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RESUMO

Mesmo em estagios clinicos iniciais, uma fracdo consideravel dos
carcinomas de células escamosas oral (CCEO) pode apresentar comportamento
agressivo, com tendéncia aumentada para invasdo local, metastase regional e
recorréncia apos o tratamento. Contudo, ainda ndo ha parametros para diferenciar os
pacientes que apresentam estes tumores com comportamento mais agressivo, que se
beneficiariam com uma abordagem terapéutica especifica, daqueles que apresentam
tumores mais indolentes. Nesse contexto, a identificacdo de caracteristicas
histopatolégicas, isoladas ou em modelos (combinag¢édo de varios aspectos juntos),
visa complementar as limitagdes do sistema de estadiamento TNM, fornecendo ao
clinico ferramentas para desenvolver um plano de tratamento mais preciso e
adequado para cada paciente. Embora a relevancia do sistema de classificacéo
histopatoldégica da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como ferramenta
prognostica para o CCEO venha recebendo inUmeras criticas ao longo dos anos,
algumas caracteristicas histopatologicas mais recentes, como brotamento tumoral,
proporcao tumor-estroma e linfocitos infiltrantes do tumor (TILs, do inglés tumor-
infiltrating lymphocytes), tém apresentado resultados promissores. O objetivo desse
estudo foi testar o impacto da quantificacdo de TILs na predicdo do progndstico de
pacientes com CCEO em estagio inicial. Para alcancar esse objetivo, associacdes de
TILs com sobrevida especifica e sobrevida livre de doenca dos pacientes foram
verificadas em uma amostra contendo 95 pacientes com CCEO classificados como
tumores em estagio clinico inicial (estagio I-TLINOMO ou estagio 1I-T2NOMO0) seguindo
as recomendacdes da 82 edicdo do sistema TNM. Os resultados deste estudo
revelaram que TILs tém implicacdes significativas para a sobrevida de pacientes com
CCEO em estagio inicial, sendo independentemente associado a sobrevida
especifica. Como a avaliacdo de TILs tem baixo custo, é factivel e reprodutivel, a
validacdo deve ser alvo de mais estudos futuros, pois TILs podem contribuir para a

avaliacdo do progndéstico de pacientes com CCEO.

Palavras-chave: Cancer oral. Estagio inicial. Parametros histopatolégicos.

Progndstico.



ABSTRACT

Even in early clinical stages, a considerable fraction of the oral squamous
cell carcinomas (OSCC) may show aggressive behavior, with an increased tendency
for local invasion, regional metastasis and recurrence after treatment. However, there
are still no parameters to differentiate patients who present these tumors with a more
aggressive behavior, which would benefit from a specific therapeutic approach, from
those who present more indolent tumors. In this context, the identification of
histopathological features, isolated or in models (combination of several aspects
together), aims to complement the limitations of the TNM staging system, providing the
clinician with tools to develop a more accurate and appropriate treatment plan for each
patient. Although the relevance of the World Health Organization (WHO)
histopathological classification system as a prognostic tool for OSCC has received
many critics over the years, other recent histopathological features, such as tumor
budding, tumor-stroma ratio and tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), are displaying
promising results. The aim of this study was to test the impact of TILs in predicting the
prognosis of patients with early stage OSCC. To achieve this objective, associations
of TILs with specific survival and disease-free survival of patients were verified in a
sample containing 95 patients with OSCC classified as early clinical stage tumors
(stage I-TINOMO or stage II-T2NOMO) following the recommendations of the 8th edition
of the TNM system. The results of this study revealed that TILs have significant
implications for the survival of patients with early-stage OSCC and were independently
associated with specific survival. As this evaluation is of low cost, feasible and
reproducible, the validation should be the target of further studies, as TILs may add in

the prognostication of patients with OSCC.

Keywords: Oral cancer. Early stage. Histopathological parameters. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

O cancer oral, representado majoritariamente pelo carcinoma de células
escamosas oral (CCEO) (Yao et al., 2019), encontra-se entre os 10 tumores mais
prevalentes do mundo, com uma incidéncia global superior a 300 mil novos casos e
177 mil 6bitos por ano (Bray et al., 2018). E considerado uma neoplasia de alta
malignidade e a maior parte dos pacientes apresentam uma doenca
locorregionalmente avancada no momento do diagnostico, para qual o tratamento
baseia-se em terapias multimodais, incluindo a cirurgia, radioterapia e quimioterapia
(Da Silva et al., 2019), e também 0s mais recentes métodos como a imunoterapia e
as terapias-alvo (Kumar et al., 2021). Invasao tumoral, metastase linfonodal, altas
taxas de recorréncia locorregional e desenvolvimento de segundos tumores primarios
séo as principais causas de morte em pacientes com CCEO (Ganly et al., 2012).
Mesmo em um estagio inicial, os tumores (sobretudo os encontrados na lingua e no
assoalho da boca) podem apresentar grande agressividade, com tendéncia
aumentada para invasdo e metastase (Coletta et al., 2020). Isso torna evidente a
necessidade de novas abordagens terapéuticas e progndsticas que consigam indicar
de forma mais eficiente o comportamento do tumor, pois apesar dos avancos, 0S
indices de mortalidade associados ao CCEO ainda sdo muito altos, com apenas
metade dos pacientes sobrevivendo por um periodo superior a 5 anos apos o

diagnostico (Chinn e Myers, 2015).

O estadiamento clinico (sistema TNM) continua a ser o principal parametro
utilizado para decidir o manejo e o progndstico dos pacientes com CCEO. No entanto,
esse sistema ndo tem apresentado tanta precisdo em prever a progressao do tumor,
0 que faz com que pacientes classificados em um mesmo estagio, apresentem
tumores com comportamentos distintos. Isso influencia especialmente em casos
iniciais da doenca, nos quais ainda ndo existem parametros que consigam predizer
melhor o comportamento de cada tumor e assim distingui-los para uma abordagem
terapéutica mais eficaz e individualizada (Wong et al., 2018). E importante mencionar
gue desde 2018, a edicao revisada (8° edicdo) do sistema de estadiamento clinico
comecou a ser utilizada. Neste sistema, para o CCEO, a profundidade de invaséo do
tumor (DOI) foi incorporada a categoria T e a invasao extracapsular de metastases

linfonodais foi incorporada a categoria N (Amin et al., 2017). Apesar de alguns estudos
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terem demonstrado uma superioridade da 8° edigdo em relagdo a 7° edicdo, alguns
outros estudos demonstraram que a 8° edicao da classificacédo TNM apenas aumentou
a complexidade da classificagdo, sem melhora no valor preditivo (Almangush et al.,
2020; Subramaniam et al., 2021).

O sistema de classificacdo histopatoldgica dos CCEOs preconizada pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) visa complementar as limitacdes do sistema
de estadiamento TNM, e assim fornecer ao clinico ferramentas para desenvolver um
plano de tratamento mais preciso e adequado para cada paciente (Almangush et al.,
2015). Esse sistema leva em consideracdo aspectos morfolégicos que podem estar
envolvidos na carcinogénese, como pleomorfismo celular, producéo de queratina e a
presenca de mitoses atipicas, e categoriza os tumores em bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado. Embora a classificacéo
histopatoldgica da OMS venha apresentando pouco valor preditivo em pacientes com
CCEO, estudos recentes mostraram que outras caracteristicas histopatolégicas
associadas a patogénese do CCEO podem ser artificios eficientes entendimento da
doenca e em predizer o comportamento tumoral, oferecendo aos pacientes
diagnastico, plano de tratamento e progndéstico mais precisos (Dolens et al., 2021).
Dentre elas, os linfocitos infiltrantes do tumor (TILs, do inglés tumor-infiltrating
lymphocytes), um grupo de células imunes mononucleares envolvidas no crescimento
ou inibicdo do tumor, tém sido mencionados pela literatura como potencial
biomarcador para predizer o prognostico e o resultado do tratamento em diversos tipos
de carcinomas (Almangush et al., 2022; Zhou et al.,, 2021). Neste estudo, nos
avaliamos o impacto dos TILs no progndstico dos pacientes com CCEO em estagio

inicial.



10

2 REVISAO DA LITERATURA

O cancer oral compreende cerca de 85% dos céanceres de cabeca e
pescoco, e consiste em uma neoplasia maligna dos tecidos da cavidade oral (The Oral
Cancer Foundation). Dentre eles, o carcinoma de células escamosas oral (CCEO) € o
mais prevalente, aparecendo em mais de 90% dos casos. Os demais incluem tipos
menos comuns, como tumores odontogénicos malignos, tumores de glandulas
salivares, linfomas, melanomas e sarcomas (Yao et al., 2019). Estimativas globais
recentes indicam que os canceres de labio e da cavidade oral representam a 162
neoplasia maligna mais comum em todo o mundo, com quase 355.000 novos casos
incidentes por ano, tornando-o0 um importante problema de saude publica (Miranda-
Filho et al., 2020). Além disso, é considerado uma doenca altamente letal, com uma
taxa de mortalidade que se aproxima de 50% (Wong et al., 2018). A maior parte dos
casos ocorrem em paises em desenvolvimento e séo atrelados as condi¢gdes sociais
e econdmicas, com as taxas mais altas ocorrendo nas camadas menos favorecidas
da populacédo. Algumas areas caracterizadas por altas taxas de incidéncia de cancer
de cavidade oral sdo encontradas no sul da Asia, Asia Oriental, partes da Europa
Ocidental, Europa Oriental e em paises da América Latina (Warnakulasuriya et al,
2021). No Brasil, o nimero estimado de novos casos tem permanecido em torno de
15.000, com um ligeiro aumento a cada levantamento. Para o ano de 2020, o INCA
estimou a ocorréncia de 15.210 novos casos de cancer oral, dos quais 11.200 sdo em
homens e 4.010 em mulheres, sendo este o quinto mais frequente do pais em relacéao

ao sexo masculino (INCA, 2020).

Em média, as taxas para os homens sao duas vezes maiores do que para
as mulheres, embora essa diferenca venha diminuindo ao longo dos anos,
possivelmente porque as mulheres estdo mais expostas ao tabaco e ao alcool hoje
em dia do que antes. O risco de desenvolver cancer bucal aumenta com a idade, e a
maioria dos casos ocorre em pessoas com mais de 50 anos (Warnakulasuriya et al.,
2021). No entanto, ultimamente tem-se observado um aumento alarmante na
incidéncia de CCEO na faixa etaria mais jovem (<45 anos), ainda sem causas
definidas, visto que na maioria dos casos, eles carecem dos fatores de risco
tradicionais ou, quando presentes, o tempo de exposicdo € muito menor (Coletta et
al., 2020).
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Semelhante a outros tipos de neoplasias malignas, o cancer oral (e, mais
especificamente, 0 CCEO) ocorre como resultado de um processo de multiplas etapas
caracterizado por alteracfes genéticas e epigenéticas distintas. Independentemente
dos fatores, sejam eles exdgenos (por exemplo, tabagismo, alcool, tipos oncogénicos
de HPV) ou enddgenos (por exemplo, predisposicao genética e sindromes raras, por
exemplo, anemia de Fanconi) implicados no cancer, uma caracteristica
fundamentalmente comum na carcinogénese oral € o acumulo gradual de defeitos,
mudancas que conjuntamente d&o inicio a transformacdo fenotipica (clinica e
microscopica) de epitélio normal para displasico e finalmente para carcinoma invasivo.
(Georgaki et al., 2021).

Estas alteracdes podem ser causadas por mutacdes aleatorias, erros no
processo de reparo do DNA ou pela exposicdo a uma variedade de fatores
carcinogénicos (Feller et al., 2013), resultando na ativacdo e superexpressdo de
oncogenes e nha inativacdo de genes supressores de tumor, modificacbes que
conferem vantagens na proliferacdo e na sobrevivéncia das células tumorais, como
insensibilidade aos sinais anticrescimento, resisténcia a sinalizacdo apoptotica e
capacidade de se infiltrar nos tecidos vizinhos, propagar e instalar em sitios distantes
(metastases), causando destruicdo de outros 6rgéos e, em diversos casos, levando o

paciente a obito (Kowalski et al., 2020).

A apresentacao clinica do cancer oral € altamente variavel. Qualquer lesdo
da cavidade oral, que ndo se resolva em 2 a 3 semanas, deve levantar a suspeita do
clinico. As apresentacfes mais comuns sdo a de uma leséo ulcerada na cavidade
oral, os pacientes também podem apresentar dentes méveis, sangramento, dor ou
dorméncia na boca ou face ou uma proétese dentaria mal ajustada. Considerando que
a maioria tem uma fase pré-maligna, é importante se atentar a doencas orais
potencialmente malignas (OPMDs), um grupo de doencas com risco aumentado para
cancer bucal (Warnakulasuriya et al., 2020). Incluem nesse grupo a leucoplasia,
eritroplasia, leucoplasia verrucosa proliferativa, liquen plano oral, fibrose submucosa
oral, lesdes palatinas em fumantes reversos, lUpus eritematoso, epidermdlise bolhosa
e disceratose congénita (Warnakulasuriya et al., 2021). Na maioria dos estudos, a
incidéncia de carcinoma in situ na bidpsia de eritroplasia aproximou-se a 50%, por
exemplo (Wong et al., 2018). Vale lembrar que o teste convencional para deteccéao

dessas alteracdes que aumentam o indice de suspeita de cancer oral ou OPMDs, bem



12

como avaliagdo do pescoco para quaisquer linfonodos aumentados com metastase
regional, é simples e envolve uma inspec¢édo visual sisteméatica e palpacao da cavidade

oral sob uma fonte de luz brilhante (Warnakulasuriya et al., 2021).

O diagnostico do cancer oral depende da obtencdo de uma amostra de
tecido da lesdo, a biopsia, para analise histopatolégica e seu estadiamento é
concluido de acordo com o American Joint Manual de Estadiamento do Céancer da
Comisséao de Cancer (AJCC). Esse estadiamento clinico ainda é o principal parametro
utilizado para decidir o manejo e o progndéstico dos pacientes com CCEO e segue a
classificacdo TNM: T = tumor, N = estado nodal, M = metastases. O estagio do tumor
tradicionalmente se refere a dimensdo radial maxima do tumor, mas na ultima
classificacao (82 edicao), a profundidade de invaséo do tumor (DOI) foi adicionada ao
estagio T e a invasdo extracapsular de metastases linfonodais foi incorporada a
categoria N (Amin et al., 2017). O estadiamento preciso do tumor € essencial para
determinar o tipo de tratamento oferecido, o campo de tratamento (extensdo da
resseccao para tratamento cirurgico e area de radioterapia para tratamento de
radiacdo), além de fornecer informacdes importantes para o tratamento e quanto ao
prognostico de sua doenca. Contudo, esse sistema possui limitacdes, em especial no
gue tange a previsibilidade da progressao tumoral, principalmente em casos iniciais
da doenca, nos quais ndo existem parametros para diferenciar os pacientes que
apresentam tumores com comportamento mais agressivos, que se beneficiariam com
uma abordagem terapéutica especifica, daqueles que apresentam tumores mais
brandos (Wong et al., 2018).

O tratamento dos pacientes com cancer bucal em estagio inicial geralmente
€ indicativo para um bom progndstico, além de melhores taxas de sobrevivéncia e
gualidade de vida (Warnakulasuriya et al.,, 2021). No entanto, nem sempre 0
comportamento clinico da lesdo corresponde ao seu diagndstico, fazendo com que
tumores classificados em um mesmo estagio clinico apresentem desfechos diferentes.
Em casos classificados como iniciais por exemplo, é possivel encontrar tumores

agressivos, com maior tendéncia para invasao e metastase (Coletta et al., 2020).

A capacidade do CCEO precoce de metastatizar em linfonodos nem
sempre esta associada ao estadiamento clinico TNM. Devido a heterogeneidade

histopatoldgica, existem dissimilaridades no comportamento biolégico mesmo em
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estagios clinicos idénticos. Em pacientes com CCEO em lingua, por exemplo, a causa
comum de falha do tratamento € a recorréncia regional apos a cirurgia. Tumores de
grande tamanho, profundidade de invasédo significativa, margens de ressecc¢ao
insuficientes e metastases para linfonodos cervicais sdo considerados fatores
progndsticos desfavoraveis. E de grande importancia clinica predizer o
comportamento biolégico do CCEO em seu estagio inicial e ndo em estagio avangado.
Pacientes com tumor em estagio inicial geralmente recebem tratamento com base no
julgamento clinico e na pratica institucional estabelecida. Assim, na maioria dos casos,
0s CCEOs em estégio inicial recebem tratamento multimodal apenas se forem
considerados altamente agressivos. Logo, torna-se evidente a necessidade de buscar
novas abordagens prognosticas que consigam indicar de forma mais eficiente o
comportamento do tumor, para que um plano de tratamento adequado, individualizado
e ideal seja oferecido aos pacientes, permitindo uma melhor tomada de deciséao,
manejo e capacidade de limitar o impacto do tratamento na qualidade de vida do
paciente (fala, degluticdo, mastigacao, etc.). Os marcadores histolégicos que possam
predizer com mais precisdo a progressao do tumor sao fatores interessantes nesse

processo (Elseragy et al., 2022).

Embora inimeras caracteristicas clinicas, histopatolégicas e moleculares
sejam propostas como fatores prognésticos para o CCEO, ainda muito pouco é
utilizado na pratica clinica (Almangush et al., 2017). Uma das abordagens mais
antigas na busca por marcadores bioldgicos para o CCEO é a identificacdo de
caracteristicas histopatoldgicas, isoladas ou em modelos (combinacdo de varios
aspectos juntos), que possam indicar o comportamento biolégico dos tumores
(Sawazaki-Calone et al., 2015; Coletta et al., 2020). A ideia atrelada aos sistemas de
gradacdao histopatoldgica é complementar as limitacfes do sistema de estadiamento
TNM, e assim fornecer ao clinico ferramentas para desenvolver um plano de
tratamento mais preciso e adequado para cada paciente (Almangush et al., 2015). O
sistema de classificacdo histopatologica dos CCEOs preconizada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) leva em consideracao o pleomorfismo celular, a producdo
de queratina e a presenca de mitoses atipicas, e classifica os tumores em 3 niveis
(bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado). Um
tumor maduro o suficiente para lembrar muito bem o seu tecido de origem, com grande

producdo de queratina e pouca ou henhuma mitose atipica, é classificado como bem
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diferenciado. Um tumor com muito pleomorfismo celular e nuclear e predominéancia de
células imaturas, com numerosas mitoses atipicas e com pouca ou nenhuma
producdo de queratina é denominado pobremente diferenciado. Um tumor com
aparéncia microscépica situada em algum local entre estes dois extremos é
considerado um carcinoma moderadamente diferenciado (El-Naggar et al., 2017).
Este sistema € conhecido por apresentar um pequeno valor preditivo para os
pacientes com CCEO, porém, estudos recentes tém demonstrado que as
caracteristicas histopatoldgicas relacionadas ao processo de carcinogénese podem
ser ferramentas Gteis com potencial valor progndstico, capazes de delinear melhor o
comportamento biolégico das células tumorais, auxiliando no entendimento da
patogénese do CCEO a nivel celular e molecular (Dolens et al., 2021). Devido a sua
praticidade e amplo uso na pratica diaria, seria desejavel que o sistema de graduacgéao
histopatolégica recomendado pela OMS fosse revisado e que novos parametros
histolégicos fossem incrementados a fim de melhorar o seu desempenho prognostico
(Elseragy et al., 2019).

As caracteristicas histolégicas do tumor e seus tecidos circundantes
desempenham um papel importante no diagnostico de bidpsias tumorais e estédo se
tornando cada vez mais evidentes. Muitos marcadores progndésticos relacionados a
HE foram introduzidos em estudos recentes. Apesar de apresentarem bom valor
prognostico para o CCEO em lingua com estagio inicial, ndo estao incluidos na
implementacé&o clinica. Exemplos de tais marcadores incluem brotamento tumoral, o
pior padréao de invasao (WPOI), relacdo tumor-estroma (TSR), linfécitos infiltrantes de

tumor (TILs) e fenbmeno célula-a-célula (Dolens et al., 2021).

A resposta imune é um dos principais determinantes que influenciam a
sobrevivéncia de pacientes com cancer. Além disso, a imunoterapia esta atualmente
implementada nos regimes de tratamento padrao de pacientes com cancer de cabeca
e pescoco recorrentes e/ou metastaticos (Almangush et al., 2022). Diversos estudos
sugeriram avaliar a resposta imune como parte da graduacdo histopatoldgica do
CCEO ao longo dos anos, no entanto, a avaliacdo dos determinantes imunolégicos de
um paciente com cancer ainda ndo é considerada no planejamento do tratamento do
CCEO. Logo, ha a necessidade de identificar biomarcadores imunoldgicos confidveis
e simples para otimizar ainda mais a estratificacao de risco e estratégias de tratamento

subsequentes. Estudos recentes tém mostrado que o microambiente imune tumoral
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(TIME) desempenha um papel critico no processo de carcinogénese. De acordo com
critérios amplos, o TIME é definido como a composic¢ao do infiltrado imune e o carater
da resposta inflamatéria (Badalamenti et al., 2019). Pesquisas atuais em imuno-
oncologia e biomarcadores de céncer sublinharam a importancia dos linfécitos
infiltrantes de tumor (TILsS) como um indicador progndstico promissor em varios tipos

de tumores, incluindo os tumores de cabeca e pescoco. (Almangush et al., 2022).

Os TILs, sédo células presentes no TIME que podem limitar ou promover o
crescimento e a metastase do tumor. Entre as diferentes populacfes de células
imunes infiltrantes de tumor, incluindo macro6fagos, células dendriticas e mastdcitos,
os TILs s&o considerados uma populacdo selecionada de células T com maior
reatividade imunolégica especifica contra células tumorais do que os linfocitos nao
infiltrantes (Badalamenti et al., 2019). Alguns receptores de superficie de células
imunes, chamados receptores de checkpoint imunolégico, podem inibir a atividade de
linfocitos proé-inflamatoérios, apos a ligacdo com ligantes especificos. As células
cancerosas exploram esses mecanismos para inativar os TILs a fim de escaparem da

vigilancia imunoldgica. (Badalamenti et al., 2019).

A avaliacdo dos TILs tem recebido atencdo global como um promissor
biomarcador prognostico de cancer que pode auxiliar na tomada de decisao clinica. A
prova de sua importancia foi mostrada pela primeira vez no cancer de mama, onde 0s
TILs sdo agora recomendados na classificacdo destes tumores. Evidéncias
emergentes indicam que o significado dos TILs se estende a outros tipos de cancer,
incluindo o cancer de cabeca e pescoco, e é de alta relevancia clinica também como
opcao de tratamento, uma vez que a imunoterapia tem sido clinicamente validada
como opcao de tratamento eficaz para diversos tumores, como melanoma, cancer de
pulmdo de células ndo pequenas (CPNPC) e carcinoma de células renais (CCR)
(Almangush et al., 2022). E notado pela literatura que sua quantificacdo no estroma
pode ser usada como uma ferramenta progndstica significativa para a previsao da
sobrevida global, sobrevida especifica da doenca e sobrevida livre de doenca.
Evidéncias de estudos colaborativos recentes e meta-analises destacam esse
processo como uma ferramenta util em revelar o status da resposta imune e sua forte
correlacdo com o resultado de sobrevivéncia, o que torna sua incorporacdo como
parte do sistema de graduacdo do CCEO uma etapa importante ainda nao

implementada na pratica patologica (Almangush et al., 2022).
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Para o CCEO, a identificacdo do escore prognostico baseado em
caracteristicas imunoldgicas foi recentemente introduzida por Zhou et al. (2020), que
relataram um valor progndstico promissor para determinado imuno escore. Porém, ha
uma necessidade urgente de estudos de validagao para confirmar os achados sobre
esses biomarcadores, e assim, direcionar a identificacdo de casos de CCEOs que

possam se beneficiar dessa nova ferramenta prognoéstica (Almangush et al., 2021).

Os TILs podem ser facilmente quantificados em laminas coradas com
eosina e hematoxilina (HE), que ja fazem parte da rotina clinica, de diferentes subsitios
de tumores de cabeca e pescoco, logo, sdo passiveis de serem implementados na
pratica diaria. Inclusive, um método padronizado para a avaliacdo de TILs foi
introduzido pelo International TILs Working Group (IIBWG) e tem mostrado bons
resultados (Almangush et al., 2021). Ha estudos que relatam que os critérios de
avaliagéo do IIBWG foram usados de maneira simples ao quantificar TILs em [aminas
HE de cancer de orofaringe e distinguir tumores com alto risco de baixa sobrevida,
mas estudos de validacdo em outros subsitios da cabeca e pescoco ainda precisam

ser considerados (Almangush et al., 2022).

O estudo de Almangush e colaboradores (2022) sobre o significado dos
TILs nos canceres de cabeca e pescoco, por meio de revisdes sistematicas e meta-
analises, traz um arsenal de evidéncias relevantes. Como exemplo, a uma meta-
analise de Ruiter et al. (2017) revelou um valor progndstico favoravel de infiltracao de
CD3, CD8 e FoxP3 no HNSCC com base em andlises agrupadas de estudos de boa
gualidade, com a maioria deles com baixo risco de viés. Além disso, em outra meta-
analise publicada em 2020, Bisheshar e colaboradores encontraram um valor
prognostico favoravel para CD56 e CD57. Em outro estudo recente, Borsetto e
colaboradores (2021) descobriram, em dois subconjuntos de TILs, que CD4 e CD8
elevados estavam associados a um risco reduzido de morte por cancer de cabeca e
pescoco. E digno de nota, quando Borsetto et al. conduziram meta-anélises para
subsitios de CCE de cabeca e pescoco, eles descobriram que o CD8 estava associado
a sobrevida de cénceres de orofaringe e hipofaringe, mas nenhuma associacéo
significativa foi encontrada com CCE oral ou laringeo. Concentrando-se em PD-L1, no
entanto, Yang et al. (2018) ndo encontraram valor significativo para sua expressao no
CCE de cabeca e pescoco. Outras evidéncias apontadas pelo estudo de Heikkinen e

colaboradores (2019) sugeriram que uma avaliacao geral dos linfocitos infiltrantes de
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tumor estromal (TILs) permite a estratificacdo de risco no CCEO de lingua em estagio
inicial. Meta-analises para subsitios especificos também foram realizadas. No CCE de
laringe, por exemplo, uma meta-analise recente descobriu que os TILs no TME séo
um marcador progndstico confidvel (Rodrigo et al., 2021). Esta meta-anélise incluiu
estudos considerando a avaliagéo geral de TILs em cortes corados por HE e usando
subconjuntos de TILs, incluindo CD8 e/ou CD3/CD4. No entanto, 0 pequeno ndmero
de estudos (<10 estudos) que foram incluidos em cada meta-anédlise e o pequeno
namero de casos (<100 pacientes) em muitos dos estudos incluidos foram destacados

como uma deficiéncia.

Por fim, nota-se que a avaliacédo de TILs em laminas coradas com HE pode
ser um parametro util além dos parametros prognaosticos tradicionais que nao avaliam
a resposta imune, visto seu potencial em aumentar o desempenho prognostico da
classificacdo e auxiliar na tomada de decisdo e planejamento do tratamento. No
entanto, o papel dos TILs ainda é controverso no CCEO devido a alguns fatores e
deve ser alvo de mais estudos para uma metodologia ainda mais padronizada e

precisa (Almangush et al., 2022; Huang et al., 2019).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da TILs no prognéstico de
pacientes com CCEO em estagio clinico inicial baseado na 8° edi¢cdo da classificacdo
TNM.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

O estudo incluiu um total de 95 amostras de CCEO classificadas como
tumores em estagio clinico inicial (estagio I-TINOMO ou estagio [I-T2NOMO) com base
na 8° edicdo do sistema TNM. Os dados clinico-patolégicos, incluindo idade, género,
presenca de habitos nocivos (habito de fumar e consumir bebidas alcodlicas), local do
tumor, protocolo de tratamento, status da margem cirlrgica, sobrevida especifica e
sobrevida livre da doenca (recorréncia), foram coletados dos prontuarios médicos. O
seguimento pds-operatdrio variou de 6 a 178 meses e 0s casos de recidiva foram
confirmados histologicamente. A sobrevida especifica foi determinada como periodo
entre o0 tratamento do paciente e a morte pelo tumor ou a Uultima visita de
acompanhamento e a sobrevida livre de doenca foi o periodo entre o tratamento e a

ocorréncia da recorréncia.

As laminas histolégicas coradas com hematoxilina e eosina (HE) das
resseccoes cirurgicas foram recuperadas e o sistema de classificacdo histopatologica
da OMS foi usado para classificar os tumores. O numero de laminas disponiveis do
tumor primario para cada caso variou de 1 a 8. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FOP-UNICAMP (CAAE:
55927322.0.0000.5418).

4.2 Classificacdo de TILs

Os TILs, definidos como a porcentagem da area do estroma tumoral
ocupada por linfécitos, foram avaliados em cortes corados com HE seguindo as
recomendacdes do International Immuno-Oncology Biomarker Working Group. Os
TILs foram classificados no fronte mais invasivo do tumor. As laminas foram avaliadas
em objetivas de x4 para identificacdo do fronte invasivo, e em seguida, a porcentagem
de TILs estimada em objetiva de x20 (aumento de 200x). Cinco campos distintos foram
avaliados e a porcentagem de cada caso representa a média dos campos. O ponto

de corte de 20% foi usado para separar tumores com alto e baixo TILs.
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4.3 Anélise estatistica

As andlises univariada e multivariada de regressdo de Cox foram
conduzidas para avaliar o impacto na sobrevida dos pacientes e um valor de p<0,05

foi considerado estatisticamente significativo



21

5 RESULTADOS

A idade dos pacientes variou de 31 a 87 anos (mediana de 62 anos) e em
sua maioria pertenciam ao género masculino (n=70, 73,7%). Sessenta e dois (65,3%)
pacientes relataram tabagismo ou séo ex-tabagistas e 41 (43,1%) relataram consumo
de bebidas alcodlicas. Os tumores localizavam-se majoritariamente na lingua (n=66,
69,5%). Quanto ao tratamento, cirurgia como monoterapia foi realizada em 46 (48,4%)
dos pacientes, enquanto 25 (26,3%) foram tratados por combinacdo de cirurgia e
radioterapia poés-operatéria e 24 (25,3%) tiveram a combinacdo de cirurgia,
radioterapia e quimioterapia pés-operatdria. Setenta e oito (82,1%) casos tiveram
margens cirargicas com mais de 5 mm (livres), enquanto 17 tiveram as margens com
menos de 5 mm (exiguas ou envolvidas). Ap0s o tratamento os pacientes foram
acompanhados por um periodo variando de 6 a 178 meses e todos os casos de
recorréncia foram confirmados por analise histopatolégica. Durante o
acompanhamento, 25,3% (n=24) dos pacientes tiveram recorréncia, enquanto 26,3%

(n=25) morreram devido a doenca.

Histologicamente, 32 (33,7%) foram classificados como bem diferenciados,
53 (55,8%) como moderadamente e apenas 10 (10,5%) como pobremente
diferenciados segundo o sistema da OMS. Para a quantificacdo dos linfécitos
infiltrantes do tumor, utilizamos as porcentagens de 20% (<20% e 220%) a fim de
dicotomizar os grupos. A maior parte dos tumores (n=80, 84,2%) apresentou TILs
>20% (Fig. 1).



Figura 1 - Amostras representativas da classificacao dos linfdcitos infiltrantes do tumor (TILS)
em pacientes com CCEO. (A) Tumor classificado com alto grau de TILS: humerosos
linfécitos presentes no tecido estromal. (B) Tumor classificado com baixo grau de
TILs: alguns linfécitos no tecido estromal.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patolégicas de 95 pacientes com CCEO em
estagio inicial incluidos neste estudo.

Caracteristica No. de pacientes %
Idade (anos)
Média £ DP 60,5+ 11,6
Variacao 31-87
Género
Homem 70 73,7
Mulher 25 26,3
Tabagismo
Nao 17 17,9
Sim 62 65,3
Sem dados 16 16,8
Alcoolismo
Nao 30 31,6
Sim 49 51,6
Sem dados 16 16,8
Estadio clinico (82 edicao)
I 33 34,7
I 62 65,3
Localizacéo
Lingua 66 69,5
Outros sitios orais 29 30,5
Tratamento
Cirurgia 46 48,4
Cirurgia + Radioterapia 25 26,3
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 24 25,3
Status da Margem Cirargica
=5 mm 78 82,1
<5mm 17 17,9
Recorréncia
Nao 69 72,6
Sim 24 25,3
Status
Vivo 70 73,7
Morto pela doenca 25 26,3
Grau histolégico
Bem diferenciado 32 33,7
Moderadamente diferenciado 53 55,8
Pobremente diferenciado 10 10,5
Linfocitos infiltrantes do tumor (TILS)
<20% 15 15,8
220% 80 84,2

Na analise univariada, pacientes com baixa densidade de TILs (<20%)
tiveram pior sobrevida (HR: 6,58; IC 95%: 1,81-23,8; p=0,004) do que aqueles com
alta proporgéao de TILs (220%), mas nenhum impacto na sobrevida livre de doenga foi
observado. O estagio clinico dos tumores foi significantemente associado com a
sobrevida dos pacientes. Os casos em estagio |l foram associados a pior sobrevida e

maior taxa de recorréncia em comparag¢do com casos de estagio | (Tabela 2).
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Tabela 2 - Andlise univariada para sobrevida especifica e sobrevida livre da doenga de 95 pacientes com CCEO em

estagio inicial.
Sobrevida especifica Sobrevida livre de doenca
% em 5 anos HR (95% IC) p valor % em 5 anos HR (95% IC) p valor
Idade (anos)
262 anos 70,7 1 60,5 1
>62 anos 62,6 1,46 (0,67-3,17) 0,33 65,5 0,75 (0,36-1,57) 0,45
Género
Masculino 71,0 1 65,6 1
Feminino 62,1 1,67 (0,68-4,09) 0,26 61,1 1,02 (0,44-2,31) 0,96
Estadio clinico (8" ed.)
| 89,3 1 84,4 1
Il 56,2 2,59 (1,16-5,79) 0,02 59,5 2,26 (1,05-4,87) 0,04
Localizagdo
Lingua 61,8 1 59,9 1
Outros 68,3 0,84 (0,35-1,99) 0,69 79,2 0,64 (0,27-1,51) 0,32
Tratamento
Cirurgia 71,0 1 68,8 1
Cirurgia + Radioterapia 71,3 0,96 (0,39-2,34) 0,94 76,2 0,78 (0,33-1,80) 0,71
Surgery + Radioterapia + Quimioterapia 48,9 2,22 (0,79-6,23) 0,07 38,9 1,95 (0,76-4,94) 0,12
Status da margem cirdrgica
25 mm 69,5 1 65,9 1
<5 mm 41,0 2,04 (0,61-6,78) 0,24 46,7 1,18 (0,42-3,29) 0,75
Classificagao histologica (OMS)
Bem diferenciado 64,7 1 58,0 1
Moderadamente e Pobremente diferenciado 67,7 0,88 (0,39-1,95) 0,75 66,9 0,97 (0,44-2,11) 0,94
Linfécitos infiltrantes de tumor (TILs)
220% (alta densidade) 72,9 1 68,1 1
<20% (baixa densidade) 27,8 6,58 (1,81-23,8) 0,004 42,6 1,86 (0,63-5,44) 0,25

TILs e estagio clinico sdo parametros independentemente associados a
sobrevida dos pacientes (Tabela 3). A analise multivariada revelou que TILs (<20%) é
um fator de risco para pior sobrevida especifica (HR: 2,94; 95% IC: 1,10-10,8; p=0,02).
O mesmo foi observado para tumores em estagio clinico Il, que demonstraram um pior
prognostico comparado a tumores em estagio clinico | (HR: 3,75; 95% IC: 1,15-12,2;

p=0,03). Nenhum fator foi associado a sobrevida livre de doenca.

Tabela 3 - Andlise multivariada para sobrevida especifica e sobrevida livre de doenca dos 95 pacientes
com CCEO em estagio inicial.

Sobrevida especifica Sobrevida especifica
HR (95% IC) p valor HR (95% IC) p valor
Idade (anos) 1,38 (0,60-3,16) 0,44 1,18 (0,55-2,57) 0,66
Género 1,91 (0,76-4,82) 0,17 0,97 (0,37-2,51) 0,95
Estadio clinico (8" ed.) 3,75 (1,15-12,2) 0,03 2,61 (0,97-7,06) 0,06
Localizagéo 1,44 (0,58-3,58) 0,43 0,58 (0,21-1,61) 0,30
Tratamento 1,32 (0,69-2,50) 0,39 1,35 (0,77-2,37) 0,29
Status da margem cirtrgica 1,67 (0,58-2,53) 0,56 0,52 (0,16-1,64) 0,27
Classificacao histologica (OMS) 1,38)0,67-2,81) 0,38 0,83 (0,38-1,80) 0,65

Linfécitos infiltrantes de tumor (TILs) 2,94 (1,10-10,8) 0,02 1,37 (0,48-2,84) 0,44




25

6 DISCUSSAO

O CCEO é um dos tumores mais prevalentes no mundo, com taxas de
mortalidade e morbidade bastante altas (Bray et al., 2018. Yao et al., 2019). Devido
ao seu comportamento imprevisivel e heterogéneo, até tumores classificados em
estagios iniciais (sobretudo os encontrados na lingua e no assoalho da boca) podem
apresentar grande agressividade, com tendéncia aumentada para invasdo e
metastase (Coletta et al., 2020). Isso torna evidente a necessidade de novas
abordagens terapéuticas e prognosticas que consigam indicar de forma mais eficiente
0 comportamento do tumor, pois apesar dos avancos, apenas metade dos pacientes
com CCEO sobrevivem por um periodo superior a 5 anos apo6s o diagnostico (Chinn
e Myers, 2015). Devido a sua praticidade e amplo uso na pratica diaria, seria desejavel
gue o sistema de graduacéo histopatolégica recomendado pela OMS fosse revisado
e que novos parametros histolégicos fossem incrementados a fim de melhorar o seu
desempenho prognostico (Elseragy et al., 2019). Esse estudo avaliou o impacto de
TILs no prognostico de pacientes com CCEO em estagio inicial, visto que além de
promissor, a quantificacdo de TILs € de baixo custo, facil de avaliar, factivel e

reprodutivel.

Em nossa amostra de 95 pacientes com CCEO em estagio inicial, a maioria
das caracteristicas dos pacientes no presente estudo foi semelhante aquelas descritas
em estudos anteriores (Miller et al., 2017). A maior parte dos pacientes afetados
foram homens (n=70, 73,7%) entre a quinta e a sexta décadas de vida que tiveram
contato frequente com tabaco e/ou alcool. A relacdo homem-mulher foi de 2,8:1, a
mediana de idade no diagnostico foi 62 anos e o histérico de tabagismo e consumo
de bebida alcodlica foi relatado por 65,3% e 51,6% dos pacientes, respectivamente.
As diferencas de género sao atribuiveis a maior exposicdo aos habitos de risco
(tabaco e alcool) pelo sexo masculino. Embora ainda alta, essa proporcédo entre
homens e mulheres com cancer oral vem diminuindo ao longo de décadas,
possivelmente reflexo do aumento do niumero de mulheres que também fazem uso

desses produtos carcinogénicos.

O microambiente tumoral promove aspectos essenciais para a proliferacao,
invasao e metastase das células cancerosas, e pesquisas recentes tem demonstrado

gque diversos fatores envolvidos nesse processo podem apresentar grande potencial
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prognéstico, como os TILs. No CCEO, os TILs, representados pela porcentagem da
area do estroma tumoral ocupada por linfocitos, tém sido constantemente associados
a sobrevida dos pacientes, assim como demonstrado na meta andlise de Almangush
e colaboradores (2022). Embora a resposta inflamatéria seja considerada como uma
tentativa do organismo para erradicar as células tumorais, seu papel prognéstico, na
dependéncia de populacdes de células complexas, gera alguns resultados incertos no
CCE. No entanto, apds o protocolo padronizado de 2017 para a avaliacao dos TILs
com base em laminas coradas de HE, uma associagao significativa foi verificada em
variados estudos, a qual demonstrou que uma baixa densidade de TILs
frequentemente esta relacionada a um pior desfecho clinico (Heikkinen et al., 2019;
Almangush et al., 2020). Logo, percebe-se que as diretrizes introduzidas obtiveram
sucesso em estudos de cancer de cabeca e pescoco que avaliaram TILs em laminas
coradas com HE (Rodrigo et al., 2021). Em nosso estudo, utilizamos as
recomendagdes do International Immuno-Oncology Biomarker Working Group. Os
TILs foram dicotomizados em um ponto de corte de 20%, separando-os baixa
densidade (<20%) e alta densidade (>20%). Foi observado que a baixa densidade de
TILs (<20%) associou-se a uma menor sobrevida especifica da doenca, relacionada
ao maior risco de recorréncia (HR: 2,94; 95% IC: 1,10-10,8; p=0,02), o que foi

consistente com 0s outros estudos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram que a baixa densidade de TILs
(<20%) é um fator de pior sobrevida especifica para pacientes com CCEO em estagio
clinico inicial. Como essa andlise € de baixo custo, facil de avaliar, factivel e

reprodutivel, a validacdo deve ser alvo de mais estudos futuros.
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