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RESUMO

Objetivo: Avaliar a imunomarcacéao de citocinas no carcinoma oral, em tecido de
margem de resseccao cirargica (MRC) e linfonodos metastéaticos, bem como seu
papel no progndéstico do paciente. Materiais e métodos: Um estudo retrospectivo
foi realizado em pacientes com carcinoma de células escamosas oral, e dados
sociodemogréficos e clinico-patolégicos foram coletados. Além disso, a analise
do sitio cirargico dos pacientes foi realizada por imuno-histoquimica, utilizando
um microarranjo tecidual para marcadores inflamatorios (Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-1beta, Interleucina-6, Interleucina-10),
transcricdo Fator Nuclear-Kappa B (NF-kappa B) e CD68. A imunoexpresséao foi
avaliada semi-quantitativa e quantitativamente usando o software ImageJ®, e 0s
dados foram correlacionados com os fatores progndsticos e taxas de sobrevida
dos pacientes. Resultados: Houve maior imunoexpressdo das citocinas
inflamatoérias e CD68 na metastase tumoral primaria e linfonodal do que na MRC.
Em um modelo de regressao logistica multinomial, pacientes com baixa
escolaridade (p = 0,041) e um alto histoescore para TNF-a (p = 0,021)
apresentaram sobrevida de 15,64 (IC95% = 1,13-217,24) e 6,81 (1C95% = 1,02-
105,96) pior que os pacientes dos demais grupos. Conclusao: Portanto, apesar
do aumento da imunoexpressao das citocinas no tumor primario, apenas o TNF-
a foi a citocina inflamatéria que influenciou a sobrevida de pacientes com cancer

de boca, piorando o progndstico e reduzindo a sobrevida.
Palavras-chave

Neoplasias Bucais, Inflamacdo, Carcinoma de Células Escamosas,

Sobrevivéncia, Fator de Necrose Tumoral alfa



ABSTRACT

Objective: This study evaluated the immunostaining of cytokines in oral
carcinoma, in tissue of margin of surgical resecate (MSR) and metastatic lymph
nodes, as well as their role in patient prognosis. Study Design: A retrospective
study was carried out in patients with oral squamous cell carcinomas, and
sociodemographic and clinical-pathological data were evaluated. In addition,
surgical site analysis of the patients was conducted by immunohistochemistry,
using a tissue microarray for inflammatory (Tumor Necrosis Factor-alpha,
Interleukin-1beta, Interleukin-6, interleukin-10), transcription NF-kappa B and
CD68 markers. Immunoexpression was assessed qualitatively and quantitatively
using ImageJ software, and data were correlated with the prognostic factors and
patient survival rates. Results: There was a greater immunoexpression of
inflammatory and CD68 cytokines in primary tumour and lymph node metastasis
than in MSR. In a multinomial logistic regression model, patients with low
education (p = 0.041) and a high histoscore for TNF-a (p = 0.021) showed a
survival rate of 15.64 (95% CIl = 1.13-217.24) and 6.81 (95% CI = 1.02-105.96).
Conclusion: Therefore, despite there is an increased immunoexpression of
cytokines in the primary tumour, only TNF-a was the inflammatory cytokine that

influenced the survival of patients with oral cancer.
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Artigo em formato especial para submissdo na Revista Oral Diseases. Normas

de formatacéo vide anexos.



1. INTRODUCAO

O cancer bucal é uma doenca preocupante; tem alta incidéncia e
mortalidade e é uma causa significativa de morte em todo o mundo (1). O
carcinoma de células escamosas (CEC) é o tipo histolégico mais prevalente na
cavidade oral e representa aproximadamente 95% das malignidades da boca e

um terco das neoplasias malignas na cabeca e pescoco (2).

O carcinoma de células escamosas oral € resultado da exposi¢ao
cronica a carcindgenos e evolui a partir de uma série de alteracfes genéticas e
epigenéticas (3). Neste contexto, a inflamacdo tem mostrado ter um papel
importante nos campos de malignizagao, crescimento tumoral, invaséo local,
angiogénese e metastase. Embora a maioria desses mediadores seja produzida
para ativar o sistema imunologico contra o tumor, eles podem estimular o

crescimento tumoral (4).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e numerosas citocinas, como
a interleucina 1 beta (IL-18), 6 (IL-6) e 10 (IL-10), estdo associadas a ativacdo
do ciclo celular, levando a progressdo tumoral e ao desenvolvimento de
metastases (5, 6). A interacdo entre o estroma e o parénquima tumoral &
essencial para a progressao do cancer e pode modificar o prognostico, sendo
alvo de novas abordagens na terapia do céancer (7). Nos linfonodos, a

superproducao natural de citocinas pode alterar o comportamento da neoplasia

(7).

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a imunomarcacdo de
citocinas no Carcinoma de células escamosas de Boca, em tecido de margem
de resseccdo cirdrgica (MRC) e linfonodos metastaticos e o papel dessas

citocinas no prognostico e sobrevida dos pacientes.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Desenho do estudo

Este estudo retrospectivo transversal avaliou 76 pacientes com
Carcinoma de Células Escamosas em cavidade oral, de acordo com o célculo
do tamanho da amostra abaixo. Foram selecionados pacientes com CEC de
boca diagnosticados e tratados entre os anos de 2011 a 2016 no Hospital
Haroldo Juacaba (Instituto do Cancer do Ceard), que tivessem prontuarios
meédicos completos, laminas histologicas e blocos de parafina com material

suficiente e em bom estado.

Dados sobre fatores clinicos como sexo, idade, localiza¢éo e tamanho
do tumor, metéstase linfonodal, metastase a distancia, estagio de gradacédo
histoldgica e tratamento foram coletados. Além disso, dados sécio-demograficos
como etnia, procedéncia do paciente, estado civil, exposi¢cao ao tabagismo e a
bebida alcéolica e grau de escolaridade foram avaliados. A taxa de sobrevida
em 5 anos foi calculada por meio da diferenca entre a data do inicio do

tratamento e data de 6bito.
2.2. Calculo do Tamanho da Amostra

O calculo amostral foi realizado tendo como base o estudo de Piva et
al. (8), que demonstrou que o numero de CECs moderadamente/pobremente
diferenciados que apresentavam alta expressao de TNF-a nas células tumorais
(45,8%) era superior aos casos bem diferenciados (18,2%), estimando-se
necessaria uma amostra de 66 casos de CEC, a fim de se obter um resultado
gue represente com 95% de confianca e 90% de poder a hipotese de que o perfil
inflamatorio modifica ou € modificado pelo parénquima tumoral (método de Fleiss
com correcao de continuidade). Tendo em vista a possibilidade de perda de
amostra, acresceu-se 15% de dados, elevando o total para 76 pacientes.

2.3. TMA e imuno-histoquimica

Apds a revisado de todas as laminas histolégicas, foram selecionadas
as que representassem: uma area da peca cirtrgica com microambiente tumoral

adequado que representasse de maneira satisfatéria todo o tumor; epitélio
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escamoso néao lesional, além da margem de resseccéo cirurgica. Para pacientes
que apresentassem acometimento linfonodal, também foi selecionada uma
lamina que representasse essa metastase (9).

ApOs a selegdo das laminas, seus respectivos blocos (bloco doador)
foram levantados para a confec¢éo do bloco de TMA (bloco receptor).

Para a técnica de TMA, um dispositivo técnico chamado “tissue
microarrayer” (Quick-Ray UNITMA®) foi utilizado. Com esse dispositivo,
puncionou-se um fragmento de tecido com 2 mm de diametro, com maior
representatividade do bloco doador e transferiu-se, de maneira ordenada, para
o bloco receptor que apresentava um padrao de matriz precisamente espacada.

Apés a desparafinizacéo e a reidratacdo, os cortes teciduais foram
submetidos a avaliacdo imuno-histoquimica. A recuperacdo antigénica foi
realizada por aguecimento em solucao de citrato a pH 6,0. Apds o resfriamento,
as laminas foram submetidas ao bloqueio da peroxidase com solucdo de H202
a 3% diluida em PBS (solucéo salina tamponada com fosfato), ou com solucdo
de metanol, de acordo com a especificidade do anticorpo (30 min).

Apoés o bloqueio proteico (albumina) (1 h), realizamos a incubacéo
durante a noite com o anticorpo primario CD68 (1: 100, Abcam®, Cambridge,
UK), TNF-a (1: 100, Abcam®), IL-18 ( 1: 150, Abcam®), IL-6 (1: 300, Abcam®),
IL-10 (1: 100, Abcam®) e NF-CB (1: 200, Abcam®).

Utilizou-se o Polimero Universal de Imuno-Peroxidase (anti-murganho
e anti-coelho) (Histo fi n, Nicherei, Tokyo, Japan) para a incubagao de anticorpos
secundarios. O sistema de visualizacdo utilizado foi 5,5 tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB) (Abcam®). No controle negativo, 0 anticorpo primario

foi suprimido.

2.4. Analise Imuno-histoquimica

Para avaliacdo microscopica, foram fotografados cinco campos
aleatérios por corte histologico em um aumento de 400x por meio de um
microscopio com camera acoplada (Leica DM 2000®). As amostras passaram

tanto por uma avaliagdo semi-quantitativa categorica como quantitativa (10).
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Na avaliacdo semi-quantitativa, foram determinados escores para a
intensidade de coloracdo: 0 quando nao havia coloracéo; 1, para marcacao leve;
2, moderada; e 3, intensa. Para amostras que apresentavam mais de uma
intensidade, foi considerado o maior escore.

Na avaliacdo quantitativa, as imagens foram exportadas para o
software ImageJ® e, por meio do comando cell counter, foi determinada a
porcentagem de células tumorais marcadas e ndo marcadas em areas
representativas de tumor e metéstase linfonodal, e a porcentagem de células
epiteliais marcadas e ndo marcadas em areas perilesionais. Essa porcentagem
foi categorizada de 1 a 4: 1, quando 0-25% das células eram positivas; 2, quando
26%-50% das células eram positivas; 3, quando 51%-75% das células eram
positivas; e 4, quando 76%-100% das células eram positivas.

Para fins estatisticos, foram determinados histoescores utilizando a
multiplicacdo entre os escores de intensidade e a porcentagem de marcacao.
Obteve-se entdo: 0-4, marcagao negativa ou leve; 5-8, marcacdao moderada; e
9-12, marcagéao intensa.

2.5. Anéalise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) para Windows versao 22.0, com
nivel de confianca de 95% (p <0,05). Os dados categéricos (frequéncia absoluta
e percentual) foram analisados por meio do teste qui-quadrado. A taxa de
sobrevida em 5 anos também foi demonstrada e analisada, e a média e o desvio
padrao foram calculados e analisados pelo teste de Log-Rank Mantel-Cox. Os
histoscores foram apresentados como desvio padrdo e comparados por meio do
teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis / Dunn. Um modelo forward stepwise
foi utilizado para selecionar as variaveis que apresentaram p <0,200 com as
taxas de mortalidade para regressao logistica multinomial. Os resultados foram
expressos em forma de hazard risk ajusted e a um intervalo de confianca de
95%.
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3. RESULTADOS

3.1. Dados clinico-patolégicos e sobrevida em 5 anos do CEC

Dos 76 pacientes avaliados neste estudo, a maioria era do sexo
masculino (n =50, 65,8%), tinha mais de 60 anos (n =43, 56,6%) e tinha tumores
no assoalho da boca (n = 35, 46,1% ). A sobrevida em 5 anos foi de 86,6% (n =
66) e a sobrevida média foi de 49,11 + 25,13 meses; estas taxas nao foram

influenciadas pelo sexo, idade ou localizagdo do tumor (Tabela 1).

Os tumores T3 /T4 (n =47, 61,8%) e NO/ 1 (n =50, 65,8%) foram os
mais prevalentes. A metastase foi demonstrada em apenas 2 casos. Os tumores
T3/ T4 apresentaram menor sobrevida (p = 0,011) e menor média de sobrevida
(p = 0,032). Metéastase linfonodal e metastase a distancia ndo influenciaram a

sobrevida (Tabela 1).

O estagio que mais prevaleceu foio lll / 1V (n =60, 78,9%), a gradacao
histolégica mais prevalente foi o carcinoma de células escamosas
moderadamente diferenciado (n = 71, 93,4%), e a abordagem terapéutica mais
utilizada foi cirurgia e radioterapia ou cirurgia, radioterapia e quimioterapia (n =
32, 43,2%). O estagio e a gradacéao histologica nao influenciaram a sobrevida,
mas 0s casos tratados apenas com cirurgia apresentaram sobrevida superior

aos submetidos aos tratamentos combinados (p = 0,010) (Tabela 1).
3.2. Dados sociodemogréficos e sobrevida em 5 anos do CEC

Dos 76 pacientes avaliados neste estudo, a maioria dos pacientes era
analfabeta ou tinha ensino fundamental incompleto (n = 39, 51,3%), eram pardos
(n = 61, 80,3%), procedentes de areas rurais do estado ( n = 51, 67,1%), eram
casados (n = 55, 72,4%) e tabagistas (n = 30, 39,5%). Apenas o0 nivel de
escolaridade influenciou significativamente a sobrevida; os pacientes que eram
analfabetos ou com ensino fundamental incompleto apresentaram menores
taxas de sobrevida (p = 0,014) (Tabela 1).
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3.3. Perfil imunohistoquimico para marcadores inflamatérios
em CEC, metastase linfonodal e epitélio escamoso de

margem de ressecamento cirdrgico

As células CD68 mononucleares positivas foram significativamente
maiores no tecido conjuntivo do tumor do que no tecido de margem de resseccao
cirirgica e nas metastases linfonodais (p <0,001) (Figura 2). As amostras de
metastases linfonodais apresentaram significativamente mais células CD68
mononucleares positivas do que o tecido de margem de resseccéo cirurgica (p
<0,001) (Figura 2).

A imunomarcacéo de NF-kB, IL-1j3, IL-6 e IL-10 foi significativamente
maior em tumor e metastases linfonodais do que no epitélio escamoso da
margem de resseccao cirurgica (p <0,001), e a imunomarcacao de TNF-a foi
significativamente maior no tumor do que na metastase linfonodal e no epitélio

escamoso da margem de resseccao cirargica (p <0,001).

3.4. Perfil imunohistoquimico para marcadores inflamatoérios
no CEC, metastase linfonodal e epitélio escamoso de

margem de ressecamento cirdrgico e sobrevida em 5 anos

A imunoexpressdo de NF-kB, IL-1f3, IL-6 ou IL-10 e células CD68
mononucleares positivas em pacientes vivos nao diferiu no epitélio escamoso da
margem de resseccdo cirdrgica, tumor ou metastase linfonodal quando
comparado com o de pacientes falecidos. No entanto, pacientes que vieram ao
Obito nos dltimos 5 anos apresentaram uma maior imunomarcacao de TNF-a em
tumores (p = 0,032) e metastases linfonodais (p = 0,009) em comparacdo com

pacientes vivos (Tabela 2).

3.5. Analise multivariada e inter-relagdo entre variaveis

progndésticas de sobrevida

O modelo de regressdo logistica multinomial mostrou que os
pacientes com baixa escolaridade (p = 0,041, HR = 15,64, IC95% = 1,13 -
217,24) e alta imunomarcacao de TNF-a (p = 0,021, HR = 6,81, IC95% = 1,02 -
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105,96) tiveram menor sobrevida. Quando agrupados, 0os pacientes com baixa
escolaridade e/ou alta imunomarcacdo de TNF-a apresentaram menores taxas
de sobrevida (p = 0,003, HR = 8,16, IC95% = 1,87 - 35,62) e menor sobrevida

média (p = 0,005) do que os demais pacientes.

A baixa imunomarcacao de TNF-a em pacientes nao foi associada ao
estagio e nivel de escolaridade (p = 1,000). No entanto, nos pacientes
imunocomprometidos com TNF-a mais elevados, os estagios Il / IV foram mais
prevalentes naqueles com baixa escolaridade (p = 0,033, HR = 5,61, IC95% =
1,21 - 25,76). Além disso, os pacientes com maior imunomarcacdo de TNF-a e
menor escolaridade foram 3,82 vezes (IC95% = 1,24 - 11,8) (Tabela 3) mais
tratados com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, e ndo somente com cirurgia
(p = 0,026) (Tabela 4) (Figura 3).
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4. DISCUSSAO

O Cancer de boca esta fortemente associado a exposicao a fatores
de risco e a fatores sociodemograficos (9), mas € necessario investigar o papel
dos componentes bioldgicos do tumor, pois os fatores clinicos isoladamente ndo
conseguem explicar o prognéstico dos pacientes com Carcinoma de Células

Escamosas Oral (11).

Neste estudo, os dados clinicos mostraram uma alta prevaléncia de
homens com menos de 60 anos de idade, uma idade incomum em estudos
epidemioldgicos (9-12). A localizacao tumoral mais prevalente foi no assoalho de
boca e lingua (12,13), os estagios mais frequentes foram Il / IV (3) e o principal
fator de risco foi o tabagismo (14).

O processo inflamatério € vital para os mamiferos, atuando como
protetor contra agentes infecciosos, lesdes trauméaticas e desenvolvimento de
cancer. O reconhecimento de lesGes por microrganismos, trauma ou
crescimento desordenado de tecidos leva a producdo de muitos mediadores
inflamatdrios, como as citocinas (5). No entanto, em processos crbnicos, cria-se
um microambiente patologicamente favoravel, promovendo o desenvolvimento

de uma série de doencas e contribuindo para a progressao tumoral (14-15).

Além de fatores clinico-epidemiologicos, mostramos o perfil da
imunoexpressao de citocinas inflamatérias no tumor, perilesdes e metastases no
linfonodo e observamos que, em geral, a imunoexpressdo dessas citocinas €
maior no tumor primario ou nas metastases linfonodais do que na margem de
resseccao cirdrgica. Resultado semelhante tem sido demonstrado na literatura,
embora o papel dessas citocinas ainda ndo tenham sido completamente
elucidados (16).

Em nosso estudo, ndo observamos alteracdo no perfil de
imunoexpressao das citocinas inflamatorias do tumor primario para a metastase
linfonodal, mostrando que, apdés a malignizacdo, a imunoexpressdo de
mediadores inflamatérios aumenta em relagdo a sitios peritumorais e permanece
em nivel semelhante quando ha metastase para o nédulo linfatico. Estudos

mostraram que citocinas pro-inflamatorias, como IL-18, IL-6 e TNF-a, produzidas
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pelas proprias células malignas, estdo associadas ao aumento da motilidade dos

queratindcitos e, consequentemente, a metastase nodal (4).

A IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, tem sido correlacionada com a
atividade antitumoral em alguns estudos (6), ndo apenas no carcinoma de
células escamosas oral, mas também em outros tumores, como 0s carcinomas
de mama e ovario (17). Em nosso estudo, a IL-10 néo foi associada a um melhor
progndéstico, embora sua imunoexpressao seja prevalente no tecido tumoral e

metastase no linfonodo, como descrito anteriormente (18).

Além da caracterizacdo de citocinas, a infiltracdo de células
imunoldgicas tem sido utilizada para avaliar o prognéstico de malignidades (19).
Nosso estudo mostra células CD68-positivas, um marcador que tem sido usado
como um marcador pan-macréfago (20), mais presente em tumores primarios e
metastases em linfonodos do que em margem de resseccao cirdrgica, como
descrito anteriormente (21). Embora isso néo esteja associado a melhor ou pior
prognéstico, um resultado semelhante foi encontrado no estudo de Fang et al.
(19). Talvez a diferenciacdo fenotipica de macréfagos, M1 ou M2, seja
necessaria para melhor avaliar o papel das citocinas na progressdo do

carcinoma de células escamosas.

Mostramos que o perfil de algumas citocinas pro-inflamatérias da
resposta imune inata estd aumentado na metastase tumoral ou linfonodal,
quando comparado ao epitélio escamoso da margem de ressecc¢ao cirlrgica, 0
gue também foi demonstrado (4). Apesar do papel desses mediadores ndo estar
claro, o aumento da expressdo de marcadores inflamatorios tem sido
demonstrado na literatura (16). Em 2001, Balkwill (4) demonstrou que células
inflamatérias e citocinas no estroma peritumoral contribuem mais para a
progressao e desenvolvimento do tumor do que para a resposta imune do
hospedeiro e que a ativacdo de macrofagos pode levar a mais dano ao DNA,
supressao génica antineoplasica, angiogénese e destruicdo local (4). Em apoio
a esses dados, em nosso estudo, os pacientes com alto TNF-a demonstraram
menor sobrevida. O TNF-a esta envolvido tanto na carcinogénese quanto na

progressao tumoral, auxiliando na angiogénese e invasao tumoral (6).



17

Esse microambiente inflamatério leva a migracdo de macrofagos e
producdo de espécies reativas de oxigénio, levando a metastase em linfonodos
(25). A ativagdo autdcrina do TNF-a esta associada ao crescimento tumoral (6)
por meio de mecanismos como 0 aumento da proliferacdo celular dependente
da ativacdo do NF-kB (26); reducao de genes supressores de tumor de apoptose
e inativacao (10); aumento da sintese de metaloproteinases de matriz, que esta
intimamente relacionada com a invaséo local e a distancia das células malignas
(27); inducdo de metéstase e angiogénese (28); e expressdo aumentada em
células endoteliais de proteinas que medeiam a adesédo de VCAM-1(moléculas
de adeséo de célula vascular-1) (29). Esse crescimento tumoral resulta em um
maior estadiamento do tumor que esta ligado a pior progndstico e maior
mortalidade (14).

Um estudo anterior realizado pelo presente grupo de pesquisadores
(8) também observou que a escolaridade influencia diretamente a sobrevida do
paciente. Observou-se, também, em concordancia ao dados apresentados, que
pacientes com baixa escolaridade e alta imunoexpressdo para TNF-a
apresentaram pior sobrevida, além de maior estadiamento e uso de cirurgia
associada a radioterapia e quimioterapia como tratamento de escolha (24 30).
Em estudos anteriores, pacientes com tumores de estagio lll e IV expressaram
mais TNF-a; no pais dos pesquisadores, pacientes com estagio avancado da

doenca s&o pacientes com baixa escolaridade (7).

Em termos das limitagbes deste trabalho, ndo podemos demonstrar
por quais mecanismos o TNF-a atua sobre a progressdo do tumor e o

consequente aumento na mortalidade desses pacientes.

Em conclusao, este trabalho mostra que h4 uma imunoexpresséo
aumentada de citocinas e macrofagos inflamatérios no tumor primario em
relacdo a margem de resseccao cirirgica, mas sem maiores alteragbes nas
metastases para os linfonodos. Também demonstramos que o TNF-a, como
citocina inflamatoria que influencia diretamente na sobrevida de pacientes com
cancer de boca, deve ser considerado para estudos futuros, possivelmente se
mostrando um preditor de prognéstico do carcinoma de células escamosas. Este

estudo, juntamente com outros, também pode verificar o perfil social por tras do
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pior prognoéstico dessa neoplasia. Portanto, levando em consideracdo que
pacientes com baixa escolaridade apresentam menor sobrevida, mostramos que
existe uma necessidade fundamental de intervencdo em politicas publicas de

saude em populacdes com esse perfil.
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ANEXOS
Figuras:

Figura 1: Painel Histopatoldgico
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Figura 2: Perfil da imunoexpressao de marcadores inflamatorios em tumores
primarios. MSR e metastase em linfonodos de CEC de pacientes tratados no
Hospital Haroldo Juacaba (Ceara Cancer Institute).
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Figura 3: Curva de sobrevida dos pacientes

Haroldo Juacaba (Ceara Cancer Institute).
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Legendas de figuras:

Legenda figura 1: Aspectos microscopicos da MSR (A), tumor primario (B) e
metastase linfonodal (C) de pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juacgaba, e perfil histoquimico para NF-kB (D, E e F), IL-10 (G, H e I),
IL-1 (J, Ke L), IL-6 (M, Ne O), TNF-a (P, Qe R) e CD68 (S, T e W).

Legenda figura 2: * p <0,05 versus MSR. T p <0,05 versus tumor; Teste de
Kruskal-Wallis / Wilcoxon (média + DP).

Legenda figura 3: Pacientes com histocorse de TNF-a em tumor superior a 6 e
com baixo grau de escolaridade (Full line), além de outros grupos (linha
tracejada) (p = 0,003, teste Qui-quadrado; p = 0,005 teste de Mantel-Cox).
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Tabela 1: Perfil sociodemografico, clinico-patolégico e sobrevida em 5 anos

dos pacientes com diagnéstico de cancer de boca no Hospital Haroldo Juacaba

(2011-2016).

5-anos de Tempo de
Amostra sobrevida sobrevida
N % N % (meses) P
p-valord valorP
STATUS DE SOBREVIDA 66 86.8 - - - 49.11+25.13 -
PERFIL CLINICO E
PATOLOGICO
Sexo
Masculino 50 65.8 41 82.0% 0.150 39.45+21.37  0.140
Feminino 26 34.2 25 96.2% 55.89+19.76
ldade
Até 60 anos 43 56.6 36 83.7% 0.499 42.28+25.33  0.356
Mais de 60 anos 33 434 30 90.9% 52.28+23.53
Localizacao
Assoalho da boca 35 46.1 28 80.0% 0.182 35.36£18.54 0.291
Lingua 26 34.2 25 96.2% 49.00+23.60
Outros 15 19.7 13 86.7% 52.35+18.80
-
T1/2 29 38.2 29 100.0% 0.011 55.00+£10.77  0.032



T3/4

NO/1
N2/3
M
MO
M1
Estadio
Estadiole 2
Estadio 3e 4
Gradacao Histoldgica

Moderadamente

diferenciado

Pobremente diferenciado
Tratamento

Cirurgia

Cirurgia + RT

Cirurgia + RT + QT

FATORES
SOCIODEMOGRAFICOS

Instrucao

Analfabeto/1° grau

incomplete

47

50

26

74

16

60

71

10

32

32

39

61.8

65.8

34.2

97.4

2.6

21.1

78.9

93.4

6.6

13.5

43.2

43.2

51.3

37

46

20

65

16

50

62

10

30

24

30

78.7%

92.0%

76.9%

87.8%

50.0%

100.0%

83.3%

87.3%

80.0%

100.0%

93.8%

75.0%

76.9%

0.065

0.247

0.080

0.516

0.037

0.014

27

44.94+27.47

52.49+25.39

37.60+21.11

49.60+27.00

23.50+14.50

52.49+14.37

46.92+27.85

49.67+26.27

23.00+10.00

56.10+6.64

55.38+17.66

36.48+23.37

44.44+27.07

0.151

0.297

0.125

0.641

0.074

0.062



1° grau/ 2° grau/ Superior
Convénio

Sistema publico de saude

Sistema privado de saude
Raca

Pardo

N&o-pardo
Procedéncia

Capital

Interior
Estado civil

Com vinculo matrimonial

Sem vinculo matrimonial
Habitos

Fuma

Fuma e bebe

Nao fuma/bebe

37

73

61

15

25

51

55

21

30

21

25

48.7

96.1

3.9

80.3

19.7

32.9

67.1

72.4

27.6

39.5

27.6

32.9

36

63

53

13

21

45

49

17

28

18

20

97.3%

86.3%

100.0%

86.9%

86.7%

84.0%

88.2%

89.1%

81.0%

93.3%

85.7%

80.0%

1.000

1.000

0.608

0.449

0.341

28

51.76+13.29

48.11+28.80

48.00+7.21

42.14+21.78

50.36+23.36

47.40+26.93

43.40+20.15

45.29+23.96

46.29+26.89

45.40+16.79

44.75+22.01

44.42+28.75

1.000

0.680

0.752

0.470

0.483
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Tabela 2: Influéncia do perfil de imunoexpressédo dos marcadores inflamatorios

no tumor primario perileséo e metastase linfonodal na taxa de 6bito em pacientes

com CEC de boca tratados no Hospital Haroldo Juacaba (Ceara Cancer

Institute).
Vivo p-

Obito Valor
Contagem de
CD68
MSR 3.26+6.81 1.88+3.23 0.642
Tumor 10.90+16.95 10.80+19.80 0.676
Metéastase 4.90+12.22 15.43+28.45 0.346
Linfonodal
Histoscores
NF-kB
MSR 3.81+2.82 2.88+1.36 0.731
Tumor 9.11+3.44 7.70+4.16 0.275
Metastase 7.67+3.66 8.00+3.27 0.890
linfonodal
TNF-a
MSR 4.21+3.93 4.10+3.14 0.801
Tumor 6.55+4.21 9.60+3.86* 0.032
Metastase 3.78+3.19 9.00+2.00* 0.009
linfonodal
IL-18
MSR 3.76+x4.72 3.78+5.14 0.948



Tumor

Metastase

linfonodal

IL-6

MSR

Tumor

Metastase
linfonodal

IL-10

MSR

Tumor

Metastase

linfonodal

6.56+4.61

7.00+4.33

4.23+5.20

8.86+4.34

9.63+4.33

3.43+4.32

6.74+4.45

5.86+4.91

8.80+4.54

9.00+6.00

5.00+4.55

9.00+4.35

12.00+.00

2.10+4.48

5.90+3.93

3.5045.69

0.438

0.409

0.691

0.950

0.235

0.356

0.628

0.281

*p<0.05. Teste Mann-Whitney (mean = SD).
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Tabela 3: Inter-relacdo entre as variaveis prognosticas de sobrevida e o

estadiamento dos pacientes com CEC tratados no Hospital Haroldo Juacaba

(Cearéd Cancer Institute).

| TNF-a 1 TNF-a

Estadio /1 /v p-Valor I/ l/Iv - p-valor
Instrucao

Analfabeto/1° 2 13 3 21*

grau incompleto 1.000 0.033

40.0% 46.4% 27.3% 67.7%
1° grau/ 2° grau 3 15 8* 10
Superior 60.0% 53.6% 72.7% 32.3%

*p<0.05. teste qui-quadrado ou Fischer;

absoluta e porcentagem;

Dados expressos em frequéncia
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Tabela 4: Inter-relacdo entre as variaveis prognoésticas de sobrevida e as
variaveis clinicas patoldgicas e sociodemograficas dos pacientes com CEC

tratados no Hospital Haroldo Juacaba (Ceara Cancer Institute).

T TNF-ae | Outros p-
Instrucéao Grupos Valor
VARIAVEIS
CLINICO PATOLOGICAS
Sexo
Masculino 15 60.0% 35 68.6% 0.456
Feminino 10 40.0% 16 31.4%
ldade
Até 60 anos 11 44.0% 32 62.7% 0.121
Mais de 60 anos 14 56.0% 19 37.3%
Localizacao
Assoalho da boca 15 60.0% 20 39.2% 0.152
Lingua 5 20.0% 21 41.2%
Outros 5 20.0% 10 19.6%
-
T1/2 6 240% 23 45.1% 0.075
T3/4 19 76.0% 28 54.9%
N
NO/1 16 64.0% 34 66.7% 0.818

N2/3 9 36.0% 17 33.3%



M
MO
M1
Estadio
Estadio 1 e 2
Estadio 3 e 4
Gradacdao Histoldgica

Moderadamente

diferenciado

Pobremente diferenciado
Tratamento

Cirurgia

Cirurgia + RT

Cirurgia + RT + QT

FATORES
SOCIODEMOGRAFICOS

Instrucéao

Analfabeto/1° grau

incompleto

1° grau/ 2° grau/ Superior
Convénio

Sistema Publico de Saude

Sistema Privado de Saulde

24

22

24

15*

25

19

6

96.0%

4.0%

12.0%

88.0%

96.0%

4.0%

19.2%

23.1%

57.7%

100.0%

0.0%

76.0%

24.0%

50

13

38

a7

26*

17

48

3

42

9

98.0%

2.0%

25.5%

74.5%

92.2%

7.8%

8.5%

55.3%

36.2%

94.1%

5.9%

82.4%

17.6%

1.000

0.237

0.525

0.026

0.216

0.513
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Raca
Pardo 10 40.0% 15 29.4% 0.356
N&o-pardo 15 60.0% 36 70.6%

Procedéncia

Capital 16 64.0% 39 76.5% 0.253
Interior 9 36.0% 12 23.5%
Estado civil
Com vinculo matrimonial 10 40.0% 20 39.2% 0.507
Sem vinculo matrimonial 5 20.0% 16 31.4%
Habitos 10 40.0% 15 29.4%

*p<0.05. teste qui-quadrado ou Fischer; Dados expressos em frequéncia

absoluta e porcentagem;
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Material suplementar 1: Analise multivariada dos fatores que definem morte em
pacientes com CEC para os pacientes atendidos no Hospital Haroldo Juacaba

(Cearéd Cancer Institute).

p- Ajustated
Valor HR IC 95%

Localizacao 0.593 - -
(Lingua/Assoalho de boca)

T(Bed) 0.997 - -
N(2e3) 0.589 - -
Estadio (3 e 4) 1.000 - -

Sexo (Masculino) 0.074 - -
Instrrugéo (Analfabeto) *0.041 15.64 1.13-217.24
Tretamento (Cirurgia) 0.400 - -
TNF-a (Tumor) (>6) *0.021 6.81 1.02 - 105.96

TNF-a (Metastase linfonodal)  1.000 - -
(>6)

*p<0.05. Regresséo Logistica Multinomial; HR = Risco de Perigo;
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA CORR ELACAO ENTRE A EXPRESSAQ DE RECEPTORES OPIOIDES,
VIAS INFLAMATORIAS E MARCADORES DE ANGIOGENESE NO CANCER DE
BOCA E DE OROFARINGE
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Instituicio Proponente: Departamento de Clinica Odontolégica
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.618.057

Apresentacao do Projeto:

O cdncer de boca e orofaringe @ uma neoplasia de elevada incidéncia sendo o carcinoma de celulas
escamosas o tipo histoldgico mais frequente . Trata-se de um projeto de pesquisa envolvendo seres
humanos com dois momentos : um de de desenho retrospective com base em prontudrios e em andlises
de amostras arquivadas em blocos de parafina, @ um segundo momento ,prospectivo para avaliar a
sobrevida de participantes portadores de cdncer de boca e orofaringe diagnosticados no hospital do céncer
do ceara e no servico de odontologia do departamento de clinica odontoldgica da Ceara .

Objetivo da Pesquisa:

Primario -Avaliar de forma retrospectiva e prospectiva a expressao dos receptores opioides Mu (p), Kappa ()
e Delta () correlacionando com fatores prognésticos, marcadores inflamatdrios e de angiogénese nos
carcinomas de boca e orofaringe de pacientes diagnosticados e operados no Hospital Haroldo Juacaba
(Instituto do Céncer do Ceara.

Secundarios -Determinar em bidpsias excisionais de carcinomas de boca e orofaringe, através de imuno-
histoquimica convencional e tissue microarray (TMA), a expressao de: 1. Receptores opiocides Mu (p), Kappa
(} e Delta () (Anticorpos anti-Mu, anti-Kappa, anti-Delta e anti-Mup) 2. Marcadores de angiogénese
(anticorpos anti-CD31 e anti-VEGF) e inflamacao (anticorpos anti-IL-
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5, anti-IL-1, anti-IL-18, anti-NF-B, anti-TNF-); 3. Avaliaco de morte e proliferacio celular (TUNEL e
anticorpo anti-ki67).Determina através de extracio de DMA e PCR, das bidpsias excisionais da primeira fase
do estudo, a expressio de receptores opioides Mu (p), Kappa () e Delta (). Determina através de extracio
de RNA e gPCR, das bidpsias excisionais da sequnda fase do estudo, a expressio de receptores oploides
Mu (p), Kappa () e Delta (), marcaderes de angiogénese (CD31, VEGF), inflamacao (IL&, IL-1, IL-18, NF-B,
TNF-) e proliferacéo celular (ki67). Correlacionar os dados coletados nas andlises imuno-histoquimicas e
das técnicas moleculares com fatores progndsticos, incluindo sobrevida e qualidade de vida, através de
questionarios.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos - O primeiro momento da pesquisa (retrospectivo ) tem como riscos agueles associados com a
analise e guarda de prontuarios ( sigilo da infermacio e coleta dos dados ) e o possivel desconforto
/constrangimento para responder questionario sobre a doenca . No segundo momento da pesquisa os riscos
estdo relacionados com o uso do material de arguivo (blocos de parafina ) que podem ser
perdidos/extraviados ou exauridos Beneficio - Como beneficio o(a) pesquisador(a) aponta o conhecimento
que pode advir do estudo dos receptores opidides em relacdo com o cdncer de boca e orofaringe e
marcadores inflamatdrios

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é factivel jja possui aprovacdo do CEP da UFC e obedece ao que esta previsto na Resolucédo
46612 do CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Foram apresentados TCLE (corrigido) a pedido do CEP da UFC .Termos de Fiel depositario da amostra e
termo de autorizacio do laboratdrio de patologia .

Recomendagdes:

Mao se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

O projeto nao possui dbices éticos a sua realizacao.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado pelo CEP, sem quaisquer pendéncias, acompanhando o parecer relatado.
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Correlacgfes éticas

Este estudo obedeceu a principios éticos e foi aceito pelo comité de
ética da Universidade Federal do Ceara em 11 de maio de 2016 sob o protocolo
1.552.674
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NORMAS PARA SUBMISSAO REVISTA ORAL DISEASES

Formato

Idioma: Os autores devem escrever seus manuscritos em inglés britanico
usando um estilo de facil leitura. Os autores cuja lingua nativa ndo € o inglés
devem ter um falante nativo de inglés para ler e corrigir seu manuscrito. A
ortografia e a fraseologia devem obedecer ao padrao de uso britanico e devem
ser consistentes em todo o artigo. Uma lista de fornecedores independentes de
servicos de edicao pode ser encontrada
em http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp . Todos  o0s
servigcos sao pagos e organizados pelo autor, e 0 uso de um desses servigcos nao
garante a aceitacao ou preferéncia pela publicacao.

Apresentacao: Os autores devem prestar atencao especial a apresentacao de
suas descobertas, para que possam ser comunicadas com clareza. O historico
e as hipéteses subjacentes ao estudo, bem como suas principais conclusées,
devem ser claramente explicados. Titulos e resumos, especialmente, devem ser
escritos em linguagem que seja prontamente inteligivel para qualquer cientista.

Jargéo técnico: Deve ser evitado tanto quanto possivel e claramente explicado
onde seu uso é inevitavel.

Abreviacfes: As Doencas Bucais aderem as convencfes descritas em
Unidades, Simbolos e Abreviaturas: Um Guia para Editores e Autores Médicos
e Cientificos. Abreviaturas ndo padrdo devem ser usadas trés ou mais vezes e
escritas completamente no texto quando usadas pela primeira vez.

Estrutura: Todos os artigos submetidos a Doencas Orais devem incluir:

e Folha de rosto

e Resumo estruturado
e Texto principal

o Referéncias

o (Figuras)
o (Legendas das Figuras)
o (Tabelas)

Pagina de rosto: Deve fazer parte do manuscrito carregado para revisao e
incluir:

e Um titulo com no maximo 100 caracteres, incluindo espacos

e Um titulo em execuc¢do de no maximo 50 caracteres

e 3-6 palavras-chave

« Nomes completos e instituicdes para cada autor

« Nome, endereco, endere¢co de e-mail e numero de fax do autor
correspondente

o Data de envio (e reviséo / reenvio)

Resumo: Esta limitado a 200 palavras e ndao deve conter abreviaturas. O
resumo deve ser incluido no documento do manuscrito carregado para analise,
bem como separadamente, quando especificado no processo de submisséo. O
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resumo deve transmitir o propoésito essencial e a mensagem do artigo, de forma
abreviada, sob:

o Objetivos),

e Assunto (s) (ou Materiais) e Métodos,
o Resultados,

e Conclusdes (s).

O Texto Principal dos Artigos Originais de Pesquisa deve ser organizado da
seguinte

Introducéo: Deve ser focada, delineando as origens historicas ou logicas do
estudo e n&o resumir os resultados; revisbes exaustivas da literatura s&o
inadequadas. Deve fechar com a declaracéo explicita dos objetivos especificos
da investigagéo.

Materiais e Métodos: Devem conter detalhes suficientes para que, em
combinagcdo com as referéncias citadas, todos 0s ensaios clinicos e
experimentos relatados possam ser totalmente reproduzidos. Como condicéo de
publicacdo, os autores sdo obrigados a disponibilizar materiais e métodos
disponiveis gratuitamente aos pesquisadores académicos para seu proprio
uso. Isso inclui anticorpos e as construgcfes usadas para fazer animais
transgénicos, embora ndo os préprios animais. Outros conjuntos de dados de
apoio devem ser disponibilizados na data de publicacdo diretamente dos
autores.

(i) Ensaios clinicos: Como mencionado acima, eles devem ser relatados
usando as diretrizes do CONSORT disponiveis em www.consort-
statement.org . Uma lista de verificacio CONSORT também deve ser incluida
no material de envio. Os ensaios clinicos podem ser registrados em qualquer um
dos seguintes registros publicos gratuitos de ensaios
clinicos: www.clinicaltrials.gov ,http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/ , http://i
srctn.org/ . Como indicado em um editorial publicado em Oral Diseases(12: 217-
218), 2006), todos os manuscritos relatando os resultados de um ensaio clinico
devem indicar que o estudo foi totalmente registrado em um site de facil
acesso. O numero de registro do ensaio clinico e 0 nome do registro do ensaio
seréo publicados com 0 artigo.

(i) Assuntos experimentais: Como mencionado acima, a experimentacao
envolvendo seres humanos s6 serad publicada se tal pesquisa tiver sido
conduzida em total conformidade com os principios éticos, incluindo
a Declaracdo da Associacdo Médica Mundial de Helsinque.(versdo 2002) e os
requisitos adicionais, se houver, do pais onde a pesquisa foi realizada. Os
manuscritos devem ser acompanhados por uma declaragdo de que o0s
experimentos foram realizados com o consentimento escrito e compreensivo de
cada sujeito e de acordo com os principios acima mencionados. Uma declaracéo
sobre o fato de que o estudo tenha sido revisado e aprovado de forma
independente por um comité de ética também deve ser incluido. Os editores
reservam o direito de rejeitar trabalhos se houver duvidas sobre se
procedimentos apropriados foram usados. Quando animais experimentais séo
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usados, a secdo de métodos deve indicar claramente que medidas adequadas
foram tomadas para minimizar a dor ou o desconforto.

(ilf) Fornecedores: Os fornecedores de materiais devem ser nomeados e sua
localizac&o (cidade, estado / municipio, pais) incluida.

Resultados: deve apresentar as observacdes com referéncia minima a literatura
anterior ou a possiveis interpretacées.

Discusséo: Geralmente pode comecar com um breve resumo das principais
conclusdes, mas a repeticao de partes do resumo ou das secdes de resultados
deve ser evitada. A se¢cdo deve terminar com uma breve conclusdo e um
comentario sobre a relevancia clinica potencial dos resultados. As declaracdes
e interpretacado dos dados devem ser apropriadamente apoiadas por referéncias
originais.

Agradecimentos: Devem ser usados para fornecer informacdes sobre fontes de
financiamento para a pesquisa, qualquer potencial conflito de interesse e para
reconhecer os contribuintes do estudo que nao se qualificam como
autores. Todas as fontes de apoio financeiro institucional, privado e corporativo
para o trabalho dentro do manuscrito devem ser plenamente reconhecidas, e
quaisquer potenciais titulares de subsidios devem ser listados. Os
agradecimentos devem ser breves e ndo devem ser incluidos gracas aos arbitros
e editores andnimos. Onde as pessoas sdo reconhecidas, uma carta de
apresentacao que demonstre seu consentimento deve ser fornecida.

Referéncias: As referéncias devem ser preparadas de acordo com o Manual de
Publicacdo da American Psychological Association (62 edi¢cdo). Devendo ser
organizadas em ordem em alfabetica e enumeradas no corpo do texto.

Uma amostra das entradas mais comuns nas listas de referéncia aparece
abaixo. Por favor, note que um DOI deve ser fornecido para todas as referéncias,
quando disponiveis. Para mais informacdes sobre o estilo de referéncia da APA,
consulte o site da APA . Observe que, para artigos de periédicos, 0s niumeros de
edicBes nado sdo incluidos, a menos que cada edi¢do do volume comece com a
pagina um.

Tabelas, Figuras e Lendas de Figuras

Figuras: Todas as figuras e ilustracbes devem ser fornecidas em formato
eletrénico. Por favor, salve gréaficos vetoriais (por exemplo, arte de linha) em
formato encapsulado PostScript (EPS) e arquivos de bitmap (por exemplo,
meios-tons) ou fotos clinicas ou in vitro em Tagged Image Format (TIFF).

Informacdes detalhadas sobre nossos padrées de ilustracdo digital podem ser
encontradas em http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp .

Verifique sua arte eletronica antes de envia-
la: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp .

Figuras desnecessarias e partes (painéis) de figuras devem ser evitadas: dados
apresentados em pequenas tabelas ou histogramas, por exemplo, geralmente
podem ser declarados brevemente no texto. As figuras ndo devem conter mais
de um painel, a menos que as partes estejam conectadas logicamente.

Figuras divididas em partes devem ser rotuladas com letra minuscula, negrito,
letra romana, a, b e assim por diante, no mesmo tipo de tamanho usado em
qualquer outro lugar na figura. As letras nas figuras devem ser em letras
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minusculas, com a primeira letra maiuscula. As unidades devem ter um unico
espaco entre 0 numero e a unidade e seguir a nomenclatura SI comum a um
determinado campo. Unidades e abreviaturas incomuns devem ser soletradas
por completo ou definidas na legenda. Barras de escala devem ser usadas em
vez de fatores de ampliagcdo, com o comprimento da barra definido na legenda,
e nao na propria barra. Em geral, sugestfes visuais (nas proprias figuras) sao
preferidas para explicacdes verbais na legenda (por exemplo, linha quebrada,
triangulos vermelhos abertos, etc.).

Figuras coloridas: As figuras coloridas podem ser publicadas on-line
gratuitamente; no entanto, a revista cobra pela publicacdo de figuras em cores
impressas. Se o autor fornecer figuras coloridas na publicacdo Early View, elas
serdo convidadas a concluir um contrato de cobranca em cores no RightsLink for
Author Services. O autor terd a op¢ao de pagar imediatamente com um cartéo
de crédito ou débito, ou pode solicitar uma fatura. Se o autor optar por néo
comprar impressao colorida, 0s numeros serdo convertidos para preto e branco
para a edicdo impressa da revista.



