticados como CEB entre janeiro de 2014 e dezembro
de 2018, oriundos de um laboratério de patologia de Manaus/AM. Para tanto, as
amostras foram submetidas a analise histopatolégica incluindo classificacdo, grau de
queratinizacao, disposicdo dos arranjos celulares, TILs e itens do Colégio Americano
de Patologistas (estes ultimos para as pecas cirargicas). Todas as amostras foram
posteriormente submetidas a imunohistoquimica com anticorpos contra linfocitos CD4
e CD8. Para andlise estatistica, foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson para
verificar associagdes entre as variaveis analisadas, assim como a relagdo entre os
densidade dos TILs e o infiltrado inflamatério. Curvas de Kaplan-Meier foram utilizadas
para caracterizacdo da sobrevida, tendo sido usada o teste de ANOVA de Kruskal-
Walllis para associagao entre variaveis clinicopatolégicas em relacdo a sobrevida. Em
todos os testes foi considerado um nivel de significAncia de 5%. Um total de 20
amostras foram incluidas, sendo 75% (15) de CEBs bem diferenciados com 75% (15)
dos casos contendo TlIs elevados (entre 41% a 90%) em um contexto de intenso
infiltrado inflamatério (50% dos casos). Foi observada uma correlacdo positiva entre
TILs e infiltrado inflamatério (p=0,027). Todos o0s casos apresentaram baixa
frequéncia de linfécitos CD4*, ao passo que metade dos casos apresentaram baixa
frequéncia de linfécitos CD8* e outra metade alta frequencia desse marcador, ou seja,
50% dos casos tiveram perfil CD4low/CD8low e 50% CD4low/CD8high, e 53% dos
casos bem diferenciados apresentaram altos niveis de CD8. Nao houve associacéo
entre as caracteristicas clinicopatolégicas com o tempo de sobrevida. Os resultados
do estudo ilustram que as amostras apresentam caracteristicas clinicopatolégicas
classicas de CEB convencional bem diferenciado contendo infiltrado intenso e TILs
elevado. Nao houve associacdo dos biomarcadores CD4 e CD8 com o0s parametros
clinicopatologicos propostos nem com a sobrevida. No entanto, nota-se alta
frequencia do linfécito CD8 em células malignas do CEB, sobretudo em casos bem
diferenciados, 0 que sinaliza seu papel citotéxico contra células tumorais com
caracteristicas histolégicas mais favoraveis, apesar de também estarem com esse
perfil na maioria das amostras com recidiva. Sugere-se a participagdo mais
proeminente do linfécito T CD8 comparado com linfécito T CD4 como elemento
inflamatorio no contexto de Hallmark do cancer. Mais estudos sdo necessarios para
estabelecer a exata relacdo desses marcadores com parametros clinicopatologicos e
com a sobrevida dos pacientes acometidos por CEB.

Palavras-chave: Carcinoma de epidermoide; cancer oral; microambiente tumoral;
linfécitos infiltrantes de tumor.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignant neoplasm of
the oral cavity. The tumor microenvironment (TME) is made up of components from
both the tumor and the host. The immune cells of the TME, mainly CD4+ and CD8+
tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), as well as others, suppress the proliferation of
malignant cells and play a crucial role in the progression of CEB. This study aims to
characterize the protein expression of CD4+ and CD8+ immune cells as well as the
amount of TILs in the CEB microenvironment and their relationship with
clinicopathological parameters and patient survival. This is an observational, cross-
sectional study, based on evaluations of samples mainly from biopsies, but also
surgical specimens and cases diagnosed as CEB between January 2014 and
December 2018, from a pathology laboratory in Manaus/AM. To this end, the samples
were subjected to histopathological analysis including classification, degree of
keratinization, arrangement of cellular arrangements, TILs and items from the College
of American Pathologists (the latter for surgical specimens). All the samples were then
subjected to immunohistochemistry with antibodies against CD4 and CD8
lymphocytes. For statistical analysis, Pearson's chi-square test was used to verify
associations between the variables analyzed, as well as the relationship between TIL
density and inflammatory infiltrate. Kaplan-Meier curves were used to characterize
survival, and the Kruskal-Wallis ANOVA test was used to associate clinicopathological
variables with survival. A significance level of 5% was considered for all tests. A total
of 20 samples were included, 75% (15) of which were well-differentiated CEBs with
75% (15) of the cases containing high Tlls (between 41% and 90%) in a context of
intense inflammatory infiltrate (50% of the cases). A positive correlation was observed
between TILs and inflammatory infiltrate (p=0.027). All the cases had a low frequency
of CD4+ lymphocytes, while half the cases had a low frequency of CD8+ lymphocytes
and the other half a high frequency of this marker, i.e. 50% of the cases had a
CD4low/CD8low profile and 50% a CD4low/CD8high profile, and 53% of the well-
differentiated cases had high levels of CD8. There was no association between
clinicopathological characteristics and survival time. The results of the study illustrate
that the samples present classic clinicopathological characteristics of conventional
well-differentiated CEB containing intense infiltrate and high TILs. There was no
association between the CD4 and CD8 biomarkers and the proposed
clinicopathological parameters or survival. However, there was a high frequency of
CD8 lymphocytes in malignant CEB cells, especially in well-differentiated cases, which
indicates their cytotoxic role against tumor cells with more favorable histological
characteristics, although they also had this profile in the majority of samples with
recurrence. The more prominent participation of the CD8 T lymphocyte compared to
the CD4 T lymphocyte as an inflammatory element in the context of Hallmark cancer
IS suggested. More studies are needed to establish the exact relationship of these
markers with clinicopathological parameters and with the survival of patients affected
by CEB.

Keywords: Squamous cell carcinoma; oral cancer; tumor microenvironment; tumor-
infiltrating lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

O Carcinoma Epiderméide de Boca (CEB) € uma neoplasia maligna com
diferenciacdo escamosa que se origina do epitélio da mucosa (Muller; Tilakaratne,
2022). A etiologia dessa neoplasia € multifatorial e esta frequentemente associada ao
tabagismo, etilismo, que séo os fatores etioldgicos mais determinantes, principalmente
gquando atuam de forma sinérgica. Outros fatores associados incluem exposicao
excessiva a luz ultravioleta (para carcinomas labiais), dietas carentes de frutas e
vegetais, ma higiene bucal e mastigacdo de noz de areca (especialmente em
populacdes asiaticas), e a infeccao pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) também é
descrita, em populacdes mais jovens(El-Naggar et al., 2017; Leite et al., 2018; Plzak
et al., 2019).

O perfil epidemioloégico dos pacientes com CEB tem mudado ao longo do
tempo, com acentuada variacdo regional, mas ainda ha maior prevaléncia no sexo
masculino, o que se deve a maior exposicdo a fatores de risco entre os homens. O
carcinoma epidermoide de boca acomete geralmente individuos mais velhos, apés a
quinta década de vida. A apresentacao clinica usual € uma Ulcera indolor na borda da
lingua ou assoalho da boca (Leite et al., 2018; Muller; Tilakaratne, 2022).

No cenario mundial o cancer de cavidade oral representa um importante
problema de salude e constitui a oitava neoplasia maligna mais comum (Louredo et
al., 2022; Perdomo et al., 2016). No ano de 2022, dados do Observatorio Global do
Cancer (GLOBOCAN) da Organizacdo Mundial da Saude apontaram para 0
surgimento de 389.485 novos casos de cancer de labio e cavidade oral em todo o
mundo, com 188.230 o6bitos (Bray Bsc et al., 2024). No Brasil sdo observadas as
maiores taxas de incidéncia de cancer de boca e orofaringe, segundo o Instituto
Nacional do Céancer (INCA) estima 15.100 novos casos de cancer na cavidade oral
para cada ano do triénio de 2023 a 2025, principalmente no sexo masculino, que
chegam a ser trés vezes maiores do que em outros paises da América Central e do
Sul. Segundo as estimativas do INCA no ano de 2023 no Amazonas foram cerca de
140 novos casos de cancer diagnosticado em cavidade oral (Ministério da Saude
Instituto Nacional de Cancer, 2023). Onde mais de 90% desses casos Sao
representados pelo carcinoma epidermdide (Bray Bsc et al., 2024; Louredo et al.,
2022; Perdomo et al., 2016; Sung et al., 2021).

Atualmente, o tratamento € geralmente baseado na resseccéo cirurgica do

tumor primario, que pode ser seguida de radio e quimioterapia. A taxa de sobrevida
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global € de menos de 60%, com prognostico fortemente dependente do sistema de
estadiamento TNM. O tamanho do tumor, bem como a presenca e extensédo das
metastases linfonodais sdo bastante reconhecidos como os preditores mais
importantes (Blatt et al., 2017; Mesia et al., 2021). Infelizmente, o estadiamento TNM
ndo prevé consistentemente o0 prognéstico do paciente e pacientes com
caracteristicas clinicopatologicas idénticas podem ter resultados de sobrevivéncia
muito diferentes. Portanto, h4 uma necessidade de indicadores prognésticos mais
precisos que possam complementar o sistema de estadiamento TNM para orientar as
decisbes de tratamento em tempo habil para pacientes com CEB
(Wongpattaraworakul et al., 2024).

A imunidade do hospedeiro desempenha um papel complexo, mas importante,
na progressao do tumor, mas nao esta incluida no sistema de estadiamento TNM. Os
linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) fazem parte da resposta imune que
desempenha um papel critico no reconhecimento e eliminacdo de tumores(Ni et al.,
2020; Wongpattaraworakul et al., 2024). Trabalhos anteriores mostraram que a
presenca de TILs pode afetar significativamente a sobrevivéncia do paciente em
varios tipos de malignidades. Portanto, o estudo de TILs surgiu como um potencial
candidato progndstico para varios tipos de canceres (de Ruiter et al., 2017; Fu et al.,
2019; Ni et al., 2020; Salgado et al., 2014; Wongpattaraworakul et al., 2024). A maioria
dos TILs séo células T, entre as células T, h& subpopulacdes que incluem células T
citotoxicas, células T auxiliares e células T reguladoras (Treg) (Tiwari; Trivedi; Lin,
2022). As células T citotdxicas, detectadas pelo marcador CD8, sdo particularmente
importantes em sua funcdo contra células cancerigenas. As células T CD8* lisam
células cancerigenas e secretar citocinas tumoricidas para ajudar a erradicar tumores
(Rosenberg; Huang, 2017; Wongpattaraworakul et al., 2024). As células T auxiliares
desempenham um papel crucial no suporte da funcdo das células T citotoxicas por
meio de varios mecanismos. Essas células secretam citocinas que promovem a
diferenciacéo e proliferagéo de células T citotoxicas. Além disso, elas podem secretar
citocinas tumoricidas em resposta as células dendriticas. O marcador CD4 € usado
para identificar células T auxiliares, que sao o subtipo mais frequente de células T
CD4* (Tay; Richardson; Toh, 2020; Wongpattaraworakul et al., 2024).

No cancer oral, o papel de outros componentes do microambiente tumoral
(tumor microenvironment — TME), como infiltrado inflamatério, TILs e expresséao de

CD4 * e CD8 *, ainda precisa ser melhor explorado. Portanto, € essencial caracterizar
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o TME no CEB, entender seu perfil imunologico e analisar a influéncia de fatores
clinicos e histopatoldgicos, bem como sua associacdo com a progressao da doenca
(de Souza et al., 2022).

Nesse contexto, considerando a importancia da caracterizacdo do TME, este
estudo tem como objetivo caracterizar a expressao proteica das células imunes CD4*
e CD8* bem como a quantidade de TILs no microambiente do CEB e sua relagdo com
parametros clinicopatoldgicos e sobrevida dos pacientes. Para isso, foi realizado um
estudo observacional de casos diagnosticados com CEB, no periodo de janeiro de

2014 a dezembro de 2018, em um laboratorio de patologia da cidade de Manaus.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Céancer de boca: Carcinoma epidermoide de boca

O Carcinoma epidermoide de boca (CEB), ou ainda conhecido como carcinoma
escamocelular, carcinoma espinocelular e carcinoma de células escamosas, € o 16°
cancer mais comum em todo o mundo, respondendo por mais de 377.000 por ano, e
mais de 177.000 6bitos, segundo dados do GLOBOCAN da OMS, no ano de 2020
(Muller; Tilakaratne, 2022; Sung et al., 2021). O Brasil tem a maior incidéncia de
cancer de boca e orofaringe da América Central e do Sul, e mais de 90% dos casos
sao representados pelo CEB (Louredo et al., 2022).

O carcinoma epidermoide, espinocelular ou de células escamosas oral € uma
neoplasia maligna com diferenciacdo escamosa, originando-se do epitélio da
mucosa(El-Naggar et al., 2017; Neville et al., 2016). A etiologia dessa neoplasia é
multifatorial, e est4 associado a fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo. Os
fatores intrinsecos incluem idade, raca, sexo e suscetibilidade genética, enquanto os
fatores extrinsecos incluem consumo de &lcool, uso de tabaco, dieta pobre em frutas
e vegetais, ma higiene oral e noz de areca em algumas regides geograficas.
Historicamente, os fatores de risco mais significativos para CEB sédo fumar e beber
principalmente quando atuam de forma sinérgica (Leite et al., 2018; Plzak et al., 2019).
Embora a verdadeira prevaléncia permaneca uma questao de debate, a infec¢céo por
HPV de alto risco também foi descrita como um fator etiolégico, sendo este importante
para o carcinoma escamocelular (CEC) de orofaringe, ndo demonstrou ser um fator
etiologico significativo no CEB (Leite et al., 2018; Muller; Tilakaratne, 2022).

Embora o perfil epidemiolégico tenha mudado ao longo do tempo, com
variagdes regionais consideraveis, ainda ha maior prevaléncia de cancer bucal entre
0 sexo masculino representando 70% dos casos (Muller; Tilakaratne, 2022; Sung et
al., 2021), o que é consequente a maior exposicao a fatores de risco entre os homens
(Leite et al., 2018). O CEB geralmente afeta individuos mais velhos, apds a quinta
década de vida, com média de idade relatada de 62 anos. Contudo, nas ultimas
décadas, tem sido relatada uma incidéncia crescente entre jovens, da mesma forma,
relatos mostram aumento da incidéncia em mulheres (Daroit et al., 2023; Leite et al.,
2018).

Quanto a localizacdo o CEB pode afetar qualquer area da cavidade oral. Os
locais mais comuns séao a lingua principalmente em borda lateral e o assoalho da

boca, outros locais também podem ser acometidos como a gengiva, mucosa jugal,
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mucosa labial e palato duro (Daroit et al., 2023; Leite et al., 2018; Louredo et al., 2022;
Neville et al., 2016). O CEB tem uma apresentacao clinica variada, incluindo as formas
exofitica (aumento de volume; vegetante, papilifera, verruciforme), endofitica
(invasiva, escavada, ulcerada), leucoplasica (mancha branca), eritroplasica (mancha
vermelha), eritroleucoplasica (combinacdo de areas vermelha e branca). Sendo a
apresentacao clinica usual uma ulcera indolor na borda da lingua ou no assoalho da
boca (Daroit et al., 2023; EI-Naggar et al., 2017; Leite et al., 2018; Neville et al., 2016).
Os pacientes muitas vezes estao cientes de uma alteracdo de quatro a oito meses
antes de procurar ajuda profissional. Os tumores iniciais podem muitas vezes ser sutis
e assintomaticos, o que pode representar um desafio diagndstico nesta fase clinica
inicial. A dor pode ser responsavel por 30 a 40% das queixas dos pacientes com CEC
oral, que geralmente esta relacionada a lesbes em estagio clinico avancado (Leite et
al., 2018; Neville et al., 2016).

Em um estudo sobre o cancer bucal, realizado por Daroit et al.,(2023) no estado
do Rio Grande do Sul, através de dados retrospectivos de seis décadas de trés
laboratérios de patologia bucal, sendo uma universidade publica Universidade Federal
do Rio Grande do Sul - UFRGS, uma universidade privada Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul - PUCRS, e uma instituicdo privada de Diagndstico
Oral (Centro de Diagndstico Oral — CDB). Observaram um total de 53.065 diagnésticos
histopatolégicos foram revisados ao longo de 66 anos (1953-2019) nos trés
laboratérios. Destes, 986 eram tumores malignos. A média de idade da amostra foi de
58,31 anos, sendo composta por 71,4% de homens e 27,2% de mulheres, quando
analisados apenas os casos de CEB, a média de idade foi de 58,13 em homens e
63,57 em mulheres. Considerando toda a amostra, o sitio anatdmico mais acometido
foi a lingua com 257 (26%) dos casos, seguida do assoalho da boca com 153 (15,5%)
e da mandibula com 143 (14,5%). Quanto aos aspectos clinicos, a maioria das lesfes
foram Ulceras em 484 casos (49%), seguidas de lesdes exofiticas em 151 casos
(15,3%) e leucoplasia em 102 casos (10,3%). Foram identificados 795 casos de CEB
(80,5%)).

Histopatologicamente o carcinoma epidermoide origina-se do epitélio displasico
e é caracterizado por ninho, ilhas e corddes de células epiteliais malignas, que
invadem o tecido conjuntivo subjacente, sem adeséo ao epitélio superficial. As células
neoplasicas exibem hipercromatismo, pleomorfismo nuclear e celular e aumento do

numero de figuras de mitoses tipicas ou atipicas em diferentes graus de apresentacao.
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Observa-se ainda a formacdo e pérolas de queratina (focos arredondados de
camadas concéntricas de células queratinizadas) produzidas no interior do epitélio
neoplasico (EI-Naggar et al., 2017; Neville et al., 2016). As células neoplasias podem
além de invadir e destruir o tecido conjuntivo normal, se estender em profundidade
para o tecido adiposo, musculo ou 0sso, podem romper o perineuro que envolve feixes
de nervos (invasao perineural) ou conseguem invadir o limen das veias ou vasos
linfaticos (invasdo vascular). Frequentemente observa-se uma grande resposta
inflamatoria celular ou imune invadindo o epitélio, e a necrose pode estar presente. A
neoplasia é capaz induzir uma densa fibrose (desmoplasia ou alteracdo cirrética) e a
neoformacéo vascular (angiogénese) (Neville et al., 2016).

A graduacdo histopatoloégica € a classificacdo mais comum e usada
rotineiramente para avaliar o grau do tumor no CEB convencional, sendo baseada no
grau de semelhanca com epitélio pavimentoso normal e a quantidade de producéo de
gueratina, sendo denominados em bem diferenciado, moderadamente diferenciado e
pouco/mal diferenciado ou anaplasico, sendo este o menos frequente (EI-Naggar et
al., 2017; Matsuo et al., 2022; Neville et al., 2016). Varios subtipos do carcinoma
epidermdide sao relatados, além do tumor convencional, os quais sdo o CEC
basaloide, CEC de células fusiformes, CEC papilar, CEC adenoescamoso, CEC
acantolitico e carcinoma cuniculatum, carcinoma verrucoso, carcinoma linfoepitelial e
gue podem ser encontrados em cavidade oral (EI-Naggar et al., 2017; Matsuo et al.,
2022). O valor da classificacdo histolégica do CEB convencional € controverso, onde
reconhece-se que a classificagcdo microscopica por si s6 esta pouco correlacionada
com o resultado e a resposta ao tratamento. Além disso, o valor progndstico da
identificacdo de subtipos histolégicos de CEB, que apresentam morfologia
caracteristica e comportamento especifico, ndo foi claramente estabelecido (Pereira
et al., 2007).

O manejo do CEB ¢é baseado na ressecc¢do cirargica com ou sem tratamento
adjuvante (por exemplo, radioterapia, quimiorradioterapia ou imunoterapia)
(Almangush et al., 2020). O tratamento e o progndstico para pacientes com CEB sao
baseados principalmente na classificacdo TNM, um sistema internacional de
estadiamento de malignidade que mede 3 parametros principais de um cancer:
tamanho T ou extensdo do tumor primario; N—numero de linfonodos envolvidos; M —
presenca ou auséncia de metastases (de Castro Ribeiro Lindenblatt et al., 2012). Por

muito tempo, esse sistema foi usado para estimar tanto a resposta clinica a terapia
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guanto o resultado de sobrevida, mas alguns pacientes com CEB morrem apesar de
terem neoplasias que foram consideradas clinicamente como estagio | ou Il e tratadas
de acordo (de Castro Ribeiro Lindenblatt et al., 2012).

No atual estadiamento da American Joint Committee on Cancer (AJCC) e
International Union Against Cancer - AJCC/UICC TNM (82 edicdo, 2017), foram
introduzidas duas mudancas importantes para o CEB, a saber, a incorporacdo da
profundidade de invasdo do tumor (depth of invasion - DOI) no estagio T e a
incorporacao da disseminagéo extracapsular no estagio N (Amin et al., 2017). Estudos
examinaram o desempenho da 82 edicdo da AJCC em coortes independentes de
CEB e a necessidade de mais desenvolvimento € reconhecida, pois esse sistema
sozinho nem sempre prediz o resultado clinico, indicando que outros fatores
relacionados ao paciente ou as caracteristicas histopatolégicas ou moleculares do
tumor devem ser investigados (Almangush et al., 2020; de Castro Ribeiro Lindenblatt
et al., 2012).

2.2 Microambiente tumoral e sistemaimune

A imunidade do hospedeiro desempenha um papel complexo, mas importante,
na progressao do tumor, mas nao esta incluida no sistema de estadiamento TNM.
Infelizmente, o estadiamento TNM néo prevé consistentemente o progndéstico do
paciente e pacientes com caracteristicas clinicopatolégicas idénticas podem ter
resultados de sobrevivéncia muito diferentes (Wongpattaraworakul et al.,
2024). Esses desafios terapéuticos foram excessivamente atribuidos a capacidade
das células malignas de sequestrar a maquinaria do hospedeiro para criar um nicho,
ou seja, 0 microambiente tumoral para si mesmas, e modula-lo progressivamente de
respostas antitumorais para pré-tumorais (Tiwari; Trivedi; Lin, 2022).

O TME é um ecossistema dinamico criado por células malignas composto por
componentes contribuidos tanto pelo tumor quanto pelo hospedeiro. Este ecossistema
atua como um depdsito de fatores, incluindo quimiocinas, fatores de crescimento e
citocinas. O nicho dindmico deste ecossistema é necessario para a transformacéo do
tumor. Ele € composto por componentes acelulares, como matriz extracelular e
membrana basal, e componentes celulares, que incluem populacdes de células
imunes e populagdes de células ndo imunes (Tiwari; Trivedi; Lin, 2022). As células
imunes incluem macréfagos associados a tumores, neutréfilos associados a tumores,

células dendriticas, Tregs, células assassinas naturais e linfocitos infiltrantes de
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tumores (TILsS). As células imunes do TME, principalmente TILs CD4+ e CD8+,
suprimem a proliferacdo de células malignas e desempenham um papel crucial na
progresséo do cancer. O TME pode servir como um alvo imunomodulador eficaz para
terapias anticancer (Jeyapriya et al., 2024; Tiwari; Trivedi; Lin, 2022). Trabalhos
mostraram que a presenca de TILs pode afetar significativamente a sobrevivéncia do
paciente em varios tipos de malignidades. Portanto, o estudo de TILs surgiu como um
potencial candidato prognéstico para varios tipos de canceres (de Ruiter et al., 2017,
Fu et al., 2019; Ni et al., 2020; Salgado et al., 2014; Wongpattaraworakul et al., 2024).

Diferentes subconjuntos de linfécitos tém funcdes diferentes ou até mesmo
opostas no microambiente tumoral. Entre as células T, ha subpopula¢cdes que incluem
células T citotoxicas, células T auxiliares e células Treg (de Ruiter et al., 2017,
Wongpattaraworakul et al., 2024). As células T formam a principal linha de resposta
imune adaptativa antitumoral no TME. Os TILs presentes na TME incluem células
auxiliares CD4", células T reguladoras CD4* FOXP3* imunossupressoras e células T
citotéxicas CD8* (CTLs) (Tiwari; Trivedi; Lin, 2022).

As células T CD4*sado células altamente versateis e polifuncionais que
constituem o segundo braco da imunidade adaptativa das células T ao lado de sua
linhagem irma de CTLs CD8 *. As células T CD4* podem se diferenciar em um dos
varios subtipos funcionais diversos em resposta a sinais dependentes do contexto, o
que por sua vez permite que elas fornecam "ajuda" as células imunes efetoras
apropriadas em seu papel principal como coordenadoras centrais da resposta imune.
As células T CD4* mediam principalmente a imunidade antitumoral fornecendo ajuda
para as respostas de anticorpos e CTL CD8*, bem como por meio da secrecéo de
citocinas efetoras, como interferon-y (IFNy) e fator de necrose tumoral-a (TNFa) e, em
contextos especificos, por meio da citotoxicidade direta contra células tumorais (Tay;
Richardson; Toh, 2020; Wahbi; Al Manadili, 2022).

As células T CD8* usam seus receptores de antigeno de células T (TCRs) para
reconhecer complexos de histocompatibilidade peptideo-principal (pMHC)
apresentados na superficie da célula apresentadora de antigeno. O correceptor CD8
auxilia o reconhecimento do TCR ligando-se a mesma molécula MHC-I. Os linfocitos
T citotdxicos, caracterizados pela expressédo de CD8, tém a capacidade de atingir e
destruir diretamente células tumorais por meio da ligacdo a moléculas de MHC de
classe I. E também secretar citocinas tumoricidas para ajudar a erradicar tumores

(Rosenberg; Huang, 2017; Wongpattaraworakul et al., 2024). A presenca de linfocitos
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CD8+ no TME tem sido associada a um melhor progndstico em muitos tipos de cancer,
gue atualmente também € um alvo importante de novas estratégias de tratamento (de
Ruiter et al., 2017).

2.3 Biomarcadores

A pesquisa em tecidos cancerigenos revelou que pode haver uma ligacédo entre
as alteracdes no nivel molecular e no nivel do tecido que levam a altera¢cdes malignas
no tecido e desempenham um papel fundamental na progressdo da doenga. A
inferéncia que pode ser tirada € que um estudo do biolégico moléculas envolvidas no
mecanismo molecular da carcinogénese poderiam fornecer dados diagnésticos
valiosos, ou seja, biomarcadores, sobre o0 processo da doenca cancerigena (Santosh;
Jones; Harvey, 2016).

Um biomarcador € definido como uma molécula biolégica encontrada no
sangue, outros fluidos corporais ou tecidos que € um sinal de um processo normal ou
anormal, ou de uma doenca como o cancer. Os biomarcadores desempenham um
papel importante na distingdo entre a presenca ou auséncia de doenca. As alteracdes
teciduais subjacentes no processo da doenca podem ser categorizadas como
expressdes gendmicas, protedmicas ou metabolémicas (Santosh; Jones; Harvey,
2016). Os biomarcadores incluem acidos nucléicos, proteinas, peptideos, alteracées
enzimaticas, anticorpos, metabdlitos, lipidios e carboidratos. Os biomarcadores
podem ser derivados de um ou de uma combinacdo dos seguintes fluidos corporais:
sangue, soro, plasma, secrec¢des corporais (expectoracdo, saliva) ou excrecoes
(fezes, urina) (Almangush et al., 2017; Santosh; Jones; Harvey, 2016).

Os biomarcadores podem ser usados para avaliacdo de pacientes em varios
ambientes clinicos. Eles podem ser usados para estimar o risco de doenca, rastrear
canceres primarios ocultos, distinguir achados benignos de malignos, um tipo de
malignidade de outro, determinar o prognéstico, atuar como preditores/triagem e
monitorar 0 estado da doenca. Como também podem ser usados para detectar
recorréncia ou determinar a progressao/resposta a terapia (Almangush et al., 2017,
Rivera et al., 2017; Santosh; Jones; Harvey, 2016).

Pesquisas recentes no campo da patologia molecular introduziram milhares de
biomarcadores tumorais, que estdo associados a progressao e/ou prognostico de
diferentes tipos de cancer. Muitos desses biomarcadores foram avaliados quanto ao

seu poder prognostico no CEB. No entanto, o uso de qualquer biomarcador molecular
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para CEB na pratica diaria ainda ndo foi aprovado, embora varios biomarcadores
tenham sido apresentados como prognosticadores promissores que poderiam agregar
valor aos classicos, como estagio, grau do tumor e profundidade de invasdo
(Almangush et al., 2017).

Em uma revisdo sistematica e meta-analise da literatura, realizada por
Almangush et al. (2017), sobre biomarcadores progndsticos imuno-histoquimicos para
CEC de lingua. No qual incluiram 174 estudos com 184 biomarcadores foram
testados. E cinco biomarcadores incluindo p53, Ki-67, pl16, fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGFS) e ciclina D1 foram avaliados com mais frequéncia nos
trabalhos. Numerosos biomarcadores foram apresentados como prognosticadores
Uteis, mas a qualidade da conducdo e dos relatérios dos estudos originais é
globalmente insatisfatéria, 0 que ndo permite conclusGes confiaveis. Assim a
identificacdo de biomarcadores progndsticos robustos que possam prever com
precisdo o comportamento do CEB ajudara na selecdo de estratégias de tratamento

apropriadas (Almangush et al., 2017; Rivera et al., 2017).

2.4TILs como marcadores progndésticos

Os TILs foram demonstrados como biomarcadores prognosticos em varios
tipos de cancer(de Souza et al., 2022; Fu et al., 2019; Salgado et al., 2014). Entre as
varias subpopulacdes fenotipicas de TILs, as células T sdo as mais abundantes.
Vérios estudos investigaram o valor prognostico de TILs de células T CD4+ e CD8+
em carcinoma epidemoide de cabeca e pescoco (Borsetto et al., 2021). Em tumores
sélidos, os linfécitos T sdo observados como o principal componente do
compartimento TIL, dos quais as células T auxiliares CD4+ e as células T citotdxicas
CD8+ desempenham papéis essenciais (de Souza et al., 2022; Wahbi; Al Manadili,
2022; Wongpattaraworakul et al.,, 2024). A pesquisa demonstra que as células T
CD4+, células T CD8+, células natural killer (NK), macréfagos de fenotipo M1 e células
dendriticas (DCs) tém efeitos antitumorais. Uma interagcdo coordenada e equilibrada
desses subconjuntos é necessaria para proteger o hospedeiro contra um tumor em
desenvolvimento (Borsetto et al., 2021).

A literatura relata varios estudos sobre a imunoexpressao dos TILs e sua
relacdo com os parametros clinicopatologicos em CEBs, além do seu valor
prognéstico (de Souza et al., 2022; Jeyapriya et al., 2024; Ni et al., 2020; Wahbi; Al

Manadili, 2022; Wongpattaraworakul et al., 2024). Porém os estudos de
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biomarcadores de CEBs com expressdao de marcador TIL sdo contraditérios, onde
alguns mostraram que a alta expressdo de marcadores TIL selecionados (por
exemplo, CD3, CD4, FOXP3 e CD8) estdo associadas a caracteristicas
clinicopatologicas favoraveis do paciente e resultados de sobrevivéncia; e outros
mostrando o0 resultado oposto ou nenhuma associacdo com resultados de
sobrevivéncia (Hanakawa et al., 2014; Jeyapriya et al., 2024; Mukherjee et al., 2020;
Ni et al., 2020; Wongpattaraworakul et al., 2024).

Uma revisdo sistemética e meta-andlise realiza por Borsetto et al.,(2021), focou
no papel prognostico de populacdes elevadas de TIL CD4+ e CD8+ carcinoma
epidermdide de cabeca e pescoco, relatando 28 estudos. Demonstrou que TILs CD4+
e CD8+ de alta densidade foram associados a melhores taxas de sobrevida geral em
HNSCC. Embora as populacdes de TIL CD4+ e CD8+ se associem a melhor sobrevida

geral em HNSCC, houve consideravel heterogeneidade nos resultados entre
diferentes subsitios anatémicos do tumor. Altos TILs CD4+ e CD8+ foram

significativamente associados a melhor OS entre canceres orofaringeos e alto CD8+
foi associado a melhor sobrevida geral em canceres hipofaringeos. Em contraste, nem
altos TILs CD4+ nem CD8+ foram associados a melhor OS para canceres de cavidade
oral, laringe ou hipofaringeo.

Em um estudo realizado por Stasikowska-Kanicka et al., (2017), em carcinoma
epidermdide no assoalho de boca, observou que o nimero médio de células CD4+ foi
significativamente aumentado no grupo de pior prognostico em comparacao aos
grupos de melhor progndstico e controle (mucosa normal). Ja as células CD8+ foram
significativamente mais numerosas no grupo de melhor prognéstico em comparacao
aos grupos de pior prognéstico e controle.

No estudo feito por Wahbi e Al Manadili A (2022), em 43 espécimes de
resseccdo de CEB, avaliando a expressao imune de CD8+ e CD4+ no estroma do
CEB e suas relagdes com caracteristicas clinicopatolégicas e grau histolégico de
malignidade. Observaram que A infiltracdo de TILs CD4+ e CD8+ nao foi
significativamente associada a idade, sexo, tabagismo e estagio do tumor. E que
CD4+ foi significativamente associado a tumores pouco diferenciados, ja CD8+ néo
foi significativamente associado ao grau histolégico do CEB. Ja o estudo realizado por
Jeyapriya et al., (2024), em 75 amostras de CEB, observaram uma correlacao positiva

significativa entre TILs tumorais CD4+ e CD8+ no CEB. Quando ambas expressdes
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CD4+ e CD8+ foram comparadas com parametros clinicos como idade, sexo, tipo,
habito de fumar e local da leséo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
padrao de expressdo. No entanto, as expressdes foram negativamente
correlacionadas com o aumento do estagio do cancer (r =-2,37, p =0,041 e r =-0,348,
p = 0,002, respectivamente). Quando comparada com a classificacdo histopatolégica
do tumor, a expressao de CD8+ teve uma correlacao positiva com o0 aumento do grau
(r = 0,288, p = 0,012). Outros parametros histopatolégicos como invaséo perineural,
invaséo linfovascular ou padrao de invasdo ndo mostraram nenhuma correlacao para

as expressoes de CD4+ e CD8+.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Caracterizar a expresséo de biomarcadores proteicos do sistema imune (CD4
e CD8) em CEBs.

3.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar o perfil epidemiologico de pacientes com CEB;

o Graduar o CEB segundo a classificagdo da OMS, bem como
estratificar suas variantes histolégicas.;

o Caracterizar os biomarcadores CD4 e CD8 e TILs nos CEBs;

. Associar os achados clinicos, morfologicos e a expressao dos
biomarcadores dos pacientes com CEB;

. Comparar os aspectos clinico-patolégicos e a sobrevida dos
pacientes com CEB;

o Descrever a sobrevida dos pacientes, correlaciona-la com a

expresséo dos biomarcadores analisados.
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4. METODOLOGIA
O trabalho segue essa tematica de carcinogénese, na busca de biomarcadores

para o CEB, abrigando assim o presente e, futuros projetos de mestrado e PIBIC’s.

4.1 Desenho do estudo
O estudo consiste de uma pesquisa observacional, transversal, retrospectivo e
também de sobrevida. A recomendacédo Strengthening the Reporting of Observational
studies in Epidemiology (STROBE), que constitui um conjunto de itens para estudos

observacionais, foi utilizada para conduzir esta pesquisa (Cuschieri, 2019).

4.2 Aspectos éticos

Esse trabalho esta vinculado a linha de pesquisa de carcinogénese oral, na
qual estd dentro da linha de biopatologia do Programa de POs-Graduacdo de
Odontologia (PPGO). E faz parte do projeto amplo “BIOMARCADORES PROTEICOS
DE AGRESSIVIDADE EM CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE BOCA”, o qual foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da
Universidade Federal do Amazonas e foi aprovado com o numero CAAE
77091324.2.0000.5020 e numero do parecer 6.648.099 (ANEXO I).

4.3 Local do estudo
A pesquisa foi realizada no Laboratério de Anatomia Patologica do
Departamento de Patologia e Medicina Legal - DPML/UFAM. Alguns casos, os dados
foram complementados junto ao Servico de Arquivo Médico e Estatisticas — SAME da
Fundacédo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON). As
reacdes imunohistoquimicas foram realizadas no laboratério particular Centro de
Procedimentos Diagndsticos da Amazodnia Ltda (CPDA).
4.4 Amostras
A amostragem foi por conveniéncia constituida de pacientes adultos
diagnosticados com CEB, no periodo entre janeiro de 2014 e dezembro de 2018, que
obedeceram aos critérios de elegibilidade. Para isso foram consideradas as
informacOes de prontuarios, requisicoes de exames histopatolégicos e amostras
histopatolégicas (laminas histologicas), provenientes do laboratorio de patologia
DPML, dos pacientes diagnosticados com CEB. Neste estudo foram utilizados blocos

de parafina e laminas histopatoldgicas, localizadas ap0s a identificacdo dos casos a
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partir dos dados de prontuéario e requisicbes de exames histopatologicos, a qual o

material encontrado para avaliacdo constituia-se de produtos de biopsias

representativas e/ou pecas cirurgicas (remocéo total da lesdo neoplasica). Os

blocos de parafina e laminas foram avaliados quanto a sua qualidade para serem

incluidos ou ndo no estudo, conforme os critérios de elegibilidade.

4.5 Critérios de Inclusao

A presenca de CEB (incluindo lingua, assoalho da boca, gengiva, mucosa jugal,
palato duro, trigono retromolar) em pacientes de ambos os sexos, com idade
acima de 18 anos, diagnosticados com CEB mediante laudo histoldgico,
podendo ser o CEB convencional ou suas variantes, no periodo de janeiro de
2014 a dezembro de 2018;

Prontuario/Requisicdo de exames histopatoldgico de pacientes provenientes
do laboratério de Patologia DPML/UFAM, com laminas histopatolégicas e/ou
blocos de parafina obtidos de pecas cirargicas e/ou bidpsias incisionais
representativas para analise, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro de
2018;

Pacientes em acompanhamento na FCECON com diagnéstico de CEB primario
e/ou sua recidiva (em que a bidpsia estiver disponivel para comparacao), no
periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2018;

Pacientes que tenham acompanhamento preferencial de 5 anos para andlise

de sobrevida;

4.6 Critérios de excluséo

Prontuario/ Requisicdo de exame histopatolégico sem informacdes
suficientemente documentadas para coleta dos dados clinicoepidemioldgicos
com informac@es incompletas do paciente ou do espécime.

N&o localizacdo dos blocos de parafina, auséncia de representatividade do

tumor no bloco de parafina.

4.7 Coleta de dados clinicos

Para caracterizar o perfil epidemiologico e clinico de pacientes, as informacdes

foram extraidas de prontuarios médicos/requisicdo de exame histopatoldgico, a partir
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de uma busca ativa de pastas do arquivo do laboratorio. Para complementacéo de
alguns dados foi realizado um levantamento junto ao Servigco de Arquivo Médico e
Estatisticas (SAME), da Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do
Amazonas — FCECON. Para coleta dos dados foi construido um formulario de coleta
(APENDICE A), onde foram preenchidos os seguintes dados:

. Condicdes sociodemograficas: idade, sexo, estado civil, escolaridade,
ocupacao, naturalidade e cor da pele.

. Histéria médica: Tabagismo, etilismo, sinais e sintomas.

. Caracteristicas clinicas e anatomopatologicas: data do diagndéstico, grau
histopatoldégico ou variante histologica do CEC, sitio anatdbmico da leséo,
estadiamento patoldgico, tratamento, recidiva, seguimento e tempo de vida apés o
diagnostico.

4.8 Analise histopatoldgica

As laminas histoldgicas coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), dos casos
referentes as bidpsias incisionais e peca cirargica dos casos de CEB, foram
examinadas microscopicamente, suas caracteristicas histopatologicas, foram
inseridas em um formulario (APENDICE B). A leitura das laminas histolégicas foi
realizada no DPML/UFAM, por 2 patologistas previamente treinados quantos aos
parametros da avaliacdo histopatolégica de cada elemento. Para iniciar a avaliagéo
das laminas histologicas, foi mensurado o tamanho da area de tecido presente na
lamina a ser avaliada, com o auxilio de uma régua milimetrada. Primeiramente foi

identificado a Classificacao histopatologica do CEC, segundo a OMS (2022) em:

. CEC Convencional:

. Bem diferenciado

. Moderadamente diferenciado
. Pouco diferenciado

« Variantes histopatolégicas do CEC: Acantolitico;
+ Basaloide;

* Adenoescamoso;

+ Papilar;

» Linfoepitelial;

» Células fusiformes (sarcomatoide);

e Cuniculatum;
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» Verrucoso.

Os seguintes parametros foram analisados para todos os casos tanto bidpsias, quanto
pecas cirargicas: grau de diferenciacdo, conforme a classificagdo da OMS; padréo e
perfil inflamatério sendo classificados como infiltrado leve, moderado ou intenso,
independentemente de o infiltrado ser estromal ou ndo; Presenca e grau de
queratinizacao (Anneroth et al.; (1987) e Bryne et al.; (1992), Disposicédo dos arranjos
celulares, de acordo com caracteristicas observadas em Libodrio et al., (2011), e andlise
dos TILs, baseada em uma versao modificada dos protocolos descritos no “International
TILs Working Group 2014” e no “WVENTANA PD-L1 protocol (SP142) Assay for Triple
Negative Breast Carcinoma”, com foco no infiltrado inflamatério presente no estroma da
lesdo como foi realizada por de Souza et al. (2022).

Para os casos provenientes de peca cirurgica foram avaliados os itens que
compdem as recomendacbes do guia elaborado pelo Colégio Americano de
Patologistas, de acordo com a AJJC/UICC 8?2 edicdo, coletadas a partir das
informacdes do laudo histoldgico e confirmadas com a analise histopatolégica, a qual
inclui as dimensBes maximas do tumor, DOI, invaséo linfatica e / ou vascular,
infiltracdo perineural, status das margens do tumor, status de linfonodos regionais e o
estadiamento patolégico. O DOI foi definido como a distancia maxima da membrana
basal até a margem mais profunda do tumor, esse parametro foi medido com a
realizacdo uma marcacdo com pincel de ponta fina, na lamina histoldgica, na regido
correspondente a margem da membrana basal e na margem mais profunda do tumor
durante a visualizacdo ao microscépio, e depois foi realizado a mensuracdo da

distancia entre as duas marca¢des com uma régua milimetrada.

4.8.1 Grau de queratinizagéo (GC)
Os seguintes elementos tumorais foram avaliados e categorizados:
Para avaliacao da queratinizagéo, foram considerados os critérios utilizados por
Anneroth et al., (1987) e Bryne et al.; (1992):
o Grau 1: Neoplasia altamente queratinizada, onde mais de 50% das
células exibem queratinizagao;
o Grau 2: Moderadamente queratinizado (20%-50% das células);
o Grau 3: Queratinizagdo minima (5%-20% das células);
o Grau 4: Sem queratinizagao (0%-5% das células).
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A classificacdo da queratinizacdo foi mensurada independente se a queratina
aparecia como ceélulas queratinizadas individualmente ou na forma de pérolas de
queratina dentro da populagéo de células tumorais. Para essa avaliacdo foi realizada
uma estimativa do percentual da presenca de queratina, na area de tumor presente

na lamina avaliada, com a objetiva 4x do microscopio optico (OPTICAM, 0400S).

4.8.2 Disposicao de arranjos celulares (DAC)

Considerando que as células escamosas do CEB podem estar arranjadas em
diferentes padrdes, a andlise histopatologica para este item foi avaliada e indicado o
padrdo predominante utilizando a objetiva de 4x e 10x, do microscopio Optico, de
acordo com caracteristicas observadas em Liborio et al., (2011):

o Lencgois: Para esse padrdo foram considerados as areas com grandes
grupamentos de células escamosas, com ou sem area de queratinizacdo, sem
muitas areas de estroma permeando a area do tumor.

o llhas: Esse padrao compreendeu os casos em que as células se encontravam
arranjadas em grupo, e permeados de estroma, lembrando ilhas ou ilhotas de
células, com ou sem presenca de queratinizacao.

o Corddes: Padrdo em que as células escamosas estavam arranjadas em
grupos, com disposicao enfileiradas, com ou sem presenca de queratinizacao,
e permeados de estroma.

o Ninhos: Pequenos grupamentos de células escamosas, com ou sem presenca
de queratinizacao, e permeados de estroma.

o Células isoladas

4.8.3 Analise dos TILs.

Para todos os casos tanto de biopsias quanto de pecas cirargicas foi realizada a
analise dos TILs conforme feito por de Souza et al., (2022), a qual foi baseada em
uma versdo modificada dos protocolos descritos no “International TILs Working Group
2014” e no “VENTANA PD-L1 protocol (SP142) Assay for Triple Negative Breast
Carcinoma”, com foco no infiltrado inflamatorio presente no estroma da lesédo. As

etapas de avaliacdo incluiram:

e [Foram analisadas células localizadas no compartimento estromal dos tumores

ou areas peritumorais, limitrofes a lesao;
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e Quaisquer infiltrados inflamatérios em areas distantes do estroma ou da
margem do tumor foram excluidos da analise;

e Foram considerados TILs quaisquer tipos de leucocitos que estivessem na area
acima mencionada, incluindo mononucleares e polimorfonucleares, desde que
ndo fossem considerados restos celulares, nem estivessem em areas de
necrose ou artefatos;

e Os cortes avaliados tinham espessura de 4 ym e foram analisados em aumento
de 200x, de forma panoramica, sem considerar o hot spot, para hdo mascarar
a real quantidade de infiltrado inflamat6rio em todo o estroma tumoral;

e As analises foram realizadas em consenso por pelo menos dois patologistas.
Os casos discrepantes foram revisados e reclassificados;

e A andlise quantitativa de TILs varia de 0% a 90%. Os casos foram entdo
subcategorizados como TILs Pax%s — 0% a 40% e TILs s — 41% a 90%.

4.9 Imunohistoquimica

Amostras de tecido contendo secbes de 4 ym de espessura em laminas
silanizadas foram submetidas a reagdo de imunohistoquimica para determinar
individualmente a expressao de células CD4, CD8. O qual foi realizado no Laboratorio
particular Centro de Procedimentos Diagnésticos da Amazénia LTDA (Laboratorio
CPDA). Os marcadores foram otimizados previamente, antes de serem realizadas a
reacoes nos casos de CEB. Para cada reacao foi elaborada um mapa de laminas de
reacao imunohistoquimica, o qual era composto por um controle positivo e 0s casos
de CEB. Os controles positivos de todas as reacdes de imuno-histoquimica foram
constituidos por amostras de tecido de amigdalas, cujas condi¢cdes metodoldgicas
foram as mesmas dos casos. Ao término de cada reacao foi anotado em tabela de

Excel (versdo 2019) os resultados de qualidade de marcacao de cada lamina.

4.9.1 Técnica Imunohistoquimica

Foram recuperados os blocos de parafina e realizados novos recortes, para a
confeccdo de novas laminas. As etapas sequenciais na imunohistoquimica, pela
técnica da imunoperoxidase indireta, podem ser resumidas da seguinte forma:

recuperacdo de antigeno, adigdo de anticorpo primario, aplicagdo de um anticorpo
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secundario que se liga ao anticorpo primario e adicdo de um reagente de deteccao
para localizar o anticorpo primario (Magaki et al., 2019).

Atualmente, o método mais popular é a recuperacdo antigénica induzida por
calor usando fornos de microondas mais comumente, bem como panelas de pressao,
autoclaves e banhos de agua. No método indireto, o anticorpo secundario € marcado,
permitindo a amplificacdo do sinal e 0 uso com muitos anticorpos primarios
diferentes. Existem varios marcadores que podem ser usados, como enzimas que
produzem um produto colorido apds incubagdo com um substrato cromogénico como
a diaminobenzidina (DAB). Para a realizacado da imunohistoquimica, deve-se seguir
alguma estapas, como as estabelecidas por Magaki et al. (2019):

o Preparagéo de laminas histologicas

o Desparafinizagédo e reidratacdo usando método padrédo

o Recuperacéo de antigeno

o Bloqueio da peroxidase endégena

o Bloqueio com soro ou tampao de bloqueio universal para diminuir a coloragéo
de fundo

o Aplicacéo de anticorpos

o Aplicagéo de cromogénio

o Contracoloracédo, desidratagéo, clareamento e montagem

Segue fluxograma da fase laboratorial.
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' Preparo dos cortes

l

' Recuperacao antigénica

l

' Bloqueio da peroxidase enddgena

l

Aplicacdo e incubacéo do
anticorpo primario
l

Sistema de deteccéo:
Aplicagédo do linker e polimero

l

' Aplicacéo do cromdgeno: DAB

l

Contracoloracdo e Montagem das
laminas

l

' Observagdo microscopica

Figura 1: Fluxograma do processamento laboratorial imunohistoquimico. DAB: diaminobenzidina

O protocolo de imunohistoquimica que foi utilizado estd de acordo com o
sistema da EnVision FLEX Agilent (DAKO®), adotado pelo Laboratério CPDA,

utilizando assim o protocolo operacional padrdo (POP) de imunohistoquimica do
laboratério CPDA. A equipe da pesquisa passou por treinamento e nivelamento para
otimizacdo dos anticorpos em geral e da técnica. Proporcionando assim a engrenagem
da técnica e minimizando possiveis falhas operacionais no momento de execucdo das
reacdes especificas do presente trabalho. No qual, o detalhamento técnico consta no
APENDICE C.

4.10 Analise dos biomarcadores

A andlise dos biomarcadores, foi baseada no estudo “Immunoexpression of PD-
L1, CD4+ and CD8+ cell infiltrates and tumor-infiltrating lymphocytes (TILS) in the
microenvironment of actinic cheilitis and lower lip squamous cell carcinoma” adotado por
de Souza et al., 2022. A avaliacdo foi realizada em consenso por pelo menos dois
patologistas da equipe (ao todo a pesquisa contou com trés patologistas). A analise das
células CD4+ e CD8+ foi realizada por varredura de toda a lamina nos casos, apenas
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na regido do estroma tumoral e peritumoral, utilizando a mesma metodologia descrita

para TILs anteriormente no item 4.8.3.

As etapas de avaliag&o incluiram:

Foram analisadas células localizadas no compartimento estromal dos tumores
ou areas peritumorais, limitrofes a leséao;

Quaisquer infiltrados inflamatorios em éareas distantes do estroma ou da
margem do tumor foram excluidos da analise;

Foram considerados TILs quaisquer tipos de leucocitos que estivessem na area
acima mencionada, incluindo mononucleares e polimorfonucleares, desde que
ndo fossem considerados restos celulares, nem estivessem em areas de
necrose ou artefatos;

Os cortes avaliados tinham espessura de 4 um e foram analisados em aumento
de 200x, de forma panoramica, sem considerar o “hot spot”, para ndo mascarar
a real quantidade de infiltrado inflamatdrio em todo o estroma tumoral;

As andlises foram realizadas em consenso por dois patologistas, conforme
mencionado anteriormente. Os casos discrepantes foram revisados e
reclassificados;

A andlise quantitativa de CD4 e CD8 varia de 0% a 90%. Os casos foram entéo
subcategorizados como CD4 Paixos — 0% a 40% e CD4 a0s — 41% a 90%, e
CD8 baxos _ 0% a 40% e CD8 2t°s — 41% a 90%.

4.11 Anédlise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva e exploratéria das variaveis e os resultados

apresentados por meio de tabelas e graficos. As relacfes/associacdes entre variaveis

foram verificadas por meio dos testes Qui-Quadrado de Pearson (nas relacdes entre

variaveis nominais/ordinais) e ANOVA de Kruskal-Wallis, entre as variaveis

nominais/ordinais com a sobrevida que é uma variavel quantitativa. A curva de

sobrevida realizada através Curvas de Kaplan-Meier, levou em consideracao o tempo

de sobrevida de todos os pacientes, sendo os dados censurados os dos pacientes

sobreviventes e os com perda de seguimento. Em todas as comparacdes considerou-

se o nivel de 5% de significancia nas regras de decisdes das hipdteses dos testes. As

analises estatisticas foram realizadas por meio do programa IBM SPSS Statistics

versao 22.0.
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Resumo: O carcinoma epidermoide de boca (CEB) é a neoplasia maligna mais
comum da cavidade oral. O microambiente tumoral (TME) € composto de
componentes provenientes tanto do tumor quanto do hospedeiro. As células imunes
do TME, principalmente os linfécitos infiltrantes de tumor (TILs) CD4+ e CD8+, além
de outras, suprimem a proliferacdo de células malignas e desempenham um papel
crucial na progressdao do CEB. Esta pesquisa tem como objetivo caracterizar a
expressao proteica das células imunes CD4+ e CD8+ bem como a quantidade de TILs
no microambiente do CEB e sua relacdo com parametros clinicopatologicos e
sobrevida dos pacientes. Este estudo caracterizou-se como observacional, tipo
transversal, a partir de avaliagbes de amostras provenientes sobretudo de biopsias
mas também pecas cirlrgicas e casos diagnosticados como CEB entre janeiro de
2014 e dezembro de 2018, oriundos de um laboratério de patologia de Manaus/AM.
Para tanto, as amostras foram submetidas a analise histopatoldgica incluindo
classificagdo, grau de queratinizagao, disposicao dos arranjos celulares, TILs e itens
do Colégio Americano de Patologistas (estes Ultimos para as pecas cirurgicas). Todas
as amostras foram posteriormente submetidas a imunohistoquimica com anticorpos
contra linfécitos CD4 e CD8. Para analise estatistica, foi utilizado o teste Qui-
Quadrado de Pearson para verificar associacdes entre as variaveis analisadas, assim
como a relacdo entre os densidade dos TILs e o infiltrado inflamatério. Curvas de
Kaplan-Meier foram utilizadas para caracterizagao da sobrevida, tendo sido usada o
teste de ANOVA de Kruskal-Wallis para associacao entre variaveis clinicopatologicas
em relagdo a sobrevida. Em todos os testes foi considerado um nivel de significancia
de 5%. Um total de 20 amostras foram incluidas, sendo 75% (15) de CEBs bem
diferenciados com 75% (15) dos casos contendo TlIs elevados (entre 41% a 90%) em
um contexto de intenso infiltrado inflamatério (50% dos casos). Foi observada uma
correlacdo positiva entre TILs e infiltrado inflamatorio (p=0,027). Todos o0s casos
apresentaram baixa frequéncia de linfocitos CD4*, ao passo que metade dos casos
apresentaram baixa frequéncia de linfocitos CD8* e outra metade alta frequencia
desse marcador, ou seja, 50% dos casos tiveram perfil CD4low/CD8low e 50%
CD4low/CD8high, e 53% dos casos bem diferenciados apresentaram altos niveis de
CD8. Néao houve associagao entre as caracteristicas clinicopatoldégicas com o tempo
de sobrevida. Os resultados do estudo ilustram que as amostras apresentam
caracteristicas clinicopatoldgicas classicas de CEB convencional bem diferenciado
contendo infiltrado intenso e TILs elevado. Ndo houve associacado dos biomarcadores
CD4 e CD8 com os parametros clinicopatolégicos propostos nhem com a sobrevida.
No entanto, nota-se alta frequencia do linfocito CD8 em células malignas do CEB,
sobretudo em casos bem diferenciados, o que sinaliza seu papel citotdéxico contra
células tumorais com caracteristicas histologicas mais favoraveis, apesar de também
estarem com esse perfil na maioria das amostras com recidiva. Sugere-se a
participacdo mais proeminente do linfocito T CD8 comparado com linfocito T CD4
como elemento inflamatério no contexto de Hallmark do cancer. Mais estudos séo
necessarios para estabelecer a exata relagdo desses marcadores com parametros
clinicopatologicos e com a sobrevida dos pacientes acometidos por CEB.

Palavras-chave: Carcinoma de epidermoide; cancer oral; microambiente tumoral;
linfécitos infiltrantes de tumor.
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Abstract: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignant
neoplasm of the oral cavity. The tumor microenvironment (TME) is made up of
components from both the tumor and the host. The immune cells of the TME, mainly
CD4+ and CD8+ tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), as well as others, suppress the
proliferation of malignant cells and play a crucial role in the progression of CEB. This
study aims to characterize the protein expression of CD4+ and CD8+ immune cells as
well as the amount of TILs in the CEB microenvironment and their relationship with
clinicopathological parameters and patient survival. This is an observational, cross-
sectional study, based on evaluations of samples mainly from biopsies, but also
surgical specimens and cases diagnosed as CEB between January 2014 and
December 2018, from a pathology laboratory in Manaus/AM. To this end, the samples
were subjected to histopathological analysis including classification, degree of
keratinization, arrangement of cellular arrangements, TILs and items from the College
of American Pathologists (the latter for surgical specimens). All the samples were then
subjected to immunohistochemistry with antibodies against CD4 and CD8
lymphocytes. For statistical analysis, Pearson's chi-square test was used to verify
associations between the variables analyzed, as well as the relationship between TIL
density and inflammatory infiltrate. Kaplan-Meier curves were used to characterize
survival, and the Kruskal-Wallis ANOVA test was used to associate clinicopathological
variables with survival. A significance level of 5% was considered for all tests. A total
of 20 samples were included, 75% (15) of which were well-differentiated CEBs with
75% (15) of the cases containing high Tlls (between 41% and 90%) in a context of
intense inflammatory infiltrate (50% of the cases). A positive correlation was observed
between TILs and inflammatory infiltrate (p=0.027). All the cases had a low frequency
of CD4+ lymphocytes, while half the cases had a low frequency of CD8+ lymphocytes
and the other half a high frequency of this marker, i.e. 50% of the cases had a
CD4low/CD8low profile and 50% a CD4low/CD8high profile, and 53% of the well-
differentiated cases had high levels of CD8. There was no association between
clinicopathological characteristics and survival time. The results of the study illustrate
that the samples present classic clinicopathological characteristics of conventional
well-differentiated CEB containing intense infiltrate and high TILs. There was no
association between the CD4 and CD8 biomarkers and the proposed
clinicopathological parameters or survival. However, there was a high frequency of
CD8 lymphocytes in malignant CEB cells, especially in well-differentiated cases, which
indicates their cytotoxic role against tumor cells with more favorable histological
characteristics, although they also had this profile in the majority of samples with
recurrence. The more prominent participation of the CD8 T lymphocyte compared to
the CD4 T lymphocyte as an inflammatory element in the context of Hallmark cancer
IS suggested. More studies are needed to establish the exact relationship of these
markers with clinicopathological parameters and with the survival of patients affected
by CEB.

Keywords: Squamous cell carcinoma; oral cancer; tumor microenvironment; tumor-
infiltrating lymphocytes.
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INTRODUCAO

No cenario mundial o cancer de cavidade oral representa um importante
problema de saude e constitui a oitava neoplasia maligna mais comum (1,2). Onde
mais de 90% desses casos sao representados pelo carcinoma epiderméide (1-4).

O Carcinoma Epidermoide de Boca (CEB) € uma neoplasia maligna com
diferenciacdo escamosa que se origina do epitélio da mucosa (5). A etiologia dessa
neoplasia é multifatorial e esté frequentemente associada ao tabagismo, etilismo (6—
8). O perfil epidemioldgico dos pacientes com CEB tem mudado ao longo do tempo,
com variacdo regional, mas ainda ha maior prevaléncia no sexo masculino,
geralmente individuos mais velhos, apds a quinta década de vida. A apresentacao
clinica usual € uma ulcera indolor na borda da lingua ou assoalho da boca (5,7).

Atualmente, o tratamento é geralmente baseado na resseccdo cirurgica do
tumor primario, que pode ser seguida de radio e quimioterapia. A taxa de sobrevida
global € de menos de 60%, com progndstico fortemente dependente do sistema de
estadiamento TNM. O tamanho do tumor, bem como a presenca e extensdo das
metastases linfonodais sdo bastante reconhecidos como o0s preditores mais
importantes (9,10). Infelizmente, o estadiamento TNM néo prevé consistentemente o
progndéstico do paciente, e pacientes com caracteristicas clinicopatoldgicas idénticas
podem ter resultados de sobrevivéncia muito diferentes. Portanto, hd uma
necessidade de indicadores progndsticos mais precisos que possam complementar o
sistema de estadiamento TNM para orientar as decisdes de tratamento em tempo
habil para pacientes com CEB (11).

A imunidade do hospedeiro desempenha um papel complexo, mas importante,
na progressao do tumor. Nesse contexto, a inflamacgdo faz parte de um dos 13
Hallmarks do cancer (12). Os linfécitos infiltrantes de tumores (TILs) fazem parte da
resposta imune que desempenha um papel critico no reconhecimento e eliminacao de
tumores(11,13). Trabalhos anteriores mostraram que a presenca de TILs pode afetar
significativamente a sobrevivéncia do paciente em varios tipos de malignidades.
Portanto, o estudo de TILs surgiu como um potencial candidato prognostico para
varios tipos de canceres (11,13-16). A maioria dos TILs sdo células T, entre as células
T, ha subpopulag¢des que incluem células T citotoxicas, células T auxiliares e células
T reguladoras (Treg) (17). As células T citotdxicas, detectadas pelo marcador CD8,
séo particularmente importantes em sua funcao contra células malignas. As células T

CD8 + lisam as células malignas e secretar citocinas tumoricidas para ajudar a
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erradicar tumores (11,18). As células T auxiliares desempenham um papel crucial no
suporte da funcdo das células T citotoxicas por meio de varios mecanismos. Essas
células secretam citocinas que promovem a diferenciacéo e proliferacéo de células T
citotdéxicas. Além disso, elas podem secretar citocinas tumoricidas em resposta as
células dendriticas. O marcador CD4 é usado para identificar células T auxiliares, que
sao o subtipo mais frequente de células T CD4* (11,19).

No cancer oral, o papel de outros componentes do microambiente tumoral
(tumor microenvironment — TME), como infiltrado inflamatério, TILs e expresséo de
CD4* e CD8*, ainda precisa ser melhor explorado. Portanto, € essencial caracterizar
o microambiente no CEB, entender seu perfil imunoldgico e analisar a influéncia de
fatores clinicos e histopatologicos, bem como sua associagdo com a progressao da
doenca (20).

Nesse contexto, considerando a importancia da caracterizacdo do TME, e
escassez na literatura sobre o seu papel, especialmente a correlacdo entre TILs CD4*
e CD8* dos parametros clinicopatologicos do CEB. Visto que estudar a expressao
dessas células e sua correlagdo com parametros clinicopatolégicos no CEB pode
fornecer uma melhor compreenséo da dinamica do microambiente tumoral e auxiliar
na identificacdo de alvos imunomoduladores para terapias anticancer. O presente
estudo tem como como objetivo caracterizar a expressao proteica das células imunes
CD4+ e CD8+ bem como a quantidade de TILs no microambiente do CEB e sua
relacdo com parametros clinicopatoldgicos e sobrevida dos pacientes.

METODOLOGIA
Selecdo de amostra de tecido e coleta de dados clinicopatolégicos

Este estudo transversal foi realizado usando amostras arquivadas de tecido.
Foram selecionadas 20 amostras de tecido fixados em formalina e embebidos em
parafina de CEB de biopsias e resseccdes cirdrgicas do laboratério de anatomia
patologica do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) entre 2014 e 2018. Mediante o laudo histopatologico liberado por
patologistas.

Os critérios de elegibilidade para inclusédo no trabalho foram, presenca de CEB
(incluindo lingua, assoalho da boca, gengiva, mucosa jugal, palato duro, trigono
retromolar) em pacientes de ambos 0s sexos, com idade acima de 18 anos,

diagnosticados com CEB mediante laudo histolégico, incluindo registros médicos
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completos, dados demograficos e clinicopatoldgicos. Foram excluidos os casos de
amostras de tecido inadequadas, e a nédo localizacao do bloco de parafina.

As laminas de tecido foram revisadas em consenso por 2 patologistas, para
confirmacdo do diagnostico original, e caracteristicas clinicopatoldgicas foram
coletadas, incluindo idade, sexo, histérico de tabagismo e etilismo, sinais e sintomas,
localizacdo do tumor, tratamento, recidiva, seguimento e tempo de vida apos o
diagndstico, grau histolégico e estadiamento patolégico (para as amostras de pecas
cirurgicas).

O presente trabalho esta vinculado a linha de pesquisa de carcinogénese oral,
o0 qual foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da
Universidade Federal do Amazonas e foi aprovado com o numero CAAE
77091324.2.0000.5020 e numero do parecer 6.648.099.

Corte de amostra de tecido e andlise histopatoldgica

Os materiais selecionados embebidos em parafina foram cortados por secoes de
micrétomo (Lupetec®) para obter cortes consecutivos de 4 um de espessura em laminas
silanizadas. Trés cortes seriados de tecido de CEB foram realizados: um para coloracéo
de rotina, e dois para rea¢des imuno-histoquimicas. As laminas foram armazenadas em
geladeira a (10°C) até as proximas etapas.

A lamina para coloracédo de rotina foi submetida ao método de Hematoxilina e
Eosina (H&E) para ser reavaliada por dois patologistas, para identificacdo das areas
mais representativas da lesdo e analises dos parametros e elementos histologicos para
caracterizacdo morfoldgica.

Para iniciar a avaliagdo das laminas histologicas, foi mensurado o tamanho da
area de tecido presente na lamina a ser avaliada, com o auxilio de uma régua
milimetrada. Os seguintes parametros foram analisados: grau de diferenciacao tumoral,
como bem diferenciado, moderadamente diferenciado, pouco diferenciado conforme a
classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS); padrdo e perfil inflamatoério
sendo classificados como infiltrado leve, moderado ou intenso, independentemente de
o infiltrado ser estromal ou ndo; Presenca e grau de queratinizacao Anneroth et al.(21)
e Bryne et al. (22), em um aumento de 40x, considerando os critérios: Grau 1: Neoplasia
altamente queratinizada, onde mais de 50% das células exibem queratinizagdo; Grau
2. Moderadamente queratinizado (20%-50% das células); Grau 3: Queratinizacéo

minima (5%-20% das células); Grau 4: Sem queratinizacdo (0%-5% das células).
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Disposicao dos arranjos celulares, considerando que as células escamosas do CEB
podem estar arranjadas em diferentes padrdes, a analise em um aumento de 40x e
100x, de acordo com caracteristicas observadas em Libdrio et al. (23): lencais, ilhas,
corddes, ninhos e células isoladas.

A analise dos TILs foi baseada em uma versdo modificada dos protocolos
descritos no “International TILs Working Group 2014” e no “VENTANA PD-L1 protocol
(SP142) Assay for Triple Negative Breast Carcinoma”, com foco no infiltrado inflamatério
presente no estroma da lesdo como realizada por de Souza et al, (20).
Resumidamente, as etapas de avaliac&o incluiram:

e Foram analisadas células localizadas no compartimento estromal dos tumores
ou areas peritumorais, limitrofes a lesao;

e Quaisquer infiltrados inflamatdrios em areas distantes do estroma ou da margem
do tumor foram excluidos da analise;

e Foram considerados TILs quaisquer tipos de leucécitos que estivessem na area
acima mencionada, incluindo mononucleares e polimorfonucleares, desde que
ndo fossem considerados restos celulares, nem estivessem em areas de
necrose ou artefatos;

e Os cortes avaliados tinham espessura de 4 ym e foram analisados em aumento
de 200x, de forma panoramica, sem considerar o ponto quente, para nao
mascarar a real quantidade de infiltrado inflamatério em todo o estroma tumoral;

e As andlises foram realizadas em consenso por dois patologistas com
conhecimento na é&rea, conforme mencionado anteriormente. Os casos
discrepantes foram revisados e reclassificados;

e A analise quantitativa de TILs varia de 0% a 90%. Os casos foram entdo
subcategorizados como TILs Pax°s — 0% a 40% e TILs @t — 41% a 90%.
Adicionalmente para as amostras oriundas de pecas cirurgicas foram avaliados

0s itens que compdem as recomendacdes do guia elaborado pelo Colégio Americano
de Patologistas, de acordo com a AJJC/UICC 8?2 edicdo, coletadas a partir das
informacdes do laudo histolégico e confirmadas com a andlise histopatolégica, a qual
inclui as dimensdes maximas do tumor, profundidade de invasao (DOI), invaséo linfatica
e / ou vascular, infiltrac&o perineural, status das margens do tumor, status de linfonodos

regionais e o estadiamento patoldgico.
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Reacédo de imuno-histoquimica para CD4 e CD8

Amostras de tecido contendo se¢des de 4 ym de espessura em laminas
silanizadas foram submetidas a reacdo de imuno-histoquimica para determinar
individualmente a expresséo das moléculas CD4 e CD8.

Apoés retiradas da geladeira em temperatura ambiente, as laminas foram para
estufa a 65 °C por 1 hora, logo apos passou pela desparafinizacdo em 4 banhos de xilol
(5 min cada) e hidratacdo em 5 banhos de alcool absoluto (5 mergulhos em casa cuba).
Apos lavagem com &gua destilada, a recuperacdo antigénica para determinacdes de
CD4/CD8 foi realizada em panela elétrica (TintoRetriver Pressure Cooker, Bio SB) com
tampdao Tris/EDTA, pH 9,0 (Target Retrieval Solution, High pH EnVsion™ FLEX, Dako®)
por 20 min para CD4/CD8. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado em solucao
de peréxido de hidrogénio a 3% (Rioquimica ®) por 15 min (para CD4/CD8) a
temperatura ambiente. As laminas contendo os anticorpos primarios anti-CD4 (clone
4B12, Ready-to-Use, DAKO®) e anti-CD8 (clone C8/144B, Ready-to-Use, DAKO ®)
foram incubadas por 1 hora em camara Umida. O sistema revelador utilizado para
imuno-histoquimica de CD4 e CD8 foi o EnVision FLEX+, Mouse, High pH (Link) da
DAKO ®. E finalmente contracoradas com hematoxilina de Harris por 1min e 30s a
temperatura ambiente e desidratadas em banhos 4 banhos de alcool absoluto (4
mergulhos em cada cuba). E posteriormente, as laminas foram imersas em 5 banhos
de xilol (4 mergulhos em cada cuba) e montadas com uma solugdo de resina n&o
aquosa (Balsamo do Canadd).

Os controles positivos de todas as reacdes de imuno-histoquimica foram
constituidos por amostras de tecido de amigdalas, cujas condicbes metodoldgicas
foram as mesmas dos casos. Os controles negativos consistiram em amostras de tecido

dos respectivos casos.

Andlise imuno-histoquimica para CD4 e CD8

A avaliacéo foi realizada em consenso por dois patologistas. As laminas foram
observadas pelo microscopio optico (Nikon, Eclipse E200) e as imagens foram obtidas
em ampliacdo de 200x usando a camera digital Michrome 6.0 MP — USB 3.0 e software
Mosaic 3.0.

A analise das células CD4 * e CD8 * foi realizada por varredura de toda a lamina,
apenas na regiao do estroma tumoral e peritumoral, utilizando a mesma metodologia

descrita para TILs acima.
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Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva e exploratéria das variaveis e os resultados
apresentados por meio de tabelas e gréficos. As relagBes/associagcbes entre varidveis
foram verificadas por meio dos testes Qui-Quadrado de Pearson (nas relagdes entre
variaveis nominais/ordinais) e ANOVA de Kruskal-Wallis, entre as variaveis
nominais/ordinais com a sobrevida que é uma variavel quantitativa. A curva de
sobrevida realizada através Curvas de Kaplan- Meier, levou em consideragéo o tempo
de sobrevida de todos os pacientes, sendo os dados censurados os dos pacientes
sobreviventes e os com perda de seguimento. Em todas as comparagdes considerou-
se o nivel de 5% de significancia nas regras de decisdes das hipdteses dos testes. As
andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa IBM SPSS Statistics
versao 22.0.

RESULTADOS
Selec&do da amostra e caracterizacédo da populacao

Foi realizada uma busca ativa em pastas disponiveis no arquivo do laboratério.
Foram analisados 17.650 laudos, os quais corresponderam a todo material recebido
pelo laboratério durante o periodo da pesquisa (entre 2018 e 2014). Por meio dessa
busca, foram obtidos um quantitativo de 32 laudos de bidpsias e pecas cirargicas de
CEB, foram excluidos 12 laudos/casos pela ndo localizacdo do bloco e/ou por falta de
representatividade do material. Resultando de 20 amostras incluidos no estudo.
Dentro dessas 20 amostras, 13 representavam bidpsias incisionais e 7 pecas
cirurgicas.

As distribuicdes de frequéncias das caracteristicas sociodemograficas e
clinicas dos pacientes, previamente diagnosticados como carcinomas epidermoides
de boca sédo demonstrados na tabela 1. Das 20 amostras incluidas no estudo, a
populacao constituiu-se de 14 (70,0%) pacientes do sexo masculino e 6 (30,0%) do
sexo feminino. A idade variou entre 30 e 77 anos, as idades média e mediana dos
pacientes foram respectivamente iguais a 53,95 + 13,9 e 53 anos, sendo a maioria
dos pacientes da faixa etaria de 50 a 59 anos (8 — 40,0%). Quanto as outras
caracteristicas predominaram a cor da pele feoderma ou parda (16 — 80,0%),
procedentes do interior do Amazonas (10 — 50,0%). Quanto ao tabagismo e etilismo,

50% (10) dos pacientes relataram uso do tabaco e alcool, sendo 90% desses tanto
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eram tabagistas, quanto etilistas. 35% nao era tabagista e 30% nao era etilista, 15%
e 20% dos casos com auséncia de informacdo para tabagismo e etilismo

respectivamente.

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncias por caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos
pacientes diagnosticados com CEB.

CARACTERISTICA n (20) %
Sexo
Feminino 6 30,0
Masculino 14 70,0
Idade

Idade média 53,95 + 13,9 anos
Idade mediana 53 anos

30a39 4 20,0
40 a 49 2 10,0
50 a 59 8 40,0
60 e mais 6 30,0
Cor da pele
Parda 16 80,0
Branca 4 20,0
Naturalidade
Capital - Manaus 7 35,0
Interior do Amazonas 10 50,0
Outros Estados 2 10,0
N&o informado 1 50
Tabagista
Sim 10 50,0
Nao 7 35,0
N&o informado 3 15,0
Etilista
Sim 10 50,0
Nao 6 30,0
N&o informado 4 20,0
Localizacéo da lesdo
Assoalho bucal 3 15,0
Lingua 11 55,0
Maxila 1 50
Palato 3 15,0
Trigono retromolar 2 10,0
Tipo de biépsia
Incisional 13 65,0
Peca cirdrgica 7 35,0
Tratamento
Cirurgia 7 35,0
Quimioterapia 1 50
Radioterapia 2 10,0
Cirurgia + Quimioterapia 1 50
Cirurgia + Radioterapia 2 10,0
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 2 10,0
Radioterapia + Quimioterapia 3 15,0
N&o informado 2 10,0

Recidiva / Recorréncia
Sim 7 35,0
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Nao 8 40,0

Nao informado 5 25,0
Delta-tempo (dias)

Delta-tempo médio 95.1 + 87,8

Delta-tempo mediano 74 dias

13a30 3 15,0

31a50 2 10,0

61a90 3 15,0

91 e mais 4 20,0

Perda de seguimento 8 40,0
Tempo de seguimento (meses)

Tempo médio 34.0 + 40,8

Tempo mediano 13 meses

2al5 4 20,0

16 a 30 10 50,0

31 e mais 6 30,0
Status do paciente

Obito devido ao cancer 8 40,0

Obito por outra causa 1 50

Vivo com a doenga 2 10,0

Vivo sem a doenca 4 20,0

Perda de seguimento 5 25,0

A sublocalizagdo mais comum da cavidade oral foi a lingua (11 — 55%), seguida
pelo assoalho da boca e palato (3 — 15% cada) trigono retromolar (2 — 10%) e maxila
(1 — 5%). O Principal tratamento de escolha foi a cirurgia, onde 35% (7) dos casos
foram submetidos ao tratamento cirdrgico. Dos 20 casos, 8 (40%) nao apresentaram
recidiva e 7 (35%) apresentaram recidiva, sendo 5 (25%) nao informado. Quanto ao
tempo de seguimento do paciente (contando em meses desde a data do diagndstico
até o ultimo acompanhamento) variou de 2 meses a 128 meses. A média de tempo
gue o paciente continuou vivo apés o diagnéstico foi de 34.0 + 40,8 meses e mediana
de 13 meses. Quanto ao status dos pacientes ao final do estudo, oito (40,0%)

faleceram devido ao cancer (Tabela 1).

Caracterizacao histopatolégica e Imunohistoquimica

Como mostra a tabela 2, foi verificado que 75% (15) dos casos foram
classificados histopatologica como CEB bem diferenciado (Figura 2-A), e 25% (5) foi
moderadamente diferenciado, ndo houve nenhum caso de pouco diferenciado. Foi
encontrada presenca e grau de queratinizagdo igual a grau 1- altamente
queratinizada, para maioria dos casos (Figura 2-A) (10 — 50,0%), a disposi¢ao do
arranjo celular predominante mais comum foi em ilhas (13 — 65%). Houve maior

prevaléncia de infiltrado inflamatério intenso (Figura 2-A) (10 — 50,0%), e TILs altos
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(high) (Figura 2-B) (15 — 75,0%). O qual foi encontrada correlacéo positiva entre TILs
infiltrado inflamatdrio (p=0,027) (Tabela 3). Conforme demonstrado na tabela 2, 100%
dos casos apresentaram baixa frequéncia de células CD4* (Figura 2-C, Figura 3-A e
C) e 50% apresentaram alta frequéncia de células CD8*(Figura 2-D, Figura 3-B) e
50% baixa frequéncia CD8* (Figura 3-D).

Tabela 2. Distribuicdo de frequéncias por caracteristicas histopatolégicas e imunohistoquimca dos pacientes
diagnosticados com CEB.

CARACTERISTICA n (20) %

Classificacdo histopatologica

Bem diferenciado 15 75,0

Moderadamente diferenciado 5 25,0
Presenca e grau de queratinizacao

Grau 1: Altamente queratinizada (>50%) 10 50,0

Grau 2: Moderadamente queratinizada (20%-50%) 5 25,0

Grau 3: Queratiniza¢cdo minima (5%-20%) 5 25,0
Disposicédo do arranjo celular predominante

Cordoes 3 15,0

llhas 13 65,0

Lencois 4 20,0
TILs

Low (0 a 40%) 5 25,0

High (41 a 90%) 15 75,0
Infiltrado inflamatério

Leve 2 10,0

Moderado 8 40,0

Intenso 10 50,0
Frequéncia de células CD4*

Low 20 100,0

High 0 0,0
Frequéncia de células CD8*

Low 10 50,0

High 10 50,0




49

HE, caso bem diferenciado, categorizado com grau de queratiniza¢éo 1 e intenso infiltrado inflamatério
(40x). (B): que apresentou uma maior frequéncia de linfocitos infiltrantes do tumor, variando entre 41 a
90% (TILs high) (200x). (C): O caso apresentou baixa infiltracéo de células CD4+ (CD4 low) (200x). (D): E
intensa infiltragdo de células CD8+ (CD8 high) que geralmente é vista no estroma tumoral (200x).

g o

g
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Figura 3: Analise imuno-histoquimica de dois casos de CEB. (A): O caso apresentou baixa infiltragdo de células
CD4+ (CD4 low) (200x). (B): E intensa infiltracéo de células CD8+ (CD8 high) (200x). (C): Outro caso apresentou
baixa infiltrag&o de células CD4+ (CD4 low) (200x). (D): E com baixa infiltracao de células CD8+ (CD8 low) (200x).
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Tabela 3. Relagédo entre as variaveis TILs e infiltrado inflamatério dos pacientes diagnosticados com CEB.

TILLs
INFLAMATORIO Low High n(@o)  p*
n (5) % n (15) %
Leve 2 20,0 0 0,0 2
Moderado 2 20,0 6 60,0 8 0,027*
Intenso 1 10,0 9 90,0 10

*p € significativo em p<0,05 (5%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson

Adicionalmente para as amostras de pecas cirurgicas foi verificado os itens do
CAP de acordo com a AJJC/UICC 82 edicéo (Tabela 3), que estavam disponiveis no
laudo anatomopatolégico e confirmados nas laminas analisadas. A presenca de invasao
linfatica e / ou vascular foi observada em 57,1% dos casos e ndo identificada em 42,9%
dos casos, enquanto que invaséo perineural foi vista em 42,9% dos casos e néo
identificada em 57,1% dos casos avaliados. A profundidade de invasao, foi observado
que em 42,9% o DOI era <10 mm. Em 85,7% dos casos, as margens apresentavam-se
livres de comprometimento neoplasico. Linfonodos positivos para o tumor foram
encontrados em 28,6% dos casos. 71,4% dos tumores eram bem diferenciados, e
outras caracteristicas como presenca e grau de queratinizacdo — grau 1 (4 — 57,1%),
disposicéo do arranjo celular predominante em ilhas (4 -57,1%), com TILLs high (6 —
85,7%) e o infiltrado inflamatdrio intenso (6 — 85,7%), 100% casos apresentaram baixa
frequéncia de células CD4* e 85,7% (6) dos casos apresentaram alta frequéncia de
células CD8*. Devido ao tamanho da amostra nao foi possivel fazer associacao das
caracteristicas histopatolégicas desses casos de pecas cirdrgicas com 0S

marcadores.

Tabela 4. Distribuicdo de frequéncias por caracteristicas histopatolégicas das pecas cirlrgicas dos pacientes
diagnosticados com CEB.

CARACTERISTICA n (7) %

Area de tecido presente nalamina histoldégica (mm2)
Area média 257.9 + 130,9 mm?
Area mediano 220 mm?

99 a 220 4 57,1

> 220 3 429
Invasao linfatica e / ou vascular

Presente 4 57,1

Nao identificada 3 42,9

Invasao Perineural
Presente 3 429
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N&o identificada 4 57,1
Profundidade de invaséo - DOI

<5mm 2 28,5

<10 mm 3 429

>10 mm 1 14,3

N&o pode ser determinado 1 14,3
Status da margem do tumor

Margem livre 6 85,7

Margem comprometida 1 14,3
Status de linfonodos regionais

Comprometido por neoplasia 2 28,6

Livre de comprometimento neoplasico 4 57,1

N&o pode ser determinado 1 14,3
Estadiamento patoldgico

pT1pNO 1 14,3

pT1pN1 2 28,6

pT2pNO 1 14,3

pT2pNx 1 14,3

pT3pNO 1 14,3

pT4apNO 1 14,3
Classificacdo histopatoldgica

Bem diferenciado 5 71,4

Moderadamente diferenciado 2 28,6
Presenca e grau de queratinizacao

Grau 1: Altamente queratinizada (>50%) 4 57,1

Grau 2: Moderadamente queratinizada (20%-50%) 1 14,3

Grau 3: Queratiniza¢cdo minima (5%-20%) 2 28,6
Disposicédo do arranjo celular predominante

Cordoes 1 14,3

llhas 4 57,1

Lencgdis 2 28,6
TILs

Low 1 14,3

High 6 85,7
Infiltrado inflamatério

Moderado 1 14,3

Intenso 6 85,7
Frequéncia de células CD4*

Low 7 100,0

High 0 0,0
Frequéncia de células CD8"

Low 1 14,3

High 6 85,7

Analise de imunoexpressao de células CD4* e CDS8 *.

Todos o0s casos apresentaram baixa frequéncia de células CD4*, 50% dos

casos apresentaram baixa frequéncia de CD8* e 50% apresentaram alta frequéncia

de CD8" (Tabela 2).

Os parametros imunolégicos foram dicotomizados e correlacionados

considerando os grupos formados com base na alta ou baixa frequéncia de células
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CD4* e CD8 *. Atabela 5 apresenta as frequéncias cruzadas entre as caracteristicas
clinicas e os biomarcadores combinados. A maioria dos casos com baixa frequéncia
de CD4* e alta frequéncia de CD8* estavam localizados em lingua, mas ndo houve
associacao entre a alta ou baixa frequéncia dos marcadores e a localizagéo da lesao
(p=0,137). 7 casos tiveram recidiva, onde 6 tiveram alta frequéncia de CD8". A tabela
4 apresenta ainda as frequéncias cruzadas das caracteristicas histopatologicas
quanto a classificacao histoldgica, grau de queratinizagéo infiltrado inflamatorio, TILs
e 0s biomarcadores. Onde as analises ndo apresentaram associacdo entre as
referidas caracteristicas e os resultados dos biomarcadores (p>0,05). Os casos de
peca cirurgica foram também observados quanto a dicotomizacdo dos marcadores
CD4 e CDS8 e as caracteristicas clinicopatoldgicas, embora ndo tenha sido realizada
associacao devido ao tamanho da amostra. Onde a maioria dos casos 85,7%(6)

apresentaram alta frequéncia de CD8 (Tabela 6).

Tabela 5. Relagéo entre as caracteristicas clinicopatoldgicas e os biomarcadores combinados dos pacientes
diagnosticados com CEB.

CD4'owCD8glow CD4'owCpghigh
CARACTERISTICA h (10) % (1n0) % n (20) p*
Faixa etaria
30a39 1 10,0 3 30,0 4
40 a 49 2 20,0 0 0,0 2
0,244
50 a59 3 30,0 5 50,0 8
60 e mais 4 40,0 2 20,0 6
Sexo
Feminino 2 20,0 4 40,0 6
. 0,314
Masculino 8 80,0 6 60,0 14
Tabagismo
Sim 5 50,0 5 50,0 10
N&o 3 30,0 4 40,0 7 0,788
Nao informado 2 20,0 1 10,0 3
Etilismo
Sim 5 50,0 5 50,0 10
N&o 2 20,0 4 40,0 6 0,450
Nao informado 3 30,0 1 10,0 4
Localizacédo da lesdo
Assoalho bucal 2 20,0 1 10,0 3
Lingua 3 30,0 8 80,0 11 0,137
Maxila 1 10,0 0 0,0 1
Palato 3 30,0 0 0,0 3
Trigono retromolar 1 10,0 1 10,0 2
Recidiva / Recorréncia
Sim 1 20,0 6 60,0 7 0,282
Nao 4 80,0 4 40,0 8
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Classificacao histopatoldgica

(OMS)
Bem diferenciado 7 70,0 8 80,0 15 0.500
Moderadamente diferenciado 3 30,0 2 20,0 5 '
Presenca e grau de
gueratinizagéo
Grau 1 4 40,0 6 60,0 10
Grau 2 3 30,0 2 20,0 5 0,670
Grau 3 3 30,0 2 20,0 5
Infiltrado inflamatério
Leve 1 10,0 1 10,0 2
Moderado 5 50,0 3 30,0 8 0,638
Intenso 4 40,0 6 60,0 10
TILs
0% - 40% Low 3 30,0 2 20,0 5 05
41% - 90% High 7 70,0 8 80,0 15 ’

*p é significativo em p<0,05 (5%)
Teste Qui-Quadrado de Pearson
Teste exato de fisher para “recidiva”

Tabela 6. Relagao entre as caracteristicas clinicopatoldgicas e os biomarcadores combinados com os casos de
peca cirdrgica.

. CD4'ovCD8g'ow CD4'owCpghigh
CARACTERISTICA ") % n (6) % n (7)

Sexo

Feminino 1 100,0 4 66,7 5

Masculino 0 0,0 2 33,3 2
Tabagismo

Sim 1 100,0 4 66,7 5

N&o 0 0,0 2 33,3 2
Etilismo

Sim 1 100,0 4 66,7,0 5

Nao 0 0,0 2 33,3 2
Localizacéo da lesdo

Lingua 1 100,0 6 100,0 7

Recidiva / Recorréncia

Sim 0 0,0 4 66,7 4

Né&o 0 0,0 2 33,3 2

NA&o informado 1 100,0 0 0,0 1
Status do paciente

Obito devido ao cancer 1 100,0 2 33,3 3

Vivo com a doenga 0 0,0 1 16,7 1

Vivo sem a doenga 0 0,0 1 16,7 1

Perda de seguimento 0 0,0 2 33,3 2
Invasdao linfatica e / ou vascular

Presente 1 100,0 3 50,0 4

N&o identifica 0 0,0 3 50,0 3
Invaséo Perineural

Presente 0 0 3 50,0 3

Nao identifica 1 100,0 3 50,0 4

Profundidade de invaséao - DOI



<5mm

<10 mm

>10 mm

N&o pode ser determinado
Status da margem do tumor

Margem livre

Margem comprometida
Status de linfonodos regionais

Comprometido por neoplasia

Livre de comprometimento
neoplasico

N&o pode ser determinado
Estadiamento patoldgico

pT1pNO

pT1pN1

pT2pNO

pT2pNx

pT3pNO

pT4apNO
Classificacdo histopatoldgica
(OMS)

Bem diferenciado

Moderadamente diferenciado
Presenca e grau de
queratinizacao

Grau 1

Grau 2

Grau 3
Disposicéo do arranjo celular
predominante

Corddes

Ilhas

Lencois
Infiltrado inflamatério

Leve
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Intenso
TILs
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41% - 90% High

O Ok O

=

=

O OoOFr OO0OO0O

=

o

0,0
100,0
0,0
0,0

100,0
0,0

0,0
0,0
100,0

0,0
0,0
0,0
100,0
0,0
0,0

100,0
0,0

100,0
0,0
0,0

0,0
100,0
0,0

0,0
100,0
0,0

100,0
0,0

P P NDN

o = o

R R, ORNPRE

w

o O O

o O

33,3
33,3
16,7
16,7

83,3
16,7

33,3
66,7
0,0

16,7
33,3
16,7
0,0
16,7
16,7

66,7
33,3

50,0
16,7
33,3

16,7
50,0
33,3

0,0
0,0
100,0

0,0
100,0

P P WN

[l @]

NN

P PR RPNPR

(&)

I

= O

(21

Anadlise de sobrevida com as caracteristicas clinicopatolégicas

54

O tempo de sobrevida dos pacientes variou entre 0,2 (< 1 ano) e 10,9 anos,

sendo a sobrevivéncia mediana global de 1,2 anos. A curva de sobrevida de Kaplan-

Meier, mostra que quanto mais o0 tempo aumenta, tem menos probabilidade de

sobrevivéncia dos pacientes (Figura 4). Nao houve associacdo entre sobrevivéncia e

as caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes (Tabela 6).



Tabela 7. Relagéo entre as medidas de sobrevida e as caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes
diagnosticados com CEB.

MEDIDAS DESCRITIVAS (sobrevida em anos)

*

CARACTERISTICA

n Média dp Minimo Mediana Méaximo
Faixa Etaria
30a39 4 6,7 4,3 14 7,2 10,9
40 a 49 2 0,5 0,3 0,3 0,5 0,7 0131
50 a 59 8 1,9 25 0,2 1,2 7.9
60 e mais 6 25 3,1 0,3 0,7 7,4
Sexo
Feminino 6 4,1 3,9 0,4 3,3 10,9 0.186
Masculino 14 2,3 3,2 0,2 0,8 9,3
Tabagismo
Sim 10 2,0 2,6 0,2 0,7 7,9
N&o 7 4,1 4,4 0,4 1,4 10,9 0,494
N&o informado 3 3,1 3,8 0,3 15 7,4
Etilismo
Sim 10 15 2,3 0,2 0,6 7,9
N&o 6 4,7 4,6 0,4 3,2 10,9 0,222
N&o informado 4 3,7 3,3 0,3 3,5 7,4
Localizacéo da lesdo
Assoalho bucal 3 0,6 0,3 0,3 0,5 0,9
Lingua 11 3,6 4,0 0,2 1,6 10,9
Maxila 1 0,3 * 0,3 0,3 0,3 0,414
Palato 3 2,6 2,4 0,9 15 54
Trigono retromolar 2 4.1 4,7 0,7 4,1 7,4
Tipo de bi6psia
Incisional 13 2,5 31 0,2 0,9 9,3 0,341
Peca cirirgica 7 3,5 4,2 0,3 1,6 10,9
Tratamento
Cirurgia 7 43 3,6 0,3 5,0 9,3
Quimioterapia 1 0,2 * 0,2 0,2 0,2
Radioterapia 2 0,3 0,0 0,3 0,3 0,3
Cirurgia + Quimioterapia 1 1,9 * 1,9 1,9 1,9 0,141
Cirurgia + Radioterapia 2 0,5 0,0 0,5 0,5 0,5
Cirurgia + Radioterapia +
Quimioterapia 2 6,3 6,6 1,6 6,3 10,9
Radioterapia + Quimioterapia 3 0,9 0,6 0,4 0,9 15
N&ao informado 2 4,2 4,6 0,9 4,2 7,4
Classificacéo
histopatolégica
Bem diferenciado 15 2,9 3,5 0,3 0,9 10,9 0,694
Moderadamente diferenciado 5 2,6 3,8 0,2 1,4 9,3

Presenca e grau de
queratinizacdo
Grau 1: Altamente
gueratinizada (>50%) 10 3.9 3,9 0,3 3,0 10,9
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Grau 2: Moderadamente

queratinizada (20%-50%) 5 25 39 03 0,9 93 0608
Grau 3: Queratinizacao

minima (5%-20%) 5 1,1 0,7 0,2 1,4 1,9
Disposicao do arranjo

celular predominante
Corddes 3 1,0 0,7 0,2 1,4 1,5
llhas 13 3.4 3,8 0,3 0,9 10,9 0,659
Lencois 4 2,5 3.4 0,3 1,1 7,4
TILs
Low (0 a 40%) 5 4,4 4,1 0,2 5,0 9,3 0,827
High (41 a 90%) 15 2,3 3,2 0,3 0,9 10,9
Infiltrado inflamatorio
Leve 2 8,4 1,3 7,4 8,4 9,3
Moderado 8 1,7 2,2 0,3 0,6 5,4 0,110
Intenso 10 2,7 3,6 0,2 1,5 10,9
Frequéncia de células CD4+
Low 20 2,9 34 0,2 1,2 10,9 NA
High - - - - - -
Frequéncia de células CD8+
Low 10 1,94 3021 0.2 0,6 9,3 0,069
High 10 3,79 3,75 0,4 1,75 10,9
Recidiva / Recorréncia
Sim 7 35 4.0 0.7 1.6 10.9 0728
Nao 8 3.8 3.6 0.3 3.3 9.3

*p é significativo em p<0,05 (5%)
ANOVA de Kruskal-Wallis

NA: Nao se Aplica
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Figura 4: curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes diagnosticados com CEB. (A): Curva de sobrevivéncia, a
curva mostra a sobrevida até o evento — morte ocorrer, quanto mais 0 tempo aumenta, menos probabilidade de
sobrevivéncia. Os participantes que ndo desenvolveram o evento até o final do estudo ou tiveram perda de
acompanhamento séo censurados (tracos em vermelho). (B): Funcao de risco, a curva mostra o risco até o evento —
morte ocorrer, quanto mais o tempo aumenta, maior probabilidade de morte.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a relacao entre a frequéncia de células CD4* e CD8*
e TILs no CEB, e sua associacdo com varias caracteristicas clinicopatoldgicas e
andlise de sobrevida, em 20 amostras oriundas sobretudo de biopsias com algumas
pecas cirargicas de casos diagnosticados com CEB. A amostra consecutiva foi de
conveniéncia incluida em um periodo de 5 anos.

O céancer de cavidade oral representa um grande problema de saude. No Brasil
mais de 90% dos casos sao representados pelo CEB (1). O perfil epidemiologico dos
pacientes com CEB tem mudado ao longo do tempo, com acentuada variacao
regional, mas ainda ha maior prevaléncia no sexo masculino, geralmente individuos
mais velhos, apés a quinta década de vida (5,7). Nesse estudo, a maioria dos
pacientes era do sexo masculino, com média de idade 53 anos e predominéancia de
pacientes com mais de 55 anos, semelhante ao visto em estudos anteriores, onde tem
uma predominancia homens com mais 60 anos, mas difere um pouco na idade (1,7).
Em relacéo a localizacéo da lesédo, a maioria dos casos foi descrito na lingua, seguida
do assoalho bucal e palato. Os dados sdo congruentes com o0 que descreve a
epidemiologia brasileira sobre a localizagcdo mais frequente do CEB (1,7).

A associacgdao entre tabaco e o alcool com CEB estéo estabelecidos na literatura
(5,7,24). Em relacdo aos tabagistas e etilistas desse estudo, 50% era tabagista e 50%
etilista, os resultados foram semelhantes ao estudo de Leite et al., (2018), que a 50%
de todos os pacientes que foram questionados se faziam uso de alcool ou tabaco
responderam que faziam uso de ambas as substancias. O que a literatura afirma que
os fumantes acometidos com CEB se encontram com estadiamento mais avancado e
caracteristicas patoldégicas mais agressivas que os pacientes com CEC e sem
histérico de tabagismo (25).

Muitos estudos indicaram que a presenca de linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) é um fator progndstico favoravel para o resultado do tratamento em diferentes
tipos de cancer(11,14,15,20). O TME abriga uma variedade de células imunes, sendo
composto principalmente de TILs (linfocitos T e B e células NK), macrofagos e células
dendriticas (17,26,27). Todos os componentes desempenham papéis criticos na
deteccdo e eliminacdo de células tumorais, contribuindo assim para interromper a
progresséo e proliferacao do tumor (28). Os linfocitos T CD4*, coordenam a imunidade
adaptativa das células T, reconhecem antigenos peptidicos de moléculas MHC Il de

Classe Il. As células T CD4+ podem ter uma funcéo efetora e apoiar a diferenciagéo
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em células T CD8" ou se diferenciar em Tregs induzidos que medeiam a
imunossupressao (19,29). Ja os linfécitos T CD8™, reconhecem antigenos peptidicos
em moléculas MHC | de Classe I. As células T CD8* inibem o crescimento do cancer
e, na maioria dos canceres, as células T CD8* estdo associadas a um progndstico
favoravel e a sobrevivéncia livre de doenca (29).

O presente estudo avaliou a relacéo entre TILs, frequéncia de CD4* e CD8* no
CEB, bem como sua associa¢do com Varias caracteristicas clinicopatolégicas. Neste
estudo, a expressdo de CD4* e CD8* nédo foi significativamente associada a
parametros clinicos como idade, sexo e local do tumor. Os resultados do estudo foram
semelhantes ao estudo de Wahbi e Al Manadili (30), onde foi relatado que a expresséo
de CD4* e CD8* nao foi significativamente associada a idade, sexo e
tabagismo. Assim como o estudo de Jeyapriya et al.(29), onde a expressao de CD4*
e CD8" néo foi significativamente associada a parametros clinicos como idade, sexo,
habito de fumar ou local do tumor. J4, no estudo de Lequerica-Fernandez et al. (26),
no qual houve TILs de CD4* e CD8* mais elevados ao habito de fumar e consumo de
alcool. Isso mostra que a tumorigénese pode ser multifatorial e ndo limitada a habitos
e locais de tumor (29).

As alteracdes histopatologicas priorizadas neste estudo foram a presenca de
infiltrado inflamatério, graduacéo dos tumores e presenca de TILs. Estudos mostram
a importancia da associacdo da densidade e distribuicdo dos TILs e o impacto
significativo no progndéstico dos pacientes (31-33). Semelhante a um estudo (20), este
estudo encontrou uma correlacéo positiva entre infiltrado inflamatorio e densidade de
TILs, o que indica que células inflamatérias recrutadas ainda podem infiltrar as areas
tumorais. No presente estudo 50% (10) da amostra apresentou alta frequéncia de
CD8", no qual a alta expressdo do CD8* foi observada em 53% dos tumores bem
diferenciados, mas ndo houve significAncia estatistica, quanto ao grau histolégico. As
células T CD8* sdo geralmente consideradas a principal forca contra o cancer (11).
Em apoio a isso, Sales de Sa et al.(28) encontraram uma associacao entre alta
expressdo de CD3 e CD8 com tumores bem diferenciados. Em um estudo de Wahbi
e Al Manadili (30), o CD8* nao foi associado ao grau de malignidade, o que é
conjecturado que devido a complexidade de sua correlacdo com o microambiente do
CEB, como a sinalizagao por meio de receptores, incluindo CTLA-4 e PD-1 em células
CD8*, pode inibir sua atividade (30). Contrariamente no estudo de Jeyapriya et al.(29)

a expressao de CD8* correlacionou-se positivamente com o aumento do grau
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histopatolégico do CEB, no qual é relacionado que apesar das ceélulas CD8*
exercerem um efeito tumoricida, o grau mais elevado de tumores, apesar da infiltracao
pesada de CD8*, pode ser devido a imunoedi¢cdo do cancer (29). Deve-se levar em
consideracdo também que a diferenca nos resultados possivelmente € devido ao
tamanho das amostras, aos diversos sistemas de pontuacédo usados para calcular a
expressdo de TIL e as diferentes técnicas de analise de tecidos e caracterizacao de
linfocitos, que podem resultar em discrepancias nos resultados desses estudos.

Em um estudo realizado por Wolf et al.(31) casos com contagens mais altas
de infiltrado de CD8 foram associadas a recorréncia do tumor (p=.05), mas néo a
sobrevida geral ou especifica da doenca, o que é inesperado visto essa populacdo de
célula é conhecida por ter qualidade supressora no microambiente tumoral. Porém
eles também observaram que uma menor infiltracdo geral de linfécitos (soma de
células CD4 e CD8) tendeu a estar associada a maiores taxas de recorréncia. Shimizu
et al.(32) relataram que o CD8* € um indicador de recorréncia tumoral e prognéstico
no CEB. Neste estudo 7 casos tiveram histdrico de recidiva, onde 6 apresentaram uma
raz8o de baixa frequéncia CD4* e baixa ou alta de CD8*, porém ndo houve
significancia estatistica.

Estudos anteriores mostram que a alta expressao de células T citotoxicas CD8+
estd correlacionada com melhor sobrevivéncia em paciente com CEB
(11,28,32,33). Onde a alta densidade de células T CD8* estromais na periferia do
tumor e a alta densidade de células T CD8* parenquimatosas na borda invasora
podem ser fatores prognosticos independentes para sobrevida livre de recorréncia e
sobrevida global (32).

Este estudo traz 7 amostras provenientes de pecas cirlrgicas, onde a presenca
de invasao linfovascular foi observada em 57,1% dos casos, invasédo perineural em
42,9% e 28,6% com comprometimento linfonodal regional. Porém, devido ao tamanho
amostral, ndo foi vidvel fazer a associacfes dessas caracteristicas histopatolégicas e
ou o estadiamento pTNM com os marcadores. Assim, ndo sendo possivel saber o
valor prognostico dessas variaveis.

Para células T CD4*, estudos anteriores encontraram uma associacdo entre
baixa expressdo de CD4 e estagio T mais alto e presenca de invasao linfovascular
(11,34). No entanto, estudos como os de Spector et al.(35) e Gaafar et al.(36)
relataram que contagens mais altas de células CD4* estavam associadas ao CEC oral

em estdgio avancado. Além disso, os estudos de Gaafar et al.(36) e de Whabi et al
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2022 descobriram que o infiltrado denso de células CD4* estava associado a tumores
pouco diferenciados, 0 que para eles apoia a visdo de que a infiltracdo de células T
auxiliares CD4* pode ser um indicador de resposta protumoral. Neste estudo, em
todos os casos houve baixa expressdo de CD4, e na razdo de CD4°%/CD8"" ou
CD8"9" ndo houve nenhuma associacao entre as variaveis clinicopatolégicas.

Em relacdo ao valor prognéstico da expressao de CD4 em CEB, Sales de Sa
et al.(28) descobriram que o aumento da expressdo de CD4* tendia a ter um
prognéstico pior no CEC oral, mas esse resultado néo foi significativo e o estudo
incluiu apenas 48 participantes. Assim como Gaafar et al.(36) descobriram que
células CD4* densas estavam associadas a pior sobrevida global, embora seja
importante notar que o tempo médio de acompanhamento para o estudo foi
relativamente curto (48 meses), e o tamanho da amostra foi relativamente pequeno
(n=22). No entanto, o estudo de Wongpattaraworakul et al.(11) mostrou associa¢des
significativas entre alta expressédo de CD4 e resultados de sobrevivéncia favoraveis,
e que a baixa expressao de CD4 (e ndo CD3 ou CD8) poderia identificar pacientes
com CEB em estégio inicial com resultados de sobrevida desfavoraveis. Nao se tem
certeza sobre esses resultados inconsistentes na literatura de expressédo de CD4 em
CEB, no entanto, as células CD4* sdo capazes de se diferenciar em diferentes
subconjuntos, onde todos tem papéis diferentes. Especula-se que as diferencas nos
subtipos tumorais de células CD4* podem explicar a variabilidade observada entre
esses estudos, e sugere-se que analisar o valor progndstico de subconjuntos
especificos de células T CD4* pode ser valioso (11). No presente trabalho observou-
se que dos 8 casos que foram a ébito devido a doencga, 5 tiveram baixa frequéncia de
CD4* e CD8*, porém nao foi possivel estabelecer associacdo. A sobrevivéncia
mediana global foi de 1,2 anos, porém quando os resultados de sobrevida foram
analisados de acordo com as caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes, nao
houve significancia estatistica.

Este trabalho contém algumas limitacbes e que devem ser discutidas. Uma
delas é seu desenho retrospectivo, que introduz vieses inerentes. A fonte do paciente
foi uma Unica instituicdo, o que pode resultar em viés de sele¢do, como também limitar
a generalizagdo dos resultados. Além disso, as dificuldades estatisticas incluem a
coorte de pacientes relativamente pequena limitando o poder estatistico. Um tamanho
de amostra maior pode mostrar uma associacao significativa entre infiltracdo de CD4+

e CD8+ e os parametros clinicopatologicos. Apesar das limitagBes, este trabalho
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representa um marco para a caracterizacdo da populagdo da presente amostra,
mostra o perfil de inflamacé&o presente e densidade e frequéncia TILs nestes tumores,
ainda que com marcadores especificos CD4 e CD8, percebe-se uma diferenca entre
0os marcadores, visto que houve um comportamento diferente, onde todos os casos
teve baixa frequéncia de células CD4*, ja a frequéncia de células CD8* foi alta em
50% dos casos em geral e em 53% dos casos bem diferenciados. Tal constatacao
precisa ser melhor investigada, em termos biol6gicos de cada um, visto que as células
T CD4* e CD8* desempenham papéis distintos, mas complementares, no sistema

imunologico e nos hallmarks do cancer.

CONCLUSAO

+ O perfil epidemioldgico e histopatolégico dos pacientes com CEC primério de
boca neste estudo é semelhante ao perfil classico encontrado na literatura, com
pacientes do sexo masculino, acima dos 50 anos, com lesdes em lingua e
amostras de CEB convencional bem queratinizado.

e O perfil de TILs elevado em um contexto de infiltrado inflamatério intenso,
sinaliza que as células inflamatorias recrutadas mantém a capacidade de
infiltrar as areas tumorais, reforcando a importancia biolégica da inflamacao
como Hallmark do cancer.

e A alta expresséao dos linfécitos T CD8* em 50% dos casos em geral e em 53%
dos casos bem diferenciados, sinaliza seu papel citotoxico, em casos com
caracteristicas mais favoraveis do ponto de vista histoldgico.

e A baixa frequéncia de linfécitos CD4* em todos os CEBs sinaliza que a resposta
imunoldgica orquestrada provavelmente ndo € o caminho prioritario frente ao
CEB classico.

» A andlise dos linfécitos T CD4 e CD8 ndo deve ser feita de maneira isolada no
contexto da biologia tumoral do CEB. Estudos adicionais com subconjuntos de
células T, além de outras células inflamatorias sdo necessarios para melhor

entendimento do papel da resposta imune na biologia tumoral.
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6. CONCLUSAO

[

O perfil epidemiolégico e histopatolégico dos pacientes com CEC primario de
boca neste estudo € semelhante ao perfil classico encontrado na literatura, com
pacientes do sexo masculino, acima dos 50 anos, com les6es em lingua e
amostras de CEB convencional bem queratinizado.

O perfil de TILs elevado em um contexto de infiltrado inflamatoério intenso,
sinaliza que as células inflamatorias recrutadas mantém a capacidade de
infiltrar as areas tumorais, reforcando a importancia biologica da inflamacéo
como Hallmark do céancer.

A alta expressao dos linfocitos T CD8* em 50% dos casos em geral e em 53%
dos casos bem diferenciados, sinaliza seu papel citotéxico, em casos com
caracteristicas mais favoraveis do ponto de vista histoldgico.

A baixa frequéncia de linfécitos CD4* em todos os CEBs sinaliza que a resposta
imunoldgica orquestrada provavelmente ndo € o caminho prioritario frente ao
CEB cléssico.

A andlise dos linfocitos T CD4 e CD8 néo deve ser feita de maneira isolada no
contexto da biologia tumoral do CEB. Estudos adicionais com subconjuntos de
células T, além de outras células inflamatérias sdo necessarios para melhor

entendimento do papel da resposta imune na biologia tumoral.
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0 Caminoma Epidermaide de Boca (CEE) & uma neopiasla maligna com disrenclacio escamosa que sa
origing do epitalo da mucosa (MULLER; TILAKARATNE, 2022). A eficlogia dessa neaplasia & multfaional e
est3 frequentemente ass0ciada 3o bagismo, etilsmo, que =50 os fatores etiologicos mais detenminantes,
principalmente quando atuam de forma sinérglea. CUSTCS fSiDMes AE50CIA008 INCILE expoEiclo eXoaesva 3
Iuz ultravioieta {para carcinomas |ablals), dietas carentes de frutas e vegetals, ma higiene bucal e

mEsigaGdn o2 oz de areca (espedaments em popuiagies aslaticas), @ a imfecpdo peio Vins do Paplioma
Hurran [HPW) Emibém e descrita, em populacies mals jovens[EHMAGGAR et al, 2017; LEITE et d., 2015

PLZAK et 3, 2019). O perll epidemioligico dos pacientss com CEB tem mutado 30 longo do tempa, com
acentuata variag3o reglonal, mas ainda ha malor prevalencia no sexo mascullng, o que s deve 3 malor
expoeiplo a fatores de risco endre os homens. O candnoma epidemoide de boca acomets geralments
Individuos mals velhos, apes 3 quinta Becada de vida. A apresentago clinka Lsual & uma Bicera Indoior i
borda a lingua ou assoalho da boca (LEITE at al., 2018; MULLER: TILAKARATNE. 2022). Mo cendrio
mundial o cancer de cavidade oral representa um Importants prodlema de sade & constitul 3 citava
neoplasia mallgna mais comum [LOUREDO et al., 2022 PERDOMO et al., 2016).
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Mo ano de 2020, dados do Osenabino Globd do Cancer (GLOBOCAN) da OrgantzagSo Mundlal da Sadde
aponiaram pars o surgimento de 377.713 noves 3505 de cancer de Lk & cavidade orl em fodo o mundo,
com 177.757 obflos [SUNG ef al, 2021). Mo Brasll 530 pbservadas a5 malores Exas de Incidéncla de
carcer de D0ca @ arofannge, princinalments no saxo masculing, gue chegam a s2r ir2s veres maiores do
qQue &M oulrs palses da Amanca Central & do Sul Sagundo 35 esIMativas do InsSut Macional do Cancer
{INCA) para o ano de 2023 1o aMazonas 550 Esperaco Cema oe 140 Novos Casos 08 cancer dagnosticado
em cavidade oral. Onde mals de 0% desses casos sdo representados pelo carcinoma
epidermdide{LOUREDG et al., 2022, PERDOMO & al, 2016, SUNG =t al., 2021). Alualmemie, o tatamento
& geralmenie Daseado na ressecedo cinirgica do twmor primano, que pode s2r seguida de radio e
quimicierapla. A @@ de sobrevida global & de menos de 60%, com progntstico foriements dependente do
sislema de estadamemto THM. O tamanng S0 tumor, bem como 3 presenda & enisnsdo das metastasss
Imfonodals 530 bastanis reconhedidos como 06 prediores mals Imporiani=s. Mo entanba, os mecanismos
subjacentes que levam 3 um fenclipo agresslvo ainda ndo s3o tolElmente compreendidos[BLATT =t al,
2017, O esiudn das moleculias Holdgicas ernvonidas no mesanisme molecular & carcnogenese imesem
dados dlagnostices vallosos, ou seja, blomancadorss, N processo do cancar. O biomarcador & uma
molecula biologica encontrada No sangue, ouinos fultos corporals ou tecidos que @ wm sinal de um
PIOCEEE0 NOMTEl oU anonTal, ou ge uma condicio de doenga como o cncer [SANTOSH; JOMNES; HARVEY,
2016). OF HOMarcacnes podem Ser caroloraios, DMNA, MRNAS, Proteinas ou pequenas moléculas como
meabdifos & ouras mokculas celulares. Esles podem sersados dinkamente para rastrear, dagnosticar e
monfiorar 3 atividade da dosnga @ avallar 3 resposta terapautica. Os bliomarcadores de cancer podam sar
classificados com bass no esiado 43 doenga, Incuingo biomarncadores preditivos, diagnosiicos e
progndsticos(RIVERA et al, 2017). Os blomancadores preditvas levam A detecgo de anormalldades que
CcALEEM O desemeoiimento do CEE, Snquantn 05 MEtagores prognasicos AUdam 3 prever 3 resposia 3
terapla & o prognoéstico do paciente [PILLAJ et 3., 2021). Podem ainda, sarem categorzacos em relacio ao
significado clinico QUanio 305 PrOCEE506 DIoIOgICos 005 blomarcadores na regulagio do celo celular,
proliferagdo celular, microamblents tumoral, reacdo Imunoksgica, Instabllidade gendmica, como tambam
genes de deservolvimento embrionano [SLATT ef al., 2017). Aluaiments, varcs Homanadores umorals
t&m sigo sugeridas para prever o prognostico de paclentes com carcinoma epldermalde de boea
[LENOUVEL et al., 2020; STEUER &t al., 2018). Uma vez que possivels Diomanagores 550 necessancs

para prever o prognisico, para a|udar a iIndiidualzar & aondagens [ErEpanicas S para SUDETar possivels
mecanismos oo resisiéncla (BLATT et al, 2017).
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Ko entanto, o estabeledmento de blomancadones do CEB para uso no dlagndsico & prognistico pemanece
parciaiments kentficados. De manelra geral, esses Diomarcatores tambem podem sar de JguIma manara
EnqUAdIados &M UM 006 dez Halmarks classicaments estudados No cancer (SASAHIRA; KIRITA, 2018
Magse contenta, o cojetivo desse estudo & caracterizar a express3o biomarcadores de agrassividade em
£arcnomas epklenmoide primanos de boca. Para lsso, serd reallzado um estudo cbservacional de casos
dlagnosticados com CEE, no perioda de [anein de 2014 a dezembro de 2023, de trés |laboraonas de
patoiogla da cidade de Manaus.

Hipotese: Existe um paml de eapressdo 0 Diomarcadonss profelcos gue Influencia na agressividade oo
£arcinoma epldermolde de boca (CEB).

Metodologla Proposta O projeto esta vinculado a Inha de pesquisa de carcinogdnes: oral, na qual esta
dentm da irha de biopatologla do Programa de Pee-Graduagso de Odontoiogla (PPEO). O trabalho segue
ec5a fematica de caminogénsss, Na DUsca de blomarcadores para o CEB, abrigando assim o presanie g,
futuros projedos de mestrado @ PIBIC'S. O mesmo 253 planefado para ser executado no laboratono oe
patoiogla & Imunchisiogquimica do Depariamentn e patologla em medicing legal [DPML), que esta em
processo de Implemeniacdo, para ins de pesquisa, porém conta atuaiments com a colaboragdo do
laboratorio particular Centro de Procedimentes Dlagnésticos da Amazinla (CPDA) onde as reaphes ambem
poderas ser realizadas. Desenno do estudo O esiudo & ser reallzado trata-se de uma pesquisa
pbssarvacional, retrospectiva e tambem de sobrevida. A recomendagio Strengihening the Reporting of
Obsarvational studies In Epidemiciogy (STROSE), que constiul um conjunio de Ikens para esiudos
pbservacionals, serd Wilzada para conduzir esia pesquisa (CUSCHIER], 2019) Questio de Pesquisa Qua
0 pafll de expressd0 oe Homan:adonss &m candinoma epldenmoids de boca? Para 3 elaboracdo da questio
fol wilizada 3 eEtatégla para estutos coservacionals (Cafton & Bultrago-Gomez, 201E] Aspecios eticos O
projeto completo fol niciaiments submetido 3 direg3o do hospital FCECOM para cotenglo da Carta de
AnuEnEa InsTucional, assm como 3 chefla do DEMLUFAM e Laboraitno particular CPOW, para firaimente
Bar sunmelido 3o Comite de Elkka em Pesquisa CERUFAM. O mesmo il auorizado nos Tes 10c3is (Aneans
I, Wl & 11}, Para 06 ca508 da FCECOM com diagnasiico de CEB recentss, &m que 0 pacents enconira-se &m
acompanhamento na unidade de sa0de, a partir da identifNcaco junbo 30 Sendgo de Arquivo Madco &
Estatisticas (SAME), 5588 OU 5ELS MREDOMESVEs serdo abordados pelo pesquisador, mediante explcaches
acerca da nalureza, dos cojetivos, dos beneficlos & possivels Miscos oo estudo, 3im de obler autcrzagio
para 35 coictas dos dados &
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caraterzagdo das demals Informagies abraves do Termo de Consentimentn Livie @ Esdaredido — TCLE
[APENDICE A). Deve-se destacar que nenhum nove procedmentn serd reallzado no paclente, sendo
necessana exdushaments 3 anuéncla do participania para ulllzagho e seus dados & material hisiokgico,
COMD [AMnas & biocos de paranng, Ja comfecoionados N passano, em materials que Hverem sido obtitos
por procedimantos ciRrgks visando o diagnisico. Pam C6 c3506 Mals antgos a FCECON, nos uals 06
padeniss |3 ndo estelam em acompanhamento regular, guer sela por ébtto, por abandono, ou por aita, e o5
£3506 dlagnosticacos palks lahoraonos de paniogla do DPMUUFAM & CPOM serd solidtada 3 Dispensa oo
TCLE (TDCLE) (APENMDICE B), orde serio apresentaias |usificathas plausivels (denire elas a dificuidads
fie ACES50 30 partapante), e, Para E55E5 Ca506, UHEZ3A0 O TEmd de cOmpromisso € uizagio oos
Cados — TCUD [APENDICE C), para savaguartar os dirsios quanto & confidencialidace das Infamanies
de dan0s pess0als & oe revisin o8 13minas oo pancipeniss 03 pesquisa. Local 00 S55uso A pesouUisa 523
realizads em 2 [aboratdnos de anatomia paloitgica oo cdade oe ManausiAk, s2ndo eles: Laborabino de
Anaiomia Paiokigica do DPMLUUFAM, Laboratona de Anatomia Paioidgica da Fundagio Centro de Confrole
g Oneologa 9o Amazonas (FCECON) & no Centro de Procedimenios Diagnastoos da Amazonia (CPOA).
AmCETa de estdo & casuistica O planejamento amcetral Tl realizado com base nos Reaones te Gestdo
ga FCECON dos Oiimes 5 anos, que registrou em media 24 pacientes no setor ge Cabega e Pestgn
portadores de necplasias mallgnas 9o I, cawidate oral & fanngs. Tanto no DPML quams CPOA a5t
previstas uma media de 10 a 12 cascs por ano representativos de materal, intiizando em conjurio am
media 450 ca506 Nos 10 ancs pianejados.

Criterio de InclusSo:

« A FESENCa o8 carcinoma epidermeide de boca (Incluinde lingua, ass0aiho da boca, genglva, MuUcosa
Jugal, paiato duro, frigano refromoiar) em pacientes de amMbos 06 5EX0S, COM |dade acima de 16 anos,
dlagnosticados com CEB mediante laudo histoidgico, podendo ser o CEB convenclonal ou 5U3s vananies,
no periodo de |ansim de 2014 a dezembm de 2023;

» Prontusrio/Requisicio de exames histopatologico de pacienies provenientes dos nos [aboratorios de
Patningia da FCECOM, DPMLUUFAM e GPDA, com laminas histopainiogicas efou biocos de paratina obbides
de pepas Cringicas efu biopsias Incisionals representatvas para analise;

» Pacientes em acompannamento na FCECON com dagnostico e CEB primano de boca aiou recidiva (em
que a hiopsia estiver disponivel para comparagio), no periodo de janeln de 2014 a

Erdetegs. Hus |eresns S0
Hairfo. Adrisrdpois CEF: g 707
UF: A8 Munbcpés.  WAFE LS

TmbirPorsm: BCPTO0E-1 1E] E-mall! oo clermSgel com

Sngim: (2 58 1

75



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ‘W
AMAZONAS - UFAM

|

Cortiramclic oo Faoscer 8 BE R

deFemim de 2023,
« Pagientzs Que tenhiam acompantamento prafenencal e © anos par ardlse de soorevita

Criignio de Excusam
» Promiudns’ Requiskeio de axame histopatologlcn sem informagies saficiantements documentadss para

coleta dos dados ciinkcoepideminlagieos com Informacdes Incompletas do padents ou 00 ESpagime.
= W0 Incailzacso oo inots de parafing, susdncia de representafvidacs 3o umor no bicco d2 parafing,

Tamannd &3 Amosira 240

O CrongQrama de Execucan esta compiato 2 Indlca qus 3 coista dos dados esta prevista para acomiecer no
periodo de 19025024 3 3122027, Orgamento Financeino preve um custo de /S 1345,36, eferente 3
compra de materal de cusieln, e fol Indicado Ninanclamento progria.

Objaten da Pesquisa:

Segqundo o pesqulsador principal na documento
PE_INFORMAGCOES BASICAS DO PROJETO 2271130.pd 130172024 15:11:16, o5 obiefvos do estudo
B0

Cbjetve Primarc: Caracterzar 3 expressio de HOManacons proteicos de agresshidate em Carminomas
epidammoige de boca.

Otyetiva Secundano:
» Caractenzar o perfll epidemioitgico ge pacientes coMm caninoma epidermiioe de boca (CEB) casos
prmAnos e de recidiva;

= Veriicar o per| oo CEB fe 3COr0 Gom 35 vanavels: dassifcacio da OMS & suas varantes Nisiiogcas,
Ivasadn Infovascular & perinewral, plor padrao de Invasao, siaius das margens 00 twumor & o estadlamento
paORgIC

« Carachanzar biomarcadores de evasdo fumaralisistema imune, reguladones 4o o celular, Indice de
prodieragao celular, de nstabiikads e micossatsiis @ Dlomansdorss fe desermoivimenio de emononano
(HOMEOCBOX) em CES;

» Azcndiar 06 achadss dinicos e moroidgicos dos padentes ¢om CEB primano de boca com a
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EXpIEESA0 006 Diomanadonss de agessvidade.

= COMparar o6 3spesns dinico-patnitgicoe & 3 5obievida dos padentss com CEE;

= DiEscrever 3 soonevida oS paciente (em 5 anos), cOMEatoNS-1a COMm 3 expressdo dos Dlomancadones
arallsasoe.

avallaghe dos Riscos & Banaficios:
Segundo o pesgulsader princlpal no documento
FE_INF'DF.HH.I;{-JEE_E.I'I.EIC-‘I.E_D'D_F'F.E'JETE'_EI?i 13%.pdf 1970172024 18:11:1&:

Riscos: M3 presente pesquisa ocomerd Uma caracienzagdo da expressdo de bomarcadones proteicos de
aqresshvidace am caninomas epidamolde de boca, G0 especimes de Pecas crirglcas ou bibpsias com
laudos de CEE primario de boca. Por Talar-6e 0 uma pesquisa documental e retrospeciiva, ndo ser3
necessark o submeter 3 qualquer Spo de procedimento ou Imeredr no 52U cotidiano, ndo havendo Gmoem
mudanga no sau diagnosticn Iniclal. Ponsm, sagundo a Resolugio NP 456, de 12 de tezembio de 2012, 1oda
pesquisa envoive riscos. Mo caso da presente pesguisa, 0 riscos s3o 3 guelra de sigllo das suas
Informagies pessoals, no entanto, nis, &3 equips de pesquisa, assequramos 3 tofEl confidencialidade &
slgle das Informaghes gue nos Torem repassadas, pois utllizaremos codfeagdd de regisinos am
COmpUiatones 2iou planinas e aCess0 EXCIUSHG 005 pesguisadones, potegiios por sent@. Oulro possive
MSCo & 3 QUabra o [aminas histopalaiagicas durante 3 andllse 30 MICTOSCORI0, VS qUE 35 MesTas 530 e
vidra, mas garantimeos que haeera exfremo z=io & culdado com 3 manipulacio das mesmas. Com reiagdo
305 blocos de parafina que contenham amosiras da les3o, tambem garantimos zelo & cuidado para
manipulagdo 2 0 nd0 esgotamento das amosiras, quando da confecpdo de Novas Iaminas. Tambsm
QEENIMaE QUE O METaEnesents Gi(s) ioo(s) @ ajs) lAminais) serdn devohinas para o AMMEzeEnamenta no
arquive do |aboraiano ge ongam. Dessa Mansira garantmes que fomaremos 10006 05 Culklados & medidas
cabivals para garanr o sigio dos dados do pacienia, sequindo tambam o que ofenta 3 Carta Clrcular n®.
D3 1/CONERCNS/GEMS (que trata espacifcamants sobre uso de promiuErios, apasar de se fratar de
lauios) & Embam 3 Resoiucaa CRM MO M- 22172016 publleada no DUCLUL de D1 de novermbio de 2018,
Segdo |, p. 179, modicada pela Resolugdo CFM e 222202018 e pela ResolugSo CFM n® 2.226(2013)
[Codign de £1ca Medica). Devido 3 Impessibiidade de obtengdo do TCLE o todos 0f parlidpantes do
estudo, o pesquisadores assinardo o Termo de Compromissa de LElizagcdo de Dadoes (TCUD) 2 os dados
BErd0 exXpressns em fermos de madlas e proporcles para o conjunto dos Individuos, resgquariando-se 3
comidencialldade doo dados ulllizados.
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Benefkios: 05 beneficios da pesquisa 550, de maneia geral, Indiretos aos pariicipanies da pesquisa e
respeltam suas dmenses fisica, pelquica, moral, Intelechual, sodal, cultural & espintual. Messe confexdn,
ftwraments 06 dados ajudar3o 3 Indvidualzar 35 abortagens terapeuticas @ para SUPErar possivels
mecanismos de resisiEnca, visando o melhar conhecimento da B0enca @ 5Uas Caracteristicas, reforando
alnda 3 aplicablidade e Importancia clinica dos blomarcadores prediores valldados para solrevida,
recorrénela tumoral, metastase linfonodal e resisténcla a
hitps-plataformabrasi]. saude.gov_bricommonimagesicon_pdfgifterapia. Do ponto de vista clentfico, a
pesquisa ajudara ainda trazer conhecimentos s0bre possivels biomarcadores que 50 mulio necessanos
para praver o prognisiico. Além dleso, o estudo f2m o benafido e obienclo de Informacies relevaniss &
esclarecedoras oo perfil cinkcopainiogicn da doenca, como tambem 3 forma que o CEB se distribul nos
pacientes no comexin de BUSS CAracherislicas socindemograncas.

Comentarios & Consideragies aobre a Pesquisa;
Trata-52 de um projein de pesquisa, que fol submetkdo para aprediagio do Comitd de Etica em Pesquisa da
Uriverskiade Federal do Amazonas no da 12 de janaim de 2024, & tem como pasquisadon responsavel 3

Profa. Dra. Talana Nayara Liboro Kimura, professora pemmanente do Programa e Pos-Graduagio em
Cdontologla da Facuidade de Odontologla da WFAM, conforme seu CVLattes (DS/DE/2023). Tambam
particlpam ¢a equips de pesquisa: Luclana Botinelly Mendonga Fujlmoto, Tassla Caronline ga Costa
Mandes, Ana Paula Fermelra de Souza @ Malko Ramos Mals.

Conzlderagbee sobra B Termos de apresantago obrigatoria;
FOLHA DE ROSTOr ADEQUADA. Apresentads no documento folhaDeRosto_assinato pd! 15/01/2024

Oz 18:21

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOCS: ADEQUADD. Apresentadn como anexd do documenio
Projeto_Cetalhado pd? 1810152024 01:08:23

TCLE: ADEQUADC. Apresentado no anquivo APENDICE_A_TCLE pdf 1801/2024 01:09:01
TCUD: ADEQUADOD. Apresantado no arquive APENDICE_C_TCUD par DSA/2024 121701

TERMOC DE ANUENCIA: ADEQUADD. Apresantado nos documentos Carta_de Anuencia_DPML pdf

Erriireps. Hus |eresnm §LED

Hairfa., Adrardpois CEF. ai EFars
UF: AN Munbsdpes. RAMALE
TwmbirPona: (B0 23051 551 E-mall: cecctemSgrml com
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Cortirumclo oo Ferecer 5 BE RS

0S/01/2024 12-13:39, Carta_de_Anuencia_do_Sarvico_de_Patologia_Foecon paf 05A01/2024 13:17:37,
Carta_de Anuencia CPDA.p! DS\1/2024 12:13:48, Canta_de Anuencia SAME FCECON.pf DS/01/2024
13:16:21 & Carta_oe_Anuencia £ Parecer FCECOM paf 05/01/2024 1212438,

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR RESPOMNSAVEL: ADEQUADOC. Apresentads no
documente Declaracas_de_Manuselo_de_Materlal_Elologlco.pdf 1B/01/2024 01:11:02,
Carta_de_Anuencla_do_Pesquisador_Colaborador.pdf 05/01/2024 12:41:16 e
TERMO_DE_COMPROMISSO_DO_PESQUISADOR_RESPONSAVEL.DOT 0S/01/2024 121547
Recomendagios:

Este CEP analisa 06 35p2cios $1005 03 pesquisa 0om Dase nas Resoiughes S65/2012-CNS, S1020M15-CNS
& DARTES COMpISMEntanss. A aprovagso oo proiocso neste Comite MAO SOBRERSE eventuais restipes a0
Inkcio da pesqUIsa estabelecidas pelas aunoridades competentes, devida & pandemia de COVID-18. O
pesquisador (a) deve anallsar a pertingngcla do Inkclo, sequndo regras de sua Institwgdo ou
Insthulgles/awtoridades sanitarlas locals, municlpals, esiaduals ou federals.

Conclusies ou Pendénclas @ Lista o Inadequagies;

O comiié de &2ca da UFAM anallsou o presente projeto @ enfendey que o mesmo esta dentro das normas
(0 COMItS & 035 NOMas vigenies do Consaing Nadonal de Saloe/Ministens da Saite 2siandd 0 Masmo
APROVADC, lembrants 30 pesquisador prindpal 03 ctngatonedade oe CUmper o CFONOGIRAIME & 0 &Nvio 00
redzano fral na data previsia. Caso a pesquisa ndo s=ia conclulda o prazo estipulada, © pesquisator deve
erviar o relattiro pamial.

OfA) pesquisacona) deve enviar por Nolficaco 0s relahonos pancias € inal. (tam X1.d. da Res 4652012
CNS), por melo da Plataforma Brasl @ Mantsr saU cronogama ualizads, soliciando por Emenda evertuals
alteragies artas daNinalizagdo 00 prazo Inclaments pravisto.

Conslderagtes Finals a critério do CEP:

Este CEP analisa 06 35pecios ecos 03 pesquisa com Dase nas Resoiughes S66/2012-CNS, S102015-CNS
£ DARTES COMpiamentanss. A aprovagio o proiocaio neste Comite MAD SOBREPSE eventuais ressipies a0
Inkcio da pesquisa estabelecidas pelas awtoridades competentes, devido & pandemia de COVID-15. O
pesquisador {a) deve anallsar a periindnsla do Inkclo, segundo regras de sua Insltwigdn ou
IFI-EIII'IZIJII:}ﬁEE.'BMEII'II]HE-E sanitarlas locals, munlclpas. 2slatuals ou federals.

Esfs parecer fol alaborado bassso nos documentos ababio relachonados:

Erdete>  Hus leresns, JU0

Halrfa. Adriardpcis CEF. i E70TS
UF: &M Munbcipsc.  BARS LS
Tabifona: (00 EEE-1080 E-mall, ceschamgosd com

]
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APENDICE A - Ficha de Coleta dos Dados Clinicos

1. Numero do Prontuario: Data de Inclusédo no projeto:
/ /
2. Nome do paciente: Servico de origem:

CONDICOES SOCIOECONOMICAS/DEMOGRAFICAS
3. Idade do paciente:

4. Sexo do paciente: Masculino Feminino Ignorado

5. Estado civil:

() Casado (a) () Divorciado (a) () Viavo (a) () Unido estavel () Solteiro (a) () Nao
informado

5. Naturalidade: Municipio onde reside:

6. Cor da pele

() Leucoderma (branca)

() Xantoderma (amarela)
() Melanoderma ( negra)
() Feoderma (parda)

() Nao identificou

HISTORIA MEDICA

7. Tabagismo: () Sim () Nao () Nao Informado
8. Etilista:

()Sim ()N&o () N&o informado

9. Sinais e Sintomas

() tlcera

() dor

() dificuldade para mastigar

() dificuldade para movimentar a lingua

() placas esbranquicadas (gengiva, lingua, palato e mucosa jugal)
() Outro. Qual?

10. Tempo do aparecimento dos sintomas até o diagndstico (dias)

() <14 dias

() >14 dias

() entre 30 e 60 dias
() > 60 dias

() N&o informado

CARACTERISTICAS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS
11. Onde foi realizada a biopsia

() FCECON

() Faculdade de Odontologia

() Centro de Especialidades Odontoldgicas (CEO)
() Outro. Qual?
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() Nao informado
12. Tipo da Bi6psia

() Incisional
() Excisional
( ) Peca cirtirgica (com retirada total apds diagndstico prévio de bidpsia incisional)

13. Sitio Anatémico da Biopsia

() mucosa jugal

() lingua

() gengiva

() assoalho bucal

() palato

() vestibulo

() trigono retromolar
() Outro. Qual?

SOBREVIDA

14. Ano do diagnéstico - Laudo anatomopatolégico (ano)
() 2014 () 2016 () 2018
() 2015 () 2017

15. Estadiamento clinico e patoldgico: Clinico: cT cN cM

Patoldgico: pT pN pM

16. CID

17. Tratamento solicitado no momento do diagnéstico

() radioterapia
() quimioterapia
() imunoterapia
() cirurgia
() cirurgia + radioterapia
() cirurgia + quimioterapia
() cirurgia + imunoterapia
() cirurgia + radioterapia + quimioterapia
() Outro. Qual?
18. Data do diagnéstico Data do inicio do tratamento
19. Recidiva / Recorréncia
( )Sim ( )Nao () Nao informado
Local:
20. Data do ultimo seguimento: e tempo em meses decorrido desde o diagnéstico
até ultimo seguimento

21. Status:
( ) Vivo sem doenca
( ) Vivo com doenca
( ) Obito pelo cancer
( ) Obito por outra causa
( ) Perda de seguimento
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APENDICE B — Andlise Histopatoldgica e Imunohistoquimica do Carcinoma
Epidermoide de Boca (CEB)

l.identificacdo
NuUmero do registro: Data de Inclusédo no projeto: / /
Numero do Prontuario:

Nome do Paciente:
Servigo de origem:

2. Caracteristicas do Espécime

() Biopsia incisional (') Bidpsia excisional () Peca cirargica:

Localizacéo da Leséo:

Estadiamento (CAP 2021) — Pecas cirurgicas

Procedimento:

Tamanho do tumor (Maximas dimensdes em cm3):

Profundidade de Invasédo (em mm?)

Invaséo Linfovascular:

() Nao identificada () Presente () Nao pode ser determinada
Invaséo Perineural

() Nao identificada () Presente () Nao pode ser determinada
Pior Padrao de Invaséao (WPOI)
() WPOI 5
() WPOI 1-4

Status das margens do tumor:

Linfonodos regionais (Numero de linfonodos com tumor, lateralidade e tamanho do maior
linfonodo):

Estadiamento patolégico:
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AVALIACAO HISTOLOGICA

Area do tecido avaliado:

3. Classificacao histopatoldégica do CEB (OMS)

Convencional
Grau histoldgico: () Bem diferenciado () Moderadamente diferenciado () Pouco
diferenciado
Variante histolégica:
() verrucoso
() basaloide
() fusiforme
() papilifero
() acantolitico
() adenoescamoso
() Linfoepitelial
() Cuniculatum

ELEMENTOS TUMORAIS

4. Presenca e grau de queratinizagdo (Anneroth et al., (1987) e Bryne et al., (1992))
() Grau 1: Altamente queratinizada (>50%)

() Grau 2: Moderadamente queratinizada (20%-50%)

() Grau 3: Queratinizagdo minima (5%-20%)

() Grau 4: Sem queratinizacéo (0%-5%)

Estimativa percentual:

6. Disposicao do arranjo celular predominante (Liborio et al., (2011))
() Lencois

() llhas

() Corddes

() Ninhos

() Células isoladas

7. Padréo e perfil Inflamatério (estromal ou néo)
() Leve

() Moderado

() Intenso

8. Andlise dos linfécitos infiltrantes do estroma tumoral (TILs) (de Souza et al., 2022).
() TILs High: 0% a 40%

() TILs Low: 41% a 90%

Percentual bruto (interno):
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AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

N° do Caso CD4 CDS8 Percentual | Perfil Inflamatdrio
Low High %Il |Low High % | | Combinado (em HE)

%I: percentual interno:

A andlise quantitativa de CD4 e CD8 varia de 0% a 90%. Os casos foram entao
subcategorizados como CD4 e CD8 baixos — 0% a 40% e CD4 e CD8 altos — 41% a 90%.
(de Souza et al., 2022
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APENDICE C- Protocolo Operacional Padr&o da Técnica Imunohistoquimica

Pré-analitico:

- Temperatura da parafina em torno de 50 — 53°C
- O corte foi realizado no micrétomo (Lupetec®), sendo um corte homogéneo entre 3
e 4 micras.

1. Pescado os cortes com a lamina de carga (lamina silanizada)

2. Foi separada as laminas de trabalho (caso e controle) em um papel na bancada
por recuperacdo Antigénica (Alto) (Mouse). Quando as laminas estavam na
geladeira, foi retirado e esperado ficar em temperatura ambiente antes da
estufa.

3. A lamina foi colocada na estufa (FANEM®) (na temperatura entre 60 - 65 °C,
controle de temperatura dupla, com termémetro do proprio aparelho e um
externo, para controle paralelo) por 1 hora.

4. Logo ap0s sair da estufa, imergido o berco na cuba com o primeiro xilol da
bateria de desparafinizagéo:

5. Assim o berco com as laminas passou em 4 cubas de xilol por 5 minutos em
cada cuba. Fez-se a secagem em um papel toalha. Posteriormente o berco
passou por 5 banhos em &lcool absoluto com 5 mergulhos em cada cuba.

6. ApOs o ultimo Alcool, passou o berco para uma cuba com agua destilada (pode
aguardar um pouco na agua destilada se precisar esperar mais tempo, deixar
em buffer).

(Depois de desparafinizar, e lavar em agua, pode deixar as laminas de um dia pro
outro mesmo fora de solucao).

Recuperacdo antigénica:

Foi realizada através da Panela Elétrica (TintoRetriver Pressure Cooker, Bio SB).
7. Colocado as laminas na cuba com tampéao Tris/EDTA pH 9,0 (Target Retrieval
Solution, pH alto, dil. 1:50:00, DAKO®).
8. Ajustado as cubas na panela com 600 mL de 4gua destilada.
9. Colocar o pino em Pressure. Ligar a panela na tomada, apertar o “menu” até

Poténcia Alta e selecionar o tempo até 20 MINUTOS.
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10. Quando acabar o tempo, girar o pino até pressure release. Abrir e retirar as
cubas. Levar tampa para pia. Levar as cubas para perto da pia. Pode deixar na
propria solucao se precisar fazer algo.

11.Esperado esfriar por 10 min. Pode deixar na propria solugéo se precisar fazer
algo.

12.Retirada as laminas das cubas com o reagente da recuperacdo antigénica e
lavado 2 vezes na cuba com 4gua destilada com alguns mergulhos (trocada a
agua entre primeira e segunda lavagem).

Blogueio da Peroxidase endbégena:

13. Foi desprezada a agua destilada sobre as laminas e, ha mesma cuba, foi
deixado o berco com as laminas em Perdxido de Hidrogénio a 3% (vol.10,
Rioguimica®) (por 10 minutos, quando usado a primeira e 15 minutos quando
usado o mesmo peroxido pela segunda vez. Guardar o peréxido no frasco
“perdxido usado” e somar o numero de laminas (pode reutilizar até 150 Iaminas
ou 4 dias).

14.Lavado 2 vezes com agua destilada

15.Lavado 2 vezes com tampéao de lavagem, Wash buffer (EnVision™ FLEX Wash
Buffer, 20x, dil. 1:20:00, DAKO®)

Anticorpo Primario:

16.Tirado as laminas da cuba, tirado o excesso de buffer com lenco rapidamente
do fundo da lamina e dos lados.

17. Os cortes foram contornados com a caneta DAKO Pen (DAKO®) (caneta
hidrofébica)

18.Com o ar desligado, foi aplicado 100 uL do anticorpo CD4 (clone 4B12, Pronto
para uso, DAKO®) e CD8 (clone C8/144B, Pronto para uso, DAKO®) (ou o
suficiente para cobrir o corte). Homogeneizar na méao. Incubado a 1 hora.
(Bandeja com papel umedecido no fundo e com tampa).

19.Colocada as laminas no berco e lavada 2 vezes em cuba com Wash Buffer.

Linker:

20.Foi separado o linker Mouse (EnVison™ FLEX+ Mouse (LINKER)), Pronto para

uso, DAKO ©).
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21.Secado o excesso de buffer, encaixada a lamina na bandeja e adicionado 100
uL do Linker. Esperado 20 minutos

22.Lavado 2 vezes com buffer.

Polimero:

23. Secar 0 excesso, encaixar na bandeja a lamina e adicionar 100 uL do polimero
marcado (EnVison™ FLEX/HRP, DAKO ®). Esperado 25 minutos

24.Preparado o diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) + Solucdo tamponada
contendo peroxido de hidrogénio (1 mL substrato + 1 gota DAB), (EnVision™
FLEX DAB+ Chromogen, EnVision™ FLEX Substrate Buffer DAKO ®), 5 min
antes de terminar o tempo do polimero.

Revelacdo: Aplicacdo do cromoégeno (DAB)

25.Lavado 2 vezes com buffer.

26.Secado com papel. Foi posicionado as laminas em uma esponja com papel
toalha. Aplicado o DAB com micropipeta o suficiente para cobrir o corte
(necessario apagar as luzes, pois o mesmo é sensivel a luz). Esperar 5
minutos. Os cortes que foram ficando castanho, foram retirados e colocados no
berco fora da cuba. Posteriormente neutralizado o residuo em hipoclorito 10%
e fazer o descarte de residuos apropriado.

27.Ap6s os 5 minutos, foi completado o berco e posicionado na cuba com Wash
buffer. Lavado 2 vezes.

Contracoloracéo e finalizacéo:

28. Foi o0 berco com as laminas na Cuba com Hematoxilina de Harris. Esperando
1 minuto e 30 segundos.

29.Lavou com alguns mergulhos em uma cuba contendo agua destilada (

30.Secado o excesso com papel.

31.Bateria de Finalizacdo: as laminas passaram por 4 banhos de alcool absoluto,
secado 0 excesso em papel toalha e passaram por 5 banhos de xilol. (com 4
mergulhos cada cuba de alcool absoluto e xilol).

32.Secado o0 excesso com papel e montar com Entellan e Laminula.



APENDICE D - Tabela com dados histopatoldgicos e imunohistoquimicos dos 20 casos

CD4 cD8
TILs , Low 0% a 40% / .
Tipo de Classificacao Low 0% a TiLs Perfil High 41% a 90% Low 0% a 40% / High Marcadores
Caso 'po d ASSITICAG 40% / High % Infiltrado 200 41% a 90% (200x) :
biopsia histolégica . (200x) Combinados
41% a90% bruto Inflamatério % %
(200x) Low High bruto Low High bruto
L Bem . CD4 Low CD8
1 Peca Cirdrgica diferenciado High 60 Intenso X 0 X 70 High
L Bem . CD4 Low CD8
2 Peca Cirdrgica diferenciado High 75 Intenso X 0 X 75 High
3 Incisional B.em . High 50 Moderado X 0 X 30 CD4 Low CD8
diferenciado Low
. Bem . CD4 Low CD8
4 Incisional diferenciado High 55 Moderado X 0 X 50 High
5 Incisional MOQerada_ment Low 30 Leve X 10 X 30 CD4 Low CD8
e diferenciado Low
6 Incisional MOQerada_ment High 50 Moderado X 0 X 40 CD4 Low CD8
e diferenciado Low
L Bem . CD4 Low CD8
7 Peca Cirdrgica diferenciado High 80 Intenso X 20 X 60 High
8 Incisional B_em . High 60 Intenso X 0 X 30 il
diferenciado Low
L, Moderadament . CD4 Low CD8
9 Peca Cirdrgica e diferenciado High 80 Intenso X 0 X 50 High
S, Bem . CD4 Low CD8
10 Peca Cirdrgica diferenciado High 60 Intenso X 0 X 55 High
11 Incisional B.em . Low 30 Leve X 0 X 45 C!Z)4 Low CD8
diferenciado High
12 Peca Cirlrgica B_em . Low 40 Moderado X 0 X 40 CD4 Low CD8
diferenciado Low
13 Incisional B_em . High 70 Moderado X 0 X 15 CD4 Low CD8
diferenciado Low
14 Incisional Bem High 55 Intenso X 2 X 30 CD4 Low CD8
diferenciado Low




91

15 Incisional B_em . High 80 Moderado 30 CD4 Low CD8
diferenciado Low
S Moderadament . CD4 Low CD8
16 Peca Cirargica e diferenciado High 80 Intenso 80 High
17 Incisional Mopleradament Low 40 Intenso 10 CD4 Low CD8
e diferenciado Low
. Bem . CD4 Low CDS8
18 Incisional Diferenciado High 70 Intenso 40 Low
. Bem . CD4 Low CDS8
19 Incisional Diferenciado High 70 Moderado 70 High
20 Incisional Bem Low 40 Moderado 65 CD4 Low CD8

Diferenciado

High




