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RESUMO
Tese
Marcos Antonio Nunes Costa Silami

No carcinoma de células escamosas (CCE) de boca a metastase cervical é considerada principal
fator de pior prognéstico e a sobrevida global é significativamente baixa. CCE de lingua/assoalho
de boca (ADB) apresentam alta frequéncia de metastase oculta (20% a 30%) e sua identificacdo
é fundamental no planejamento terapéutico. A metastase € um processo complexo resultante
das interacdes de células malignas com o microambiente tumoral, que por meio de fatores de
crescimento endoteliais vasculares, estimula a formacdo de novos vasos linfaticos
(linfangiogénese) que participam ativamente do extravasamento de células malignas para os
linfonodos cervicais. Marcadores especificos para endotélio linfatico como a podoplanina
permitem a identificacdo da densidade de vasos linfaticos que, quando aumentada, tem sido
associada a metastase, recorréncia e menor sobrevida. Portanto, esse estudo tem como objetivo
Investigar a presenca e 0 progndstico de metastase cervical oculta em pacientes diagnosticados
com carcinoma de células escamosas de lingua e/ou assoalho de boca associando a densidade
de vasos linfaticos. Avaliamos a densidade vascular linfatica (DVL), densidade linfatica
intratumoral (DLI) e densidade linfatica peritumoral (DLP) em relacdo a presenca de metastase
cervical e as variaveis sociodemograficas e clinicopatol6gicas de pacientes diagnosticados com
CCE primérios de lingua e/fou ADB com auséncia de comprometimento para linfonodos
clinicamente (cNO), submetidos a cirurgia associada ao esvaziamento cervical e atendidos no
INCA entre 2001 e 2003. Os linfonodos pNO foram submetidos a recortes semi seriados, corados
em HE submetidos a reacdo imuno-histoquimica (IHQ) para o anticorpo anti-pan-citoqueratina
AE1AE3 e amostras dos tumores foram coradas em HE e submetidas as classificacbes
histopatolégicas da OMS e avaliacdo histopatoldgica de risco (AHR), posteriormente submetidas
a reacdo IHQ para o anticorpo anti-podoplanina. Os vasos linfaticos imunopositivos foram
contados em cinco campos microscopicos (200x) em areas hot spot nas regides intratumoral e
peritumoral. As médias da DVL, DLI e DLP, foram obtidas de forma separada e utilizadas como
cut off dividindo os tumores com alta e baixa densidade linfatica. Foi realizada andlise descritiva
das variaveis e a sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) foram calculadas pela
analise de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste log-rank. Dentre os 80 pacientes estudados,
25 (31,2%) foram diagnosticados pN+ pela rotina histopatoldégica do INCA e 9 (11,3%) por
recortes semi-seriados e reacéo IHQ pelo anticorpo anti-pan-citoqueratina AE1AE3, aumentando
a frequéncia de metastase oculta. Os grupos pNO = 46 e pN+ = 34 apresentaram diferenca
significativa na frequéncia para radioterapia adjuvante (p=0,001), segundo tumor primario
(p=0,03) e pior padrdo de invasdo (PPI) (p=0,003). DLI apresentou diferenca significativa na
frequénia para gradacdo histopatolégica da OMS (p=0,012) e a DLP para cT e cEstadio
(p=0,026) e pT (p=0,034). Nesse estudo, o CCE de lingua/ADB apresenta metastases ocultas
com alta frequéncia. A alta DVL, DLI e DLP n&o se apresentaram como variaveis significativas
para metastase cervical e pior sobrevida.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Metéstase Linfatica. Citoqueratina. Imuno-
Histoquimica. Linfangiogénese. Vasos linfaticos.
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OCCULT CERVICAL METASTASIS INVESTIGATION IN PATIENTS
WITH TONGUE AND FLOOR OF MOUTH SQUAMOUS CELL CARCINOMA ASSOCIATED
LYMPHACTIC VESSEL DENSITY

ABSTRACT
Tese
Marcos Antonio Nunes Costa Silami

Cervical lymph nodes metastasis occurrence has been highlighted as the main factor of both
worse prognosis and survival for oral squamous carcinoma cell (SCC). Tongue/floor of the mouth
(FOM) SCC has increased occult metastasis (20-30%) frequency, its identification is fundamental
for therapeutic management. Metastasis is a complex process between tumor cells and its
microenvironment stimulating lymphangiogenesis through endothelial growth factors, thus leading
to malignant cells extravasation to cervical lymph nodes. Specific markers for lymphatic
endothelium as podoplanin allow assessment of lymphatic vessel density, when increased, has
been associated with metastasis, recurrence and poor survival. Therefore, this study aims to
investigate occult cervical metastasis presence and prognosis in patients diagnosed with tongue
and FOM SCC associated with lymphatic vessel density. We examined lymphatic vessel density
(LVD), intratumoral lymphatic density (ILD) and peritumoral lymphatic density (PLD) relation to
cervical metastasis as well as sociodemographic and clinical-pathologic variables in clinically
node-negative (cNO) disease patients diagnosed with primary tongue/FOM SCC who followed up
in INCA between 2001 and 2003 as well as underwent surgery with neck dissection and had. pNO
lymph nodes were submitted to semi-serial cuts, stained in HE and performed an
immunohistochemical reaction (IHC) for the anti-pan-cytokeratin AE1AES3 antibody and samples
obtained from tumors were evaluated according to WHO and AHR histopathologic classifications
using HE sections and were subsequently immunohistochemically (IHC) stained for anti-
podoplanin antibody. Then, imunopositive lymphatic vessels in intra- and peritumoral hotspot
areas were counted in five 200x magnification fields. Mean LVD, ILD and PLD were obtained
separately and used as cutoff to divide tumors with high or low lymphatic density. Descriptive
analysis was performed and global and disease-free survival (GS and DFS, respectively) rates
were calculated by Kaplan-Meier analysis and compared using log-rank test. Eighty patients
studied, 25% (31.2%) were diagnosed as pN+ by INCA'’s histopatological routine and 9 (11.3%)
by semi-serial sections and anti-pan-cytokeratin AELIAE3 antibody IHC stained, increasing occult
metastasis frequency. pNO (n=46) and pN+ (n=34) groups showed a significant difference
frequency to adjuvant radiotherapy (p=0.001), second primary tumor (p=0.03) and worse pattern
of invasion (WPOI) (p=0.003). ILD showed a significant difference frequency to WHO
histopathological classification (p=0.012) and PLD to cT and c-Stage (p=0.026) and pT (p=0.034).
In this study, tongue/FOM SCC has a high occult metastasis frequency. The high LVD, ILD and
PLD did not present significant variables for cervical metastasis and poor survival.

Key  words: Squamous  cell carcinoma. Lymphatic  Metastasis.  Cytokeratin.
Immunohistochemistry. Lymphangiogenesis. Lymphatic Vessel.
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1 INTRODUCAO

Globalmente, o cancer oral apresenta-se como o sexto tipo mais comum de
cancer (WARNAKULASURIYA, 2009). Nesta localizacdo, o tipo histolégico
predominante é o carcinoma de células escamosas (CCE), sendo responséavel por
mais de 90% das neoplasias malignas diagnosticadas na boca (WONG et al., 1996;
NOLLET et al., 1999; SCULLY & BAGAN, 2009; WARNAKULASURIYA, 2009;
NEVILLE et al., 2016).

A mais recente estimativa de incidéncia de cancer, apontou para o Brasil, no
ano de 2018, 14.700 novos casos, sendo 11.200 novos casos de cancer da
cavidade oral em homens e 3.500 em mulheres. Tais valores correspondem a um
risco estimado de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens e 3,28 a cada 100 mil
mulheres, sendo o 5° mais comum entre os homens e o 12° entre as mulheres
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A localizacdo mais comum para o carcinoma de células escamosas oral
(CCEO) é a lingua, neste sitio as lesbes possuem alta frequéncia de metastase
regional, pior prognéstico e baixas taxas de sobrevida (PIMENTA-AMARAL et al.,
2004; VARTANIAN et al., 2004; CHOI et al., 2006; BELLO et al., 2010).

H&a muitos anos, o sistema de estadiamento clinico de tumores (CTNM) tem
sido o padrédo de classificacdo adotado para caracterizar os tumores. As informacoes
obtidas pelos exames clinicos e de imagem séo utilizadas para estabelecer o estadio
clinico (cEstadio), propor a terapia mais adequada e estimar a sobrevida dos
pacientes. Caso 0 paciente seja submetido a resseccao cirurgica, determina-se o
estadio patolégico (pTNM) através do exame histopatolégico do tumor e/ou dos
linfonodos regionais, auxiliando na selecéo da terapia adjuvante pds-operatoria e na
estimativa do prognostico. O estadiamento, baseado no sistema TNM, tem como
objetivo delinear a extensdo anatbmica da doenca através da combinacdo de seus
componentes: T - extensdo local ou tamanho do tumor primario; N - disseminacao
regional para linfonodos; M - presenca ou auséncia de metastase a distancia. Apos
definir as categorias T, N e M, elas podem ser agrupadas em estadios. O carcinoma
in situ é categorizado como estadio 0; casos com metastase a distancia, estadio IV
(EL-NAGGAR et al., 2017).



Entretanto, para a metastase tumoral, o cTNM nao permite o prognostico
preciso, porque os tumores atribuidos ao mesmo estadio podem ter diferentes graus
de agressividade (PATEL & SHAH, 2005). Dessa forma, permanece a busca por
outros fatores prognosticos fidedignos para CCEO que possam ajudar a identificar
os diferentes grupos de risco (BETTENDOREF et al., 2004).

Caso o paciente seja submetido a resseccao cirurgica, determina-se o estadio
patologico (pTNM) pelo exame histopatolégico do tumor e dos linfonodos regionais,
auxiliando na selecdo da terapia adjuvante poés-operatéria e na estimativa do
prognostico (MINISTERIO DA SAUDE, 2004; HONORATO et al., 2009;
BRANDWEIN-GENSLER et al., 2010).

A metastase em linfonodos cervicais revela-se como o principal fator
prognostico para o CCEO. (WOOLGAR, 1999; HOLLENBEAK et al., 2001; FERLITO
et al., 2002; KOWALSKI & SANABRIA, 2007; SANO & MYERS, 2007; DAS &
SKOBE, 2008; LIU et al., 2011; NATAJARAN & EISENBERG, 2011). O paciente que
em sua avaliacdo inicial é diagnosticado como cN+, a taxa de sobrevida em 5 anos
pode diminuir para menos de 20% (DIAS et al., 2001; ORD, 2012).

O tratamento adequado para tumores com estadiamento inicial (I e Il) do
CCEO continua a ser uma questdo controversa. O controle do tumor primario
geralmente € conseguido com resseccdo cirirgica com margem de pelo menos
1,0cm e/ou radioterapia, a recorréncia em linfonodos cervicais freqientemente
resulta em insucesso no controle da doenca. Varios estudos tém demonstrado uma
incidéncia substancial (25% a 43%) de doenca oculta no pescoco, especialmente no
estadio Il, sua presenca foi associada com uma diminui¢&o significativa da sobrevida
(KLIGERMAN et al.,, 1994; ORD, 2012). Em casos de linfonodos cervicais
diagnosticados clinicamente ou por exame de imagem como positivos (cN+) é
realizado o esvaziamento cervical radical. No tratamento cirurgico de tumores iniciais
(estadios | e 1) localizados em lingua e em lesdes infiltrativas de assoalho de boca
(as mais comuns), deve-se associar 0 esvaziamento cervical eletivo supra-omo-
hidideo (niveis I, 1l e Ill) em virtude do alto indice de metastase cervical oculta
podendo variar em torno de 20% até 30% (PIMENTA-AMARAL et al., 2004,
CAMPANA & MEYERS, 2006; KOWALSKI & SANABRIA, 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Alguns autores reforcam que a melhor abordagem de tratamento para esse

grupo de pacientes permanece controversa (BYERS et al.,, 1998; KOWALSKI &
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SANABRIA, 2007). Recomendar o tratamento eletivo do pesco¢co em estagio | do
CCE de lingua e assoalho de boca permanece em aberto. Tanto o esvaziamento
eletivo quanto a politica do "observar e aguardar" tém seus defensores entre os
cirurgides de cabeca e pescoco de diferentes centros em todo o mundo (DIAS et al.,
2001). Diante disso, a literatura busca identificar fatores clinico patolégicos
associados ao alto risco de metastases nos linfonodos que possam ser Uteis para a
selecdo adequada do grupo de pacientes que se beneficiardo do esvaziamento
cervical eletivo do pescoco, permitindo que os pacientes de baixo risco sejam

poupados de cirurgia sem necessidade e de suas possiveis sequelas.

Em estudo recente, SCHILLING et al. (2017), fizeram uma revisdo sobre a
utilizacdo de biépsia em linfonodos sentinela (BLS) em paciente com tumores de
cabeca e pescoco. E estabelecido na literatura que a BLS é amplamente utilizada no
rastreamento de metastase regional em pacientes com tumores de mama (LYMAN
et al. 2005), porém em tumores de cabeca e pescoco, até o presente momento, essa
ferramenta ndo é utilizada em todo o mundo. Existem poucos centros de tratamento
de cancer que utilizam a BLS em sua rotina, e isso € explicado, porque estudos
prospectivos que validem o real beneficio da BLS em comparacdo ao esvaziamento

cervical eletivo ainda nao foram realizados.

A literatura destaca a espessura do tumor como uma varavel importante de
comportamento biolégico tumoral, diferentes estudos encontraram associactes
significativas em amostras de CCE de lingua iniciais. VISHAK & ROHAN, (2014)
estudou somente CCE de lingua, classificados como T1 e concluiu que esses
tumores sé@o associados com alta incidéncia de metastase nos linfonodos cervicais e
0 esvaziamento cervical eletivo deve ser considerado em todos os pacientes com
tumores com mais de 3mm de espessura. Em estudo avaliando tumores de lingua
T1-T2, HAKEEM et al. (2016) recomendaram o0 esvaziamento cervical seletivo
profilatico principalmente em tumores com espessura maior que 5mm, invasao
linfovascular e invasédo perineural. GANLY et al. (2013), encontraram em analise
multipla que a espessura do tumor foi a Unica variavel isoladamente a indicar de
recorréncia regional, mostrando significancia estatistica na sobrevida livre de doenca

quando comparou tumores menores a 4mm com maiores ou igual a 4mm.

BAJWA et al. (2011) reportaram em seu estudo, pela comparacdo do
tratamento de 87 pacientes com CCEO associado ao esvaziamento cervical seletivo
dos niveis I-lll e dos niveis I-IV que o esvaziamento cervical dos niveis I, Il e Il é
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efetivo no tratamento do pescoco cNO e deve ser associado a radioterapia em casos

de linfonodos comprometidos e extravasamento capsular.

Embora tenha se obtido um avanco nas técnicas cirurgicas, em abordagens
multidisciplinares de tratamento e novas drogas antineoplasicas tenham surgido, a
sobrevida dos pacientes acometidos pelo cancer de boca apresentou apenas
discreta melhora (DEL-SORDO et al., 2010) ou em nada melhorou (BEAVON, 2000)

com os pacientes ainda sucumbindo a doenca metastatica (MBURU et al., 2006).

A avaliacdo dos linfonodos torna-se necessaria para estadiamento do tumor,
determinacdo do progndstico e para o planejamento de estratégias terapéuticas
(TRAPPEN & PEPPER, 2002).

E de amplo conhecimento que a identificacdo de metastases regionais, no
momento do diagndstico, € um fator determinante para o tratamento e progndstico
desses pacientes (KOWALSKI & MEDINA,1998; KOWALSKI & SANABRIA, 2007).
Mesmo com a padronizacdo dos exames clinicos e com 0s avan¢gos nos exames
complementares por imagem, muitas vezes as metastases linfonodais sdo de dificil
deteccdo (WARBURTON et al., 2007; TAKES et al., 2008).

Como fruto de sua sensibilidade limitada, a histopatologia de rotina subestima
a prevaléncia de micrometastases em linfonodos. Micrometastases ocultas
presentes no momento do diagndstico primario sdo muitas vezes nao identificadas
por meio dos métodos convencionais. A realizacdo de recortes semi-seriados
corados em hematoxilina e eosina (HE) e a imuno-histoquimica (IHQ) foram
sugeridas para aumentar a taxa de deteccdo de micrometastases em linfonodos
histologicamente livres de tumor com uso de anticorpos, por exemplo as
citoqueratinas (WOOLGAR, 1999; TRAPPEN & PEPPER, 2002).

Assim, a controvérsia surge quanto a possibilidade de tratamento suplementar
(esvaziamento cervical ou irradiacdo), que deve ser oferecido apds a deteccéo de
micrometastases (ATULA et al., 2009).

A presenca de células tumorais ocultas metastaticas, clinicamente
indetectaveis pode explicar porque a recidiva é frequente neste grupo de CCEO de
alto risco. Embora nem todas as micrometastases se estabelecam em tumor, ha
provas convincentes de que a presenca de micrometastases tem significado clinico
(TRAPPEN & PEPPER, 2002). GANLY et al. (2013) verificaram em seu estudo que

sete de 52 (14%) pacientes submetidos a esvaziamento cervical regional a presenca
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de metastase nao foi diagnosticada pela analise histopatoldgica convencional,
somente apoOs investigacdo através de recortes semi-seriados do material

emblocado. Dois desses pacientes desenvolveram recorréncia regional.

DHAWAN et al. (2016), em amostra com 10 pacientes de CCEOQO, investigou a
presenca de metastase oculta, por meio de recortes semi-seriados dos linfonodos
esvaziados. Do total de linfonodos avaliados, 2,25% apresentaram micrometastases
e correspondeu a 33,3% dos pacientes estudados. Os autores concluiram que 0s
recortes semi-seriados devem ser preferidos em relacdo aos métodos
convencionais, pois resultam em estadiamento mais fiel, evitando assim a

morbidade de tratamento desnecessario.

Em 69 pacientes com CCE de cabeca e pescoco, KWON et al, (2004),
investigaram 1710 linfonodos esvaziados por meio de recortes semi-seriados e
reacao imuno-histoquimica com o anticorpo anti-pan-citoqueratina AE1AE3 (pan-CK
AE1AE3) e diagnosticaram metéstase oculta em 13 (18,8%) dos pacientes
avaliados. Em revisdo retrospectiva das laminas em HE correspondentes ao
linfonodos avaliados na rotina histopatologica, foi detectada presenca de metastase

em 4 dos 13 pacientes.

De acordo com alguns autores, a investigacdo e a deteccdo de fatores
preditivos e biomarcadores tumorais que possam prever as metastases,
especialmente as metastases ocultas regionais, torna-se fundamental para aumentar
as taxas de sobrevida e melhorar o progndéstico dos pacientes, principalmente
diagnosticados com doenca em estadios iniciais (MUNOZ-GUERRA et al., 2004,
PIMENTA AMARAL et al., 2004). Essa busca representa um grande desafio, para
promover melhores tratamentos com o uso de terapias direcionadas (CIRLIGERIU
et al., 2014).

Nos ultimos anos, tem sido discutido que as células tumorais ndo sé tiram
proveito dos fatores tréficos produzidos pelas células inflamatérias, como também
podem usar as moléculas de adesado, quimiocinas e receptores para ajudar na
migragcédo e “homing” durante o processo de metastase. Evidéncias sugerem que 0s
mecanismos utilizados para “homing” de leucécitos podem ser apropriados para a
migracdo de células tumorais através da corrente sanguinea e de vasos linfaticos
(COUSSENS & WERB, 2002). As células tumorais ndo migram aleatoriamente. Uma
explicacdo para este fendbmeno € que essa migracdo especifica de células tumorais

pode ser determinada pela expressdo de receptores de quimiocinas e pelas
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guimiocinas expressas nos orgaos-alvo (ROSSI & ZLOTNIK, 2000), da mesma
forma que acontece no processo regulatorio do trafego dos linfocitos (WILEY et al.,
2001).

Antigamente, os vasos linfaticos eram considerados participantes passivos no
processo de migracdo de células na metastase tumoral e que as células tumorais
eram drenadas para os vasos linfaticos sem a participacédo deles (DAS & SKOBE,
2008). Contudo, com a descoberta de véarios marcadores moleculares-chave
especificos para os vasos linfaticos e com aumento da disponibilidade de sistema
experimentais in vitro e in vivo para o estudo da biologia linfética, verificou-se que
sua participacdo € muito mais complexa, com papel ativo na disseminacéo
metastatica do tumor (DAS & SKOBE, 2008).

Além dos estudos sobre as quimiocinas e sua participacdo no processo
metastatico, a influéncia das moléculas associadas a linfangiogénese tumoral tem
sido cada vez mais discutida (DAS & SKOBE, 2008).

Na maioria dos tumores solidos, a disseminagcdo das células metastéticas
ocorre por vasos linfaticos. Acredita-se que esse processo de metastase seja
diretamente influenciado pelo fendmeno de formacdo de novos vasos linfaticos
associados ao tumor, denominada de linfangiogénese tumoral (DAS & SKOBE,
2008).

A linfangiogénese induzida por tumores € mediada por fatores de crescimento
linfangiogénico que séo produzidos e secretados pelas proprias células tumorais,
células estromais, macréfagos infiltrantes do tumor ou ativados plaquetas
(CHRISTIASEN & DETMAR, 2011). A Figura 1.1 mostra o quanto complexo € o

processo de metastase das células tumorais.
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Figura 1.1: VEGF e quimiocinas envolvidas no processo de metastase. As
guimiocinas medeiam a metastase via vasos linfaticos. As células malignas expressam
receptores de quimiocinas, como CCR7 e CXCR4. Gradientes quimiotécticos e seus
respectivos ligantes de quimiocinas (CCL19 / 21 e CXCL12), estabelecidos por células
endotelias linfaticas associadas ao tumor e linfonodos, guiam ativamente as células
metastéticas positivas ao receptor de quimiocinas inicialmente em vasos linfaticos e depois
para os linfonodos sentinelas de drenagem. O VEGF-C e o aumento do fluxo linfatico
observado dentro dos vasos linfaticos associados ao tumor podem atuar para aumentar a
expressao das quimiocinas e assim aumentar ainda mais a metastase. As quimiocinas
também podem guiar as células metastaticas para os 6rgaos distantes e tecidos que sdo
locais preferenciais para exibir as metastases em niveis elevados de CXCL12. (Adaptado:
CHRISTIASEN & DETMAR, 2011).

Os capilares linfaticos sédo constituidos por uma fina parede de células
endoteliais e ndo possuem membrana basal continua e pericitos. Essas
caracteristicas diferem dos capilares sanguineos, dessa forma as células epiteliais
malignas tém maior facilidade de transpor os capilares linfaticos, ter acesso a
circulacao linfatica e consequentemente aos linfonodos regionais, favorecendo
assim o processo metastatico por esta via (PEPPER et al., 2003; SUNDAR &
GANESAN, 2007).

A influéncia da linfangiogénese no processo da biologia tumoral e o
favorecimento de metastases parece estar associada aos vasos linfaticos mais
periféricos ao tumor por apresentarem maior calibre e permeabilidade contrastando
com vasos linfaticos intratumorais que se mostram mais comprimidos e com
funcionalidade diminuida (PADERA et al., 2002; KYZAS et al., 2005)

A busca por biomarcadores de comportamento biologico tumoral, tendo sido
uma constante entre estudos, que desejam identificar tumores mais agressivos e

com maior potencial de metastase para linfonodos regionais.

A mensuracao da presenca de vasos linfaticos no microambiente tumoral e da

densidade vascular linfatica, necessita de um marcador especifico que a torne mais
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precisa. O marcador mais utilizado € a podoplanina, que consiste em uma
glicoproteina transmembrana (WICKI & CHRISTOFORI, 2007) .

A podoplanina € uma pequena glicoproteina de membrana e pertence as
proteinas do tipo mucina. Pode ser encontrada na superficie de muitos tipos de
células normais provenientes de varias camadas germinativas. Estd presente
exclusivamente no endotélio de vasos linfaticos e ndo é encontrada em vasos
sanguineos, também é encontrada em pneumacitos tipo | e poddcitos glomerulares.
O aumento dos niveis de podoplanina ou sua neoexpressao tem sido encontradas
em varios tipos de carcinomas humanos, mas é especialmente comum em
carcinomas de células escamosas, localizados em cérvix uterino, laringe, cavidade
oral, pele e pulmdo (MARGARITESCU et al., 2010).

A podoplanina é conhecida como marcador de células endoteliais linfaticas,
sua expressao tem sido relatada em varios tipos de cancer, incluindo carcinoma de
células escamosas de boca. A podoplanina estd envolvida no processo da
tumorigénese e na progressao do cancer na cabeca e no pescogo e sua expressao
nao se restringe ao endotélio vascular linfatico (MARGARITESCU et al., 2010).

ABDUL-AZIZ et al. (2017), avaliaram a densidade linfatica vascular e a
morfometria dos vasos linfaticos usando o anticorpo anti-podoplanina (D2-40). Seus
resultados mostraram que em mucosa normal, os vasos linfaticos foram restritos ao
tecido conjuntivo subepitelial. Em CCEO sem comprometimento de linfonodos, os
vasos linfaticos eram mais numerosos e maior em tamanho quando comparados aos
observados na mucosa normal e foram detectados superficialmente no tecido
conjuntivo subepitelial e profundo entre os ninhos de células epiteliais malignas.
Vasos linfaticos subepiteliais e aqueles localizados na periferia da lesdo eram
dilatados, enquanto os vasos linfaticos intratumorais (entre os ninhos de células
epiteliais malignas) foram comprimidos entre as ilhas epiteliais invasivas. No CCEO
com comprometimento de linfonodos, os vasos linfaticos eram mais amplos e
dilatados (limen maior) do que o0s casos de mucosa normal e CCEO sem
comprometimento de linfonodos. Eles foram detectados superficialmente no tecido
conjuntivo subepitelial, entre as ilhas de células epiteliais malignas e profundamente
entre fibras musculares. Entretanto, alguns vasos linfaticos foram comprimidos pelas

ilhas de células epiteiais malignas, sendo dificil visualizar o lumen.

A alta densidade de vasos linfaticos tem sido associada a metastases

regionais (SEDIVY et al., 2003; MIYAHARA et al., 2007; LIANG et al., 2008; CHUNG
8



et al., 2010), risco aumentado de recorréncia loco-regional, incluindo nos estadios
iniciais (I e Il) e uma menor sobrevida para os pacientes (MUNOZ-GUERRA et al.,
2004; MIYAHARA et al., 2007; WICKI & CHRISTOFORI, 2007).

Estudos mostraram que a quantificacdo por meio da densidade de vasos
linfaticos € uma ferramenta importante na associacdo com moléculas de
linfangiogénese para estimar o valor preditivo em metéstases ocultas em CCEO
(MIYAHARA et al., 2007, WARBURTON et al., 2007; FAUSTINO et al., 2008)

SEDIVY et al.,, 2003, estudaram 28 pacientes com CCEO, de diferentes
localizacBes e encontraram associacdo significativa entre a densidade vascular
linfatica e a ocorréncia de metastases, nao especificando se os vasos linfaticos eram
intratumorais ou peritumorais. Concluiram ainda, que a densidade vascular linfatica
foi significativamente mais alta nos tumores quando comparadas as margens sadias,

sugerindo uma importante participacéo da linfangiogénese no processo metastatico.

MIYAHARA et al. (2007), em estudo semelhante, avaliaram CCEO sem
especificar as localizagbes do tumor e se a densidade linfatica tumoral avaliada foi
intratumoral ou peritumoral, porém com uma populacéo de estudo maior, 110 casos,
e concluiu que alta densidade linfatica vascular associou-se significativamente com o

comprometimento de linfonodos e menor sobrevida livre de doenca.

Em estudo, de 31 CCEO de diferentes localizacbes, LONGATTO-FILHO et al.
(2007), avaliaram a densidade linfatica intratumoral e peritumoral e ndo encontraram
diferencas estatisticas entre elas, entretanto pacientes que apresentaram tumores

com alta densidade linfatica peritumoral apresentaram menor sobrevida.

Ainda é controverso, se as ceélulas epiteliais malignas promovem o
extravasamento do tumor por expansdo e invasao de vasos linfaticos peritumorais
pré-existentes (PADERA et al., 2002; KYZAS et al., 2005) ou por inducao e invasao

de vasos linfaticos recém formados dentro dos tumores (DAS & SKOBE, 2008).

Em 2008, ZHAO et al., estudaram em uma populacdo de estudo de 86 CCEO,
a densidade linfatica intratumoral e peritumoral, e apesar de verificar uma maior
densidade linfatica peritumoral, apenas a alta densidade linfatica intratumoral
mostrou associacdo significativa com maior invasdo de vasos linfaticos, recidiva
tumoral e menores taxas de sobrevida global e livre de doenca. Ambas as

densidades foram significativas para metastase linfonodal.



Em 62 pacientes com CCE exclusivamente de lingua, CHUNG et al., (2010),
verificaram que invasao perineural e a invaséo linfovascular foram significativamente
associadas com metastase regional. A metastase regional foi significativamente
maior em pacientes com alta densidade intratumoral. Por analise multipla, a
densidade linfatica intratumoral foi o Unica variavel significativamente associada com
a metastase regional. A densidade linfatica peritumoral ndo mostrou associagdo com
metéstases regionais. Os autores concluiram que a densidade linfatica intratumoral

mostrou uma forte associacdo com as metastases em pacientes com CCE de lingua.

MUNOZ-GUERRA et al. (2004), avaliaram 61 CCE de lingua e assoalho de
boca, em estadiamento inicial, encontraram relagcéo significativa entre a densidade
linfatica intratumoral e a presenca de recidiva loco-regional e em anélise multipla a
densidade linfatica intratumoral foi a Unica variavel independente significativa para

menor sobrevida livre de doenca.

Diante do exposto, a presenca de metastase cervical oculta e a expressao da
podoplanina como ferramenta para a densidade de vasos linfaticos intratumorais e
peritumorais, sao variaveis importantes a serem estudadas no carcinoma de células

escamosas de lingua e assoalho de boca.

1.1 JUSTIFICATIVA

O CCEO é uma neoplasia maligna considerada uma problema de saude
publica. Mesmo com avanco em técnicas cirdrgicas, em abordagens
multidisciplinares de tratamento e novas drogas antineoplasicas tenham surgido, a
sobrevida dos pacientes acometidos pelo cancer de boca ndo apresentou melhora

significativa.

A metastase cervical é considerada o principal fator de pior prognéstico que

implica em baixas taxas de sobrevida.

CCE de lingua e assoalho de boca sdo os mais incidentes e com maior
propensdo para metastase cervical mesmo em estadiamentos iniciais, sendo
importante o estudo com perfil de amostra homogéneo, utilizando localizacdes
especificas. Nao obstante, esses tumores de lingua e assoalho de boca apresentam
alta frequéncia de metastase oculta e sua identificacdo € fundamental para o correto
planejamento terapéutico.
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Além da investigacdo de comprometimento dos linfonodos cervicais, €
necessario ampliar o conhecimento dos mecanismos e moléculas envolvidos no

complexo processo de metéstase.

O extravasamento de células epiteliais malignas para os linfonodos cervicais,
€ resultante de interacdes no microambiente tumoral, que por meio de fatores de
crescimento endoteliais vasculares, estimulam a linfangiogénese. Marcadores
especificos para endotélio linfatico, permitem a identificacdo da densidade de vasos

linfaticos, que tem sido associado a piores desfechos para os pacientes.

E fundamental a busca de marcadores prognosticos que possam melhor
prever o comportamento de um tumor individualmente ou de um grupo de pacientes
e auxiliar a definir a escolha do esvaziamento cervical, melhorando o tratamento e a

sobrevida desses pacientes.

1.2 HIPOTESES

Diante do exposto, as seguintes hipéteses foram formuladas:

b

1) Os recortes semi-seriados dos linfonodos em associagdo a reagdo imuno-
histoquimica da pan-CK AE1AE3 eleva a frequéncia de deteccdo de metastase

linfonodal, especialmente de micrometastases.

2) A maior densidade de vasos linfaticos em CCE primarios em lingua e assoalho de
boca esta diretamente associada com metastases em linfonodos cervicais e pior

sobrevida dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a presenca e o prognoéstico de metéstase cervical oculta em
pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas de lingua e/ou

assoalho de boca associando a densidade de vasos linfaticos.

2.2 ESPECIFICOS

1) Avaliar a presenca de células epiteliais malignas nos linfonodos cervicais

diagnosticados livres de neoplasia;

2) Avaliar a associacdo da densidade linfatica intratumoral, densidade linfatica
peritumoral e densidade vascular linfatica com os dados sociodemograficos e

clinicopatoldgicos dos pacientes;

3) Analisar a sobrevida global e livre de doenga das variaveis metéstase cervical,
densidade linfatica intratumoral, densidade linfatica peritumoral e densidade vascular

linfatica, na populacdo de estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Céancer (INCA) sob o numero de registro na plataforma Brasil CAAE
(Certificado de Apresentacéo para Apreciacdo Etica) 10017313.6.0000.5274 (Anexo
I) e teve como fonte financiadora a Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro sob o nimero de processo E-26/110.955/2013.
O fomento foi outorgado a pesquisadora Dra. Vania Gloria Silami Lopes, que teve
participacdo no inicio do estudo como coorientadora da dissertacdo de Mestrado
(Anexo II).

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Esse estudo € observacional e retrospectivo que utilizou material incluido em
parafina referente as pecas cirlrgicas oriundas de pacientes com carcinomas de
células escamosas de lingua e/ou assoalho de boca priméarios e 0s respectivos
linfonodos cervicais, diagnosticados no periodo entre 1° de janeiro de 2001 e 31 de
dezembro de 2003 no Hospital de Cancer | (HCI) do INCA.

3.2. POPULACAO DE ESTUDO

A populacéo de estudo foi coletada em multiplas etapas. Na primeira etapa,
realizada no banco de dados informatizado da Divisdo de Patologia (DIPAT) do
INCA, foi realizada a identificacdo dos pacientes registrados com CCEO no periodo
de 01 de janeiro de 2001 a 31 de dezembro de 2003.

Na segunda etapa foram aplicados os seguintes critérios de inclusdo e

exclusao:
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3.2.1. Critérios de inclusao

1. Pacientes com diagndstico anatomopatolégico de CCEO primarios,

realizado entre 1° de janeiro de 2001 e 31 de dezembro de 2003;
2. Tumor com localizacao primaria em lingua e/ou assoalho de boca;

3. Pacientes classificados com linfonodos sem comprometimento

clinicamente (cNO)

4, Pacientes submetidos a resseccéo cirargica como tratamento inicial

guer seja seguida ou ndo de radioterapia ou quimioterapia adjuvante;

5. Pacientes nos quais a cirurgia do tumor primério tenha sido realizada

em associagao com esvaziamento cervical;

6. Material emblocado em parafina com qualidade e quantidade
suficientes para a realizacdo da analise imuno-histoquimica, tanto do tumor quanto

dos linfonodos cervicais;

7. Margens cirurgicas livres de neoplasia ou displasia epitelial severa.

3.2.2 Critérios de exclusao

1. Pacientes com CCE localizados em labio e orofaringe (incluindo base

de lingua), area retromolar, gengiva superior, gengiva inferior, mucosa jugal ou

palato duro;
2. Pacientes com dados clinicopatologicos indefinidos ou ausentes;
3. Auséncia de laudos histopatolégicos tanto da lesédo primaria em boca

guanto dos linfonodos cervicais;
4. Tumores classificados como carcinoma in situ.

5. Pacientes jovens, com idade < 40 anos.
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3.2.3 Registro dos dados sociodemogréaficos e clinicopatologicos

Os dados sociodemograficos, clinicopatolégicos e de acompanhamento da

populacao selecionada foram coletados dos prontuarios e armazenados na ficha de

registro previamente confeccionada (ANEXO lll). Dos prontuarios de cada um dos

pacientes foram compiladas as informagfes dos CCE de lingua e/ou assoalho

demonstradas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Dados sociodemogréficos, clinicopatolégicos e de acompanhamento

coletados da populacdo de estudo.

INFORMAGCOES COLETADAS

Sexo Data de entrada
Cor Data de nascimento
Dados do paciente Escolaridade Data da biopsia
Tabagismo Data da confirmacao do
Etilismo diagnostico pelo INCA
Localizacao TNM clinico

Informacdes sobre a doenca
& ¢ Outros tumores

Estadiamento clinico

Tratamento inicial

Informacdes sobre o tratamento Tratamento adjuvante

Data do tratamento inicial
Data do término do tratamento

Esvaziamento cervical

Informacdes sobre a cirurgia .
Margens livres

TNM patolégico
Estadiamento patologico

Progresséo da doenca
Recidiva
Dados do acompanhamento Tipo de recidiva
Segundo tumor primario
Obito

Data sem evidéncia de doenca
Data da recidiva
Data da ultima consulta
Data do segundo tumor primario
Data do 6bito

Gradacao da OMS da bidpsia

Informac@es histopatol6gicas Gradaco da OMS da cirurgia

Espessura do tumor
Invasao perineural
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3.2.4 Selecéao e preparo do material de estudo

A partir da analise de todas as laminas disponiveis de cada caso, foram
selecionados os blocos mais representativos do tumor para analise morfologica
detalhada e para o estudo imuno-histoquimico. Os seguintes critérios foram
adotados: inclusdo adequada da peca cirirgica; quantidade de material presente no
bloco de parafina; material exibindo histopatologia caracteristica — sem grande
guantidade de hemorragia, necrose ou excesso de ceratinizacéo; boa qualidade e

preservacao do material.

Dos blocos de parafina do tumor primario e dos linfonodos cervicais
selecionados na DIPAT/INCA, foram obtidos cortes histolégicos de 4um de
espessura. Uma lamina de cada caso foi corada com a técnica de HE, na DIPAT do
INCA, e as laminas tratadas com silano foram utilizadas para a técnica IHQ. As

laminas foram distribuidas conforme protocolo explicado abaixo.

Dos blocos do tumor foram obtidas duas laminas: a primeira para coloragao

em HE e a segunda preparada com silano para IHQ.

Nos linfonodos cervicais o processamento ocorreu de forma distinta. O grupo
de pacientes diagnosticados como pNO apés a avaliacao histopatoldgica de rotina
em hematoxilina e eosina, foram submetidos a cortes semi-seriados com intervalo de
150 um entre os cortes selecionados, com objetivo de investigar a presenca de
metastases e micrometastases ocultas. Esse protocolo de investigacdo de
micrometastases através de cortes semi-seriados utilizando avaliacdo morfol6gica
em HE e pela IHQ com anticorpo anti-pan-CK AE1AE3 é descrito na literatura por
varios autores (ROSS et al., 2004; ATULA et al., 2009). Nas laminas de 1 a 4 foram
feitas em ordem: a primeira lamina para coloracdo em HE e as demais com silano
para IHQ, sendo duas extras, de forma similar foram realizadas as laminas de 5 a 7.
(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Protocolo de recortes semi-seriados.

pNO pN+
TUMOR 12 Lamina: HE 12 Lamina : HE
22 Lamina: IHQ (Podoplanina) 22 Lamina : IHQ (Podoplanina)

LINFONODOS 12Lamina: HE
22 Lamina : IHQ (CK)
32 Lamina : Extra
43 [ amina : Extra

150 pm

52 Lamina : HE
62 Lamina : IHQ (CK)
72 Lamina : Extra

3.2.5 Técnica imuno-histoquimica

As reagdes IHQ foram realizadas no Laboratdrio de Toxicologia e Oncologia
Molecular do Departamento de Bioguimica do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) — Rio de Janeiro/RJ e
no Laboratério de Suporte a Pesquisa e Diagndstico Molecular na Divisdao de
Patologia do INCA (DIPAT).

Todas as laminas histolégicas utilizadas foram previamente tratadas com 3-
aminopropil-trietoxi-silano (Sigma, EUA) e os blocos de parafina de todos os casos

foram cortados na espessura de 4 um.

As laminas tratadas com silano contendo cortes histologicos de cada caso
foram submetidas a IHQ utilizando os anticorpos anti-pan-citoqueratina AE1/AE3
(diluicdo 1:400) e anti-podoplanina-D2-40 (1:500) (Tabela 3.3). Esses protocolos
foram estabelecidos a partir de testes de padronizagdo desenvolvidos. Como
controle positivo para o anticorpo anti-pan-citoqueratina AE1/AE3 utilizou-se CCEO

e para o anticorpo anti-podoplanina (D2-40), utilizou-se linfangioma. Como controle
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negativo foi feita a omissdo do anticorpo primario, com o objetivo de assegurar a

sensibilidade e especificidade da técnica.

Tabela 3.3. Padronizacéo final dos anticorpos.

Recuperagao Anticorpo
Anticorpo primario Clone Fornecedor Diluigao Antigénica ,p. Revelagao
. secundario
(banho Maria)
Anti-citoqueratina AE1AE3 DAKO 1:400 Citrato pH 6 MACH 4 DAB
Anti-podoplanina D2-40 DAKO 1:500 Citrato pH 6 MACH 4 DAB

A pan-CK AE1AE3 foi usada somente nos casos de linfonodos cervicais do
grupo de paciente pNO, nos niveis I, Il e lll por serem a primeira estacdo de
drenagem linfatica do pescoco e por apresentarem alta freqiéncia de metastases
ocultas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; KOWALSKI & SANABRIA, 2007). Seu uso
tinha como objetivo identificar possiveis micrometastases ndo observadas nas
avaliacbes morfologicas em HE e reclassificar possiveis casos inicialmente
diagnosticados como pNO em pN+. O anticorpo anti-podoplanina (D2-40) foram
utilizados nas laminas correspondentes ao tumor primario de todos 0s casos

selecionados para o estudo.

As laminas histologicas foram colocadas em estufa a 60° C por 10 minutos,
imersas em xilol a 60° C por 10 minutos e seguidas por quatro banhos consecutivos
de cinco minutos cada em xilol para completar a desparafinizagdo. Apos isso, as
laminas foram hidratadas em banhos de alcool absoluto (dois banhos de cinco
minutos cada), alcool a 90% (dois banhos de cinco minutos cada) e, em seguida,
dois banhos de imersdo em agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado utilizando-se peroxido de hidrogénio a 30% pro-analise diluido em 1:10 em
agua destilada (3%) por 30 minutos, em seguida, dois banhos de imersdo em agua
destilada. A recuperacao antigénica foi realizada através da imersdo das laminas em
tampao citrato pH 6,0 (Target Retrieval solution, DAKO Corporation, Carpinteria,
EUA) em banho-maria a 96°C por 30 minutos, apos o qual as laminas resfriaram em
temperatura ambiente por 20 minutos, foram lavadas em agua destilada,

posteriormente colocadas em tampéao TBS-tween (TRIS + NaCl + tween 20) pH 7,4-
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7,6. ApOs a recuperacdo antigénica, as laminas foram delimitadas com caneta
especifica (DAKO Cytomation pen; DAKO Corporation, Carpinteria, EUA) e as
ligacBes inespecificas foram inibidas com incubacdo das laminas na solucédo de
albumina sérica bovina (BSA, Sigma, EUA) e leite desnatado por 15 minutos. Apos o
tempo, a solucdo foi escorrida e entdo as laminas foram incubadas em camara
Uumida a 4°C por 18h com o anticorpo primario diluido em solugéo diluidora (Antibody
diluent, DAKO Corporation, Carpinteria, EUA), sendo armazenadas na geladeira em
periodo overnight.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em dois banhos consecutivos de 5
minutos cada de tampdo TBS-t. O anticorpo secundério foi adicionado (MACH4
Mouse Probe, Biocare Medical, Concord, EUA), durante 20 minutos e apos lavagem
com TBS-t em dois banhos de cinco minutos cada, os cortes foram incubados com o
HRP Polymer (MACH4, Biocare Medical, Concord, EUA) por mais 30 minutos. Em
seguida foram realizadas duas lavagens com TBS-t por cinco minutos cada e as
reacoes foram evidenciadas com solucédo de tetracloreto de 3,3’ diaminobenzidina
(DAB, Dako, Carpinteria, EUA) contendo uma gota de DAB para 1 mL do tampéao
diluente do kit por 5 minutos. Os cortes foram lavados em agua destilada e contra-
corados com Hematoxilina de Harris por 1 minuto e 45 segundos. Seguiram-se duas
lavagens com agua destilada, agua destilada com ambnio e novamente agua
destilada, para eliminar os excessos do corante. Em seguida, realizou-se a
desidratacdo com trocas de trés banhos de &lcool 90% por um minuto, trés banhos
de alcool a 99% por um minuto, diafanizacdo com xilol com seis banhos de um
minuto cada e montagem das laminas com laminulas e Entellan (Merck Chemicals,

Darmstadt, Alemanha).
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3.3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.3.1 Descricao da populacao de estudo

A descricdo dos dados demogréficos, clinicos, histopatologicos e de
acompanhamento foi feita através de proporcdes, meédias e medidas de

variabilidade, conforme a natureza das variaveis.

3.3.2 Avaliacéao histopatolégica do tumor

As laminas contendo os cortes histolégicos dos tumores primarios dos casos
selecionados e corados em HE foram reavaliadas ao microscopico optico de luz
(Nikon Labophot 2, Toéquio, Japdo) primeiramente para confirmacdo diagndstica e
posteriormente para classificacdo quanto a gradacdo histopatoldgica recomendada
pela OMS (1997 e 2005 — Tabela 3.4) e Avaliagcdo Histopatologica de Risco
proposta por BRANDWEIN-GENSLER et al. (2005) (Tabela 3.5), por dois
avaliadores separadamente, e em caso de davida ou impasse, um terceiro
observador foi consultado segundo as caracteristicas histopatolégicas propostas por
cada sistema de classificagéo.

A aplicacdo das duas classificacbes possibilitou a analise de quatro
caracteristicas morfolégicas principais: a diferenciacéo celular, o padrdo de invaséo

tumoral, o infiltrado linfocitario e a presenca de invaséo perineural.

3.3.3 Gradacéao histopatolégica da OMS

O sistema para gradacao histopatologica proposto pela OMS utiliza o critério
da diferenciacdo celular e avalia através da observacdo de parametros como a
ceratinizacao das células, a quantidade de mitoses presente, o pleomorfismo nuclear
e a arquitetura tecidual, determinando que os tumores sejam divididos em trés
grupos - bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco diferenciados.

Os tumores bem diferenciados sdo aqueles em que a arquitetura tecidual se
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assemelha a um padrdo normal de epitélio escamoso, ja 0os moderadamente
diferenciados apresentam certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mitética e
pouca ceratinizagdo, e os tumores pouco diferenciados caracterizaram-se pelo
predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como
minima ceratinizacdo (EL-NAGGAR et al., 2017) (Figura 3.1). Quando mais de um
padrdo de diferenciacdo foi encontrado em uma Unica amostra, o pior grau foi
considerado conforme recomendacdo da OMS. Este sistema de gradacao

histopatoldgica esta apresentado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 . Classificacao histopatologica recomendada pela OMS, 2017.
Classificagdo OMS

Parametros Caracteristicas Histopatoldgicas

. . Arquitetura tecidual semelhante ao padrdo normal do epitélio
Bem diferenciados a P P

€scamoso
Moderadamente Certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitética
diferenciados Pouca ceratinizagao

Predominio de células imaturas
Pouco diferenciados Numerosas mitoses tipicas e atipicas

Minima ceratinizacao

Fonte:EI-Naggar et al., WHO Classification of Head and Neck Tumours, 4th edition. Lyon:
IARC, 2017.

Figura 3.1: Gradacdo histopatolégica da OMS. A Bem diferenciado; B

Moderadamente diferenciado; C Pouco diferenciado (EI-Naggar et al., 2017).
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3.3.4 Avaliacéao histopatoldgica de risco (AHR)

A AHR proposta por BRANDWEIN-GENSLER et al. (2005) avalia, em todas
as laminas representativas de cada tumor, trés caracteristicas histopatoldgicas: a
invasdo perineural, o infiltrado linfocitario e o pior padrdo de invasdo tumoral
presente na amostra, atribuindo a cada uma delas um valor. Conforme a soma das
pontuacdes, os pacientes sdo divididos em trés grupos — (baixo, intermediério e alto)

risco para recidivas e sobrevida.

Tabela 3.5. Avaliagdo Histopatologica de Risco (AHR) proposta por Brandwein-
Gensler et al. (2005).

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DE RISCO (AHR)

Valores atribuidos

Variavel
Histopatolodgica 0 1 3
Pior padrao de invasao  Padrao 1,2 ou 3 4 5

Infiltrado linfocitario  Continuo e denso Grandes agregados Pouco ou nenhum

Invasao perineural Nenhum Pequenos nervos Grandes nervos
Pontuagao de risco Risco de Probabilidade de Indica¢ao para

(soma dos pontos) recorréncia local sobrevida total radioterapia adjuvante

0 Baixo Boa Nao
lou?2 Intermediario Intermediaria Nao
3a9 Alto Pobre Sempre
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O padrao de invaséo, definido pelas caracteristicas infiltrativas do tumor, foi
analisado na interface entre o epitélio tumoral e o tecido conjuntivo do hospedeiro,
conforme descrito por BRYNE et al. (1992) e adaptado por BRANDWEIN-GENSLER
et al. (2005), recebendo mais um grau, o quinto (grau 5), obedecendo aos seguintes
critérios: Grau 1 — bordas infiltrativas expansivas, bem delineados; Grau 2 — invaséo
através de corddes solidos, bandas ou feixes em forma de dedos ou ilhas tumorais
grandes separadas; Grau 3 — células infiltrando em pequenos grupos ou corddes,
contendo mais do que 15 células; Grau 4 — crescimento ou invasdo difusa com
dissociacdo celular acentuada, com células disseminadas em pequenos grupos
celulares (menos do que 15 células) elou células soltas ou corddes de células
tumorais contendo apenas uma célula, independentemente do tamanho da ilha
tumoral; Grau 5 — padrdo de invasdo altamente disperso, definido por satélites
tumorais de qualquer tamanho com distancia de 1 mm ou mais do tecido normal
interposto na interface tumor/hospedeiro. Os padrdes 1, 2 ou 3 recebem zero ponto
na avaliacdo histopatolégica de risco, enquanto o padrdo 4 recebe um ponto e o

padrao cinco, 3 pontos (Figura 3.2).

O infiltrado linfocitario na interface tumor-hospedeiro foi quantificado como
uma variavel de trés niveis. O padrdo 1 foi assinalado quando o tecido linfoide
estivesse presente de forma continua e densa. O padrdo 2 quando focos de
infiltrado linféide denso estivessem presentes na interface, mas de forma
descontinua, sendo que a presenca de qualquer foco inflamatério qualifica o tumor
nesse nivel. O padrdo 3 significa resposta limitada, sem formar focos linféides ou
auséncia de resposta linféide. (Figura 3.3).

A invasdo perineural foi definida como o carcinoma acompanhando
especificamente o tracado do nervo ou carcinoma dentro do nervo, sendo
classificada como envolvendo grandes nervos (diametro maior ou igual a 1 mm) ou
pequenos nervos (diametro menor do que 1 mm) (Figura 3.3). Quando o tumor nao

estava acometendo a bainha do nervo, néo foi considerado como invasao perineural.
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Figura 3.2. Padrdes de invasdo tumoral. A — padrdo 1: frente ampla de invasdo. B — padrdo 2:
padrao “semelhante a dedos”. C — padrdo 2: pleomorfismo nuclear, apesar do padrdo de invaséo
in6cuo. D — padréo 3: ilhas na periferia tumoral com mais de 15 células. E — padrdo 4: cordfes de
células tumorais infiltrando o tecido conjuntivo. F — padrdo 4: invasdo em células Unicas. G — padréo 4
— pequenas ilhas com menos de 15 células. H — padréo 5 — ilha(s) tumoral (is) com mais de 1 mm de

tecido sadio em todo seu redor. (Fonte: BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005).
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Figura 3.3: Infiltrado linfocitario e invasdo perineural. A — padrdo 1: tecido linféide continuo e
denso na interface. B- padrdo 2: agregados de infitrado linféide presente na interface (L), mas o
infiltrado se mostrava descontinuo (*). C — padréo 3: resposta linfocitéria limitada, sem a formacgéo de
agregados linféides. D - Invasdo perineural de um nervo grande (maior do que 1 mm). (Fonte:
BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005).
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3.3.5 Andlise histopatologica dos linfonodos cervicais

Todos os linfonodos provenientes do esvaziamento cervical também foram

reavaliados histopatologicamente quanto a infiltracéo de células epiteliais malignas.

A partir dos dados fornecidos pelos prontuarios relacionados ao
acometimento de linfonodos (pN), a avaliacdo histopatolégica de rotina realizada
pela DIPAT e da reavaliacdo histopatolégica em HE realizada pelo presente estudo,
guanto a presenca ou ndo de metastases, realizou-se uma primeira divisdo da

populacao do estudo:

e Pacientes com CCE em lingua e/ou assoalho de boca sem metastases em

linfonodos cervicais;
e Pacientes com CCE em lingua e/ou assoalho de boca com metastases em

linfonodos cervicais diagnosticados pela reavaliacdo histopatolégica através
dos recortes semi-seriados corados em HE;
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3.4 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

3.4.1 Pan-citoqueratina AE1/AE3

Os linfonodos foram avaliados quanto a positividade ou ndo para pan-CK
AE1AE3 de células epiteliais que caracterizassem presenca de metastases ou
micrometastases nos tecidos. A classificagdo Union for International Cancer Control
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004) define micrometastase como um depdsito de tumor
que estd entre 0,2mm e 2,0mm, sendo macrometastase depdsitos de células
epiteliais malignas maiores que 2,0mm. Apoés avaliagdo imuno-histoquimica foi

realizada a divisao final dos grupos:

e Pacientes com CCE em lingua e/ou assoalho de boca sem metastases em

linfonodos cervicais (pNO)

e Pacientes com CCE em lingua e/ou assoalho de boca com metastases em

linfonodos cervicais (pN+)

3.4.2 Podoplanina (D2-40)

A avaliacao do anticorpo anti-podoplanina foi realizada por meio da densidade
linfatica de area hot spot (maior quantidade de vasos imunomarcados). Foram
selecionadas cinco areas de maior quantidade de vasos linfaticos intratumorais e
cinco areas de maior quantidade de vasos linfaticos peritumorais, esses campos
foram capturados com a objetiva de 20x. A contagem dos vasos linfaticos
imunomarcados nos campos previamente capturados, foi realizada em andlise

independente por trés observadores.

A soma dos vasos linfaticos intratumorais e peritumorais dividida pela area do
campo (1,84 mm?) foi considerada, para estabelecer a densidade linfatica. Em casos

de discrepéancia entre as analises, casos em que dois observadores encontraram o
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mesmo valor, esse dado prevaleceu, contudo quando houve discrepancia entre os 3

observadores o caso foi reavaliado para estabelecimento de um consenso.

Foi analisada a densidade linfatica tumoral, a densidade linfatica intratumoral
e a densidade linfatica peritumoral correlacionando-as com os dados
sociodemogréficos, clinicopatologicos e com as informacdes de sobrevida global e

sobrevida livre de doenca.

Formula base utilizada:

OBJETIVA DE 20x OBJETIVA DE 20x
ITL+IT2+IT3+ IT4 +1T5 PT1+PT2 + PT3 + PT4 + PT5
Al +A2 + A3 + Ad + A5 Al +A2 + A3 +Ad + A5
15+15+12+11 +11 64
= — = 34.8 vasos/mm?2
5x 0,367 1.84 mm?2

Legenda: IT (Intratumoral); PT (Peritumoral) e A (Area)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os registros das informacdes clinicas e microscépicas dos pacientes com
CCE de lingua e/ou assoalho foram armazenados em um banco de dados elaborado
em planilha do Microsoft Excel. A andlise estatistica utilizou o software STATA (Stata

Statistical Software), versao 12.0.
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3.5.1 Associacao das variaveis

Para avaliar a diferenca entre as frequéncias das varidveis clinicas e
microscopicas realizou-se o teste exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado, com

nivel de significancia igual ou menor que 0,05.

3.5.2 Anélise de sobrevida

Para o estudo da sobrevida foram utilizadas as analises de Kaplan-Meier e o
teste logrank para comparacdo das curvas. Foram considerados como endpoints
para as sobrevidas global, a data de Obito, sendo o tempo de seguimento
considerado a partir da data do diagnéstico histopatologico até o evento de interesse
e para a sobrevida livre de doenca, o evento de interesse foi 0 surgimento de um
novo evento da doenca, podendo ser um segundo tumor primario ou uma recidiva. O
tempo livre de doenca foi considerado a partir da data do tratamento cirargico até o

surgimento do novo evento.

Os casos em que os eventos de interesse ndo ocorreram até a data da ultima

consulta foram classificados como “censurados”.

Devido ao pequeno numero de pacientes incluido no estudo, ndo foi realizada

analise pelo modelo de Cox.
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4 RESULTADOS

4.1 PERFIL DA POPULACAO DE ESTUDO

Foram coletados os dados soOciodemograficos e clinicopatolégicos dos
prontuarios de 80 pacientes dos anos de 2001, 2002 e 2003 e observou-se que
homens (77,5%), brancos (60%), com idade entre 40 e 60 anos (68,8%) foram os
mais frequentes. A idade média foi de 59 anos (41-92 anos). Predominaram
pacientes analfabetos/com primeiro grau incompleto (65%), tabagistas ou ex-
tabagistas (83,7%) e etilistas ou ex-etilistas (82,5%) com tumores exclusivos de
lingua (67,5%), todos com margens cirdrgicas livres em estadiamento clinico inicial
(78,8%) e estadiamento patolégico avancado (55%). A maioria dos pacientes nao
realizou tratamento adjuvante (67,5%) e 45 dos 80 pacientes (56,3%) nao havia ido

a Obito até o encerramento da coleta de dados (Tabela 4.1).

A partir dos laudos histopatologicos relacionados ao acometimento de
linfonodos (pN) e da reavaliagdo histopatolégica em HE de todos os linfonodos
quanto a presenca ou nao de metastases cervicais, a populacdo de estudo foi
inicialmente dividida da seguinte forma: Grupo pNO (55 pacientes) e Grupo pN+ (25

pacientes).
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Tabela 4.1: Caracteristicas sociodemograficas e clinicopatoldgicas dos pacientes (n=80).

n=80
Variavel Categoria ( )
n (%)
Masculino 62 78%
Sexo
Feminino 18 23%
45 - 60 anos 55 69%
Idade
> 60 anos 25 31%
Branco 48 60%
Pardo 22 28%
Cor de pele
Preto 9 11%
Missing 1 1%
Analfabeto/1°Grau Incompleto 52 65%
Grau de Escolaridade 1°Grau Completo - Superior Completo 27 34%
Missing 1 1%
Sim 15 19%
Antecedentes Familiares  Ndo 63 79%
Missing 2 2%
Sim / Ex- 66 83%
Etilismo Néo 12 15%
Missing 2 2%
Sim / Ex- 67 84%
Tabagismo Néo 12 15%
Missing 1 1%
Lingua 54 68%
Localizagao Assoalho 17 21%
Lingua/Assoalho 9 11%
T T1-T72 63 79%
C
T3-T4 17 21%
. =11 63 79%
cEstadio
-1 17 21%
T1-T2 61 76%
pT
73-T4 19 24%
NO 46 58%
pN
N+ 34 42%
L =1 36 45%
pEstadio
-1 44 55%
. . . Sim 26 32%
Radioterapia Adjuvante .
Néo 54 68%
. Ndo 45 56%
Obito
Sim 35 44%

Cor de pele — 1 caso sem informagé&o; Grau de escolaridade - 1 caso sem informag&o; Antecedentes - 2 casos sem informagéo;
Etilismo - 2 casos sem informagé&o; Tabagismo - 1 caso sem informag&o.
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4.2 ANALISE DOS LINFONODOS CERVICAIS

4.2.1 Caracterizacao geral dos linfonodos isolados

Todos os 80 pacientes foram submetidos a tratamento primario de resseccéo
cirargica do tumor com esvaziamento cervical. Foram levantadas as informacdes
relacionadas aos linfonodos somente dos niveis |, Il e Il utilizados no estudo. Foi
isolado um total de 2003 linfonodos cervicais dos niveis | a Ill. O numero de
linfonodos por paciente variou entre seis e 55 linfonodos, com média de 25

linfonodos por paciente.

4.2.2 Protocolo de recortes semi-seriados

O protocolo de recortes semi-seriados utilizado para investigacdo de
metastases e micrometastases ndo diagnosticadas pela avaliacao histopatoldgica de
rotina do INCA foi aplicado, em blocos de parafina que continham os linfonodos
isolados no esvaziamento cervical supra-omo-hioideo (niveis I, I e lll)

correspondente aos pacientes do grupo inicialmente classificado como SM.

Ao exame histopatologico de rotina do INCA (HE) dos tumores e dos
linfonodos cervicais da populacdo do estudo (80 pacientes), 25 (31,3%) foram

diagnosticadas como pN+ e 55 (68,7%) como pNO.

Um total de 1383 linfonodos cervicais foram processadas a partir dos 55
casos classificados como pNO (média de 25 linfonodos cervicais por paciente). Eles

foram retirados dos niveis |, Il e Ill do pescoco.

Dentre os pacientes avaliados, nove dos 55 (16,4%), apresentaram doenca
metastatica nos linfonodos cervicais, seis casos de metastase e trés casos de

micrometastases.

Na primeira avaliacdo, realizada somente nos recortes em HE, foram
encontradas metastases em sete casos. Desses sete casos, apenas um era
micrometastase. Os outros dois casos, em que nao foi identificada a presenca de

células epiteliais malignas no HE, somente foram diagnosticados com a utilizacdo da
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reacdo IHQ para o anticorpo anti-pan-CK AE1/AE3 caracterizando casos de

micrometastase.

Apés essa etapa foi realizada a divisdo final dos grupos, os pacientes que
apresentaram pan-CK AE1AES3 positivas foram transferidos para o grupo pN+, dessa

forma obtivemos os seguintes grupos finais: (Figura 4.1).

= pNO — 46 pacientes
» pN+ — 34 pacientes

[ n =80 (cN0) ]
Primeira etapa Segunda etapa
=55 (pNO

Rotina Hp em HE [ 2 (N0 ]

25 casos pN+ ‘l'
Cortes semi seriados
9 casos pN+
HE HQ
7 casos pN+ 2 casos pN+
[ Resultado ao final da analise: pN0=46 ¢ pN+=34 ]

Figura 4.1: Selecao da populagéo de estudo.
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Todas as metastases se localizavam em proximidade a capsula. Os trés
casos de micrometastases foram identificados somente no primeiro recorte,
enquanto que os outros sete casos foram identificados tanto no primeiro quanto no
segundo recorte. Em dois desses casos a metastase também foi visualizada no HE
de rotina do INCA. Seguem as fotomicrografias do HE e da IHQ para o anticorpo

anti-pan-CK AE1AE3 dos nove casos (Figura 4.2 a Figura 4.10).
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Figura 4.2: Comparacéo da detec¢do de metastase linfonodal em HE e IHQ. A e B — Caso 1. Macrometastase

visualizada em HE e em IHQ.




Figura 4.3: Comparacado da detecgdo de metéstase linfonodal em HE e IHQ. C e D — Caso 2. Micrometéstase

localizada préximo a capsula fibrosa, visualizada somente em IHQ.
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Figura 4.4: Comparacdo da deteccdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. E e F — Caso 3. Micrometastase

visualizada somente em IHQ.




Figura 4.5: Comparacéo da detecgdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. G e H — Caso 4. Macrometastase

visualizada em HE e em IHQ.




Figura 4.6: Comparacéo da deteccdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. | e J — Caso 5. Macrometéastase se

estendendo para regido capsular, visualizada em HE e IHQ.
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CASO 6

Figura 4.7: Comparacao da deteccéo de metastase linfonodal em HE e IHQ. K e L — Caso 6. Macrometéstase se

estendendo para regido capsular e envolvendo agregado linféide, visualizada em HE e IHQ.
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Figura 4.8: Comparacéo da deteccdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. M e N — Caso 7. Micrometastase

localizada préximo a capsula fibrosa, visualizada em HE e em IHQ.

41



Figura 4.9: Comparacgado da deteccdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. O e P — Caso 8. Macrometastase
visualizada em HE e em IHQ.
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Figura 4.10: Comparacéo da deteccdo de metastase linfonodal em HE e IHQ. Q e R — Caso 9. Macrometastase

envolvendo agregado linféide, visualizada em HE e IHQ.
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A Tabela 4.2 mostra o perfil desses pacientes com linfonodos positivos para
tumor observado nos recortes em HE e para o anticorpo anti-pan-CK AE1AE3 e a
Tabela 4.3 mostra a caracterizagcdo anatdmica das metastases e micrometastases

desses pacientes.

Tabela 4.2: Perfil dos pacientes com linfonodos positivos para o anticorpo anti-pan-
CK AE1AES.

ESTADIO ESTADIO TERAPIA LOCAL DA

SEXO  IDADE LOCAL CLINICO PATOLOGICO ADJUVANTE RECIDIVA RECIDIVA OBITO
1 F 87 Lingua I Il Ndo X X Sim
2 M 5o Assoalho | I N3o Regional Nivel | Sim
de boca
3 F 64 Lingua I I Nao Regional Nivel Il Sim
4 M 54 Lingua Il Il Radioterapia X X Nado
5 F 50 Lingua Il Il Nao X X Nao
, . . . Nivel ndo .
6 M 44 Lingua 11 11 Radioterapia  Regional . Sim
especificado
7 M 53 Lingua I 11 Radioterapia Local Assoalho de boca  Sim
8 M 48 Lingua 1l 1] Radioterapia Local Lingua Sim
9 M 65 Lingua Il Il Nao X X Nao

F - Feminino M - Masculino x. auséncia de recidiva
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Tabela 4.3: Caracterizacado anatbmica das metastases ocultas

METASTASE NIVEL
1 Macrometastase Nivel Il
2 Micrometdstase Nivel 11l
3 Micrometastase Nivel |
4 Macrometastase Nivel Il
5 Macrometastase Nivel Il
6 Macrometastase Nivel I1I
7 Micrometastase Nivel |
8 Macrometastase Niveis L1111 *
9 Macrometastase Nivel I e Nivel Il

* Ndo especificado extamente qual o nivel acometido

Apbs a avaliagdo dos cortes semi-seriados, foram observados sete casos que
apresentavam metastases ocultas diagnosticados nas sec¢des em HE, aumentando
para 32 (40%) o numero de pacientes pN+. Apds a avaliacdo da etapa IHQ foram
identificados mais dois casos de micrometastases. Nove (16,4%) dos 55 pacientes
estadiados como pNO pela anélise histopatolégica de rotina em HE eram casos
falso-negativos sendo posteriormente diagnosticados como pN+ apds 0s cortes

semi-seriados.

Assim, o total de casos de metéastase cervical oculta desde a avaliacao clinica
inicial (cNO) chegou a 34 pacientes (42,5%) na populagcéo estudada. O protocolo de
cortes semi-seriados com HE e IHQ para analise de células tumorais nos linfonodos
cervicais, aumentou a taxa de deteccdo de metastases ocultas em 11,3% (Tabela
4.4).
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Tabela 4.4: Métodos de deteccao de metastase oculta.

Linfonodos negativos Linfonodos positivos Total
Rotina Histopatoldgica em HE 55 (68,8%) 25 (31,2%) 80 (100%)
Cortes Semi-seriados
Hematoxilina e eosina (HE) 48 (60%) 32 (40%) 80 (100%)
Imuno-histoquimica 46 (57,5%) 34 (42,5%) 80 (100%)

4.3 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

A andlise dos grupos revelou na distribuicdo do sexo feminino com a maioria
das mulheres nao apresentando metastase, foram 11 pacientes (61%) no grupo pNO
e 7 pacientes (39%) no grupo pN+, ja no sexo masculino essa proporcdo foi mais
proxima com predominio de homens no grupo pNO (57%), houve predominio do
sexo masculino em ambos 0s grupos. Houve similaridade entre os grupos, quanto a
faixa etaria (pacientes entre 45 e 60 anos), cor de pele branca, sem antecedentes de
cancer na familia. A maioria dos pacientes de ambos os grupos foi composta por
tabagistas/ex-tabagistas (pNO = 60%; pN+ = 40%) e etilistas/ex-etilistas (pNO = 58%;
pN+ = 42%). Do total de pacientes estudados, 37 (46,3%), sendo 20 (25%)
pacientes do grupo pNO e 17 (21,3%) pacientes do grupo pN+ fumavam e bebiam
concomitantemente e apenas quatro (5%) do grupo pNO e cinco (6,3%) do grupo
pN+ ndo possuiam nenhum desses fatores de risco. A informacao etilismo estava
ausente em um caso. A maioria dos pacientes apresentaram baixo grau de
escolaridade, distribuidos de forma similar entre os grupos pNO e pN+, com relacdo
aos pacientes que apresentavam escolaridade igual ou superior a 10 grau completo,
a maioria 17 (63%) n&o apresentou metastase. Nenhuma das variaveis mostrou

significancia estatistica (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5: Andlise descritiva e estatistica dos dados sociodemogréaficos

pNO pN+
Parametros (n=46) (n=34)
sociodemograficos
n (%) n (%) P
Masculino (n=62) 35 57% 27 43%
Sexo 0,725
Feminino (n=18) 11 61% 7 39%
45 - 60 anos (n=55) 30 55% 25 45%
Idade 0,428
> 60 anos (n=25) 16 64% 9 36%
Branco (n=48) 27 56% 21 44%
Cor de pele Pardo (n=22) 11 50% 11 50% 0,361
Preto (n=9) 7 78% 2 22%
Grau de Analfabeto/1°Grau Incompleto (n=52) 28 54% 24 46%
. . 0,438
Escolaridade 1°Grau completo/Superior Completo 17 63% 10 37% ’
(n=27)
Antecedentes Sim (n=15) 9 60% 6 40%
. 0,840
Familiares Néo (n=63) 36 57% 27 43%
Sim / Ex- (n=66) 38 58% 28 42%
Etilismo 0,606
Ndo (n=12) 6 50% 6 50%
Sim / Ex- (n=67) 40 60% 27 40%
Tabagismo 0,530
Ndo (n=12) 6 50% 6 50%
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4.4 DADOS CLINICOPATOLOGICOS

Inicialmente, no momento da avaliacao e do diagndstico clinico, a maioria dos
pacientes de ambos 0s grupos apresentou tumores localizados em lingua, com
distribuicdo similar entre os grupos pNO (28 pacientes - 52%) e pN+ (26 pacientes -
48%). Apenas nove (11,3%) pacientes apresentaram tumores que envolviam as
duas localizagbes anatbmicas, lingua e assoalho de boca. Como o estudo utiliza
como critério de inclusdo pacientes cNO, a distribuicdo dos pacientes no cT e
cEstadio foram idénticas, sendo o tamanho do tumor o responsavel direto pela
definicdo do estadiamento. Houve um predominio de tumores classificados em
estadios clinicos iniciais (I e Il), com pequena predilecdo pelo grupo pNO (37
pacientes - 59%), mesmo que sem significAncia estatistica. Na populacdo estudada
nao teve nenhum caso T4, nem estadiamento clinico IV. Essa caracteristica de
distribuicdo se manteve no pT, tendo um discreto aumento de dois casos 17 para 19
tumores classificados como avangados (Tabela 4.6).

O estadiamento patolégico apresentou mais casos classificados como
avancados em relacdo ao estadiamento clinico. Todos os pacientes incluidos no
estudo (n=80) foram classificados como cNO. No estadiamento patologico, 25
pacientes durante avaliagdo em HE de rotina da DIPAT e os outros nove durante
protocolo de investigacdo de metastase pelo anticorpo anti-pan-CK AE1AE3 foram
diagnosticados pN+. Essa informacdo nos permite concluir que 34 pacientes (77%)
dos casos classificados como estadiamento patolégico avancado, apresentavam
metastase oculta, sendo nove (26,5%) desses 34, diagnosticados pelos recortes em
HE e pela pan-CK AE1AE3. Como o estadimento patologico contempla a informacéo
do comprometimento de linfonodos e essa foi justamente a variavel utilizada para
separacdo dos grupos, o valor de p = 0 j4 era esperado. (Tabela 4.6). Nao houve
deteccdo de metastases a distancia. No grupo pN+, quatro (11,7%) pacientes
apresentaram metastase com extravasamento capsular, sendo trés casos
diagnosticados pela rotina do INCA e um caso diagnosticado apos os recortes semi-

seriados.

A espessura média dos tumores foram de 1,0 cm, sendo esta medida utilizada
como cutoff. Tumores que apresentavam espessura inferior a 1,0 cm foram
predominantes no grupo pNO (66%), ja tumores com espessura > que 1,0

apresentaram distribuicdo similar entre os grupos (Tabela 4.6).
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A radioterapia adjuvante foi mais utilizada no grupo pN+, (18 - 69%), quando
comparada ao grupo pNO (8 - 31%).0s pacientes que nao foram submetidos a
radioterapia adjuvante, a maioria correspondia ao grupo pNO (38 - 70%). Essa
distribuicdo de frequéncia se apresentou estatisticamente significativa (p = 0,001)
(Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Analise descritiva e estatistica dos dados clinicopatoldgicos

pNO pN+
parametros (n=46) (n=3)
clinicopatolégicos
p

n (%) n (%)
Lingua (n=54) 28 52% 26 48%

Localizagdo Assoalho (n=17) 12 71% 5 29% 0,332
Lingua/Assoalho (n=9) 6 67% 3 33%
T1-T2 (n=63) 37 59% 26 41%

cT 0,668
73 -T4 (n=17) 9 53% 8 47%
I=1l (n=63) 37 59% 26 41%

cEstadio 0,668
-1V (n=17) 9 53% 8 47%
T1-T2 (n=61) 36 59% 25 41%

pT 0,623
T3-T4 (n=19) 10 53% 9 47%
até 1,0 (n=38) 25 66% 13 34%

Espessura 0,137
> 1,0 cm (n=35) 17 49% 18 51%

Radioterapia  Sim (1=26) 8 31% 18 6% oo
adjuvante g (n=54) 38 70% 16 30%
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4.5 DADOS DE SEGUIMENTO

O tempo médio de seguimento dos pacientes ap0s o tratamento cirargico foi
de 58 (0,1-148,3) meses, sendo 60,6 (0,1-148,3) e 54,4 (5,6-141,4) meses nos
grupos pNO e pN+, respectivamente. Houve maior registro de recidiva no grupo pNO
(11 casos - 61%) quando comparado ao grupo pN+ (sete - 39%). Desses 18 casos
de recidiva, sete foram recidivas locais e 11 recidivas regionais. Houve 13 casos de
segundo tumor primario, 11 casos (85%) no grupo pNO e apenas dois casos (15%)
no grupo pN+, Essa frequéncia apresentou associacdo estatisticamente significativa
(p = 0,031).

Do total de pacientes que evoluiram para 6bito, 17 (49%) eram do grupo pNO
e 18 (51%) do grupo pN+ (Tabela 4.7), o 6bito foi registrado e ocorreu entre 9 e 125

meses no grupo pNO e 1 e 148 meses no grupo pN+.

Tabela 4.7: Analise descritiva e estatistica do acompanhamento dos pacientes e

distribuicdo dos casos de recidiva e segundo tumor primario.

pNO pN+
Dados de
. (n=46) (n=34)
seguimento
p
N (%) N (%)
Ndo (n=62) 35 57% 27 44%
Recidiva 0,725
Sim (n=18) 11 61% 7 39%
Néo (n=67) 35 52% 32 48%
STP 0,031
Sim (n=13) 11 85% 2 15%
i Ndo (n=45) 29 64% 16 36%
Obito 0,154
Sim (n=35) 17 49% 18 51%

STP - Segundo tumor primario
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4.6 DADOS DAS GRADACOES HISTOPATOLOGICAS

Dos casos estudados em ambos os grupos, a maioria (59 - 73,8%) foi
graduada como moderadamente diferenciado, apds aplicacdo da Classificacdo da
OMS (Figura 4.11).

De acordo com os critérios da AHR, foram avaliados o pior padréo de invasao
(Figura 4.12), a invasado perineural (Figura 4.1) e o infiltrado linfocitario (Figura
4.14), primeiro individualmente e depois agrupados na classificacdo. Na andlise
individual desses critérios histopatolégicos, observou-se que o padrdo de invasao
tumoral dos tipos 2 e 3 praticamente se limitaram ao grupo pNO, enquanto que o
padrao tipo 4 se distribuiu de forma similar entre os grupos, correspondendo a quase
totalidade dos tumores do grupo pN+, essa distribuicdo de frequéncia apresentou
associacao estatisticamente significativa (p = 0,003). Nado foram observados os
padrées 1 e 5. O tipo 2, intermediario de infiltrado linfocitario foi 0 mais prevalente e
juntamente com o padrdo 1, continuo e denso, ocorreu na grande maioria 72 (90%)
dos casos. Houve invasdo perineural em 23 (62%) e 14 (38%) casos dos grupos
pNO e pN+, respectivamente. A avaliacao final da AHR considerou que o grupo pNO
houve maior frequéncia de baixo risco em 86% dos casos, o0 risco intermediario e o
alto risco para o desenvolvimento de recidiva local, pobre sobrevida total e indicacao
de radioterapia apresentaram distribuicdo similar entre os grupos pNO e pN+ (Tabela
4.8).
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Tabela 4.8: Andlise das gradacdes histopatolégicas da Organizacdo Mundial de

Saude e Avaliacdo Histopatologica de Risco.

pNO pN+
Parametros
histolégicos = (n=34)
P
n (%) n (%)
Bem Diferenciado (n=11) 8 73% 3 27%
~ Moderadamente 0 0

Gradacdo/OMS Diferenciado (n=59) 32 54% 27 46% 0,515

Pouco Diferenciado (n=10) 6 60% 4 40%

2 (n=4) 4 100% 0 0%
Piorpadrdode 5 ;3 12 9% 1 8% 0,003
invasdo

4 (n=63) 30 48% 33 52%
Infiltrado 1;2 (n=72) 42 58% 30 42% 0cs1
linfocitario 3(n=8) 4 50% 4 50% !
Invasio 0 (n=43) 23 53% 20 47% 0430
perineural 1; 2 (n=37) 23 62% 14 38% '

Baixo Risco (n=7) 6 86% 1 14%
AHR Risco Intermedidrio (n=47) 25 53% 22 47% 0,267

Alto Risco (n=26) 15 58% 11 43%

Figura 4.11: Gradacdo histopatolégica da OMS. A Bem diferenciado; B

Moderadamente diferenciado; C Pouco diferenciado.
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Figura 4.12: Padrdo de invaséo tumoral. A Padrdo 1: frente ampla de invasdo; B Padrao 2: padrao “semelhante a dedos”; C Padréo 3:
ilhas na periferia tumoral com mais de 15 células; D Padréo 4: pequenas ilhas com menos de 15 células; E Padrao 5: ilha tumoral com
mais de 1 mm de tecido sadio em todo seu redor.

Figura 4.13: Invasao perineural. A Invasédo de pequenos nervos; B Invasdo de grandes nervos.
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Figura 4.14: Infiltrado linfocitario. A Padrdo 1: rima densa e continua em toda a

interface tumor-hospedeiro; B Padréo 2: ha pelo menos um agregado linfocitario.
Observam-se areas tumorais com e sem a presenca de infiltrado linfocitario; C

Padrao 3: pouco ou nenhum infiltrado. Nao séo observados agregados linfocitarios.

4.7 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA PODOPLANINA (D2-40)

4.7.1 Densidade Linfatica Intratumoral

A média aritmética da densidade linfatica intratumoral avaliada por hot spot de
todos os espécimes tumorais avaliados foi de 19,18 vasos linfaticos/mmz2. Para
serem analisados, os tumores foram divididos e classificados em baixa densidade
linfatica intratumoral (<19,18 vasos linfaticos/mm?) e alta densidade linfatica

intratumoral (>19,18 vasos linfaticos/mmz?) (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Densidade linfatica tumoral. A e B — Identificagdo dos vasos Infaticos

intratumorais.
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A densidade linfatica intratumoral ndo apresentou diferenca de frequéncia
estatisticamente  significativa com relacdo aos dados soOciodemograficos,
clinicopatologicos (Tabela 4.9) e de seguimento. Foi observada diferenca estatistica
significativa da gradacdo OMS e DLI (p = 0,012) (Tabela 4.10).

A metéastase linfonodal ndo mostrou diferenca de frequéncia estatisticamente
significativa com a densidade linfatica intratumoral. Entretanto, em sua maioria,
pacientes pNO apresentaram uma baixa densidade linfatica intratumoral (Tabela
4.9).
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Tabela 4.9: Distribuicdo da densidade linfatica intratumoral em relacdo as variaveis

sociodemorgraficas e clinicopatoldgicas.

BAIXA DLI ALTA DLI
Densidade Linfatica (n=47) (n=33)
Intratumoral
N (%) n (%) P
Masculino (n=62) 37 60% 33 40%
Sexo 0,754
Feminino (n=18) 10 56% 8 44%
45 - 60 anos (n=55) 35 64% 20 36%
Idade 0,188
> 60 anos (n=25) 12 48% 13 52%
Branco (n=48) 24 50% 24 50%
Cor de pele Pardo (n=22) 16 73% 6 27% 0,098
Preto (n=9) 7 78% 2 22%
Analfabeto/1°Grau Incompleto 29 56% 93 44%
Grau de Escolaridade gr:’ZESrjil completo - Superior 0,539
0, 0,
Completo (n=27) 17 63% 10 37%
Antecedentes Sim (n=15) 8 53% 7 47%
L 0,621
Familiares Néo (n=63) 38 60% 25 40%
Sim / Ex- (n=66) 39 59% 27 41%
Etilismo 0,708
Ndo (n=12) 7 58% 5 42%
Sim / Ex- (n=67) 39 58% 28 42%
Tabagismo 0,583
Ndéo (n=12) 8 67% 4 33%
Lingua (n=54) 31 57% 23 43%
Localizagao Assoalho (n=17) 10 59% 7 41% 0,872
Lingua/Assoalho (n=9) 6 67% 3 33%
T T1-T2 (n=63) 34 54% 29 46% 0.094
T3-T4 (n=17) 13 76% 4 24% ’
. I=1I(n=63) 34 54% 29 46%
cEstadio 0,094
-1V (n=17) 29 76% 4 24%
T T1-T2(n=61) 35 57% 26 43% 0,665
P T3-T4 (n=19) 12 63% 7 37% ’
. I =11 (n=36) 22 61% 14 39%
pEstadio 0,698
-1V (n=44) 25 57% 19 43%
até 1,0 (n=38) 19 50% 19 50%
Espessura 0,175
> 1,0 cm (n=35) 23 66% 12 34%
Radioterapia Sim (n=26) 18 69% 8 31% 0186
adjuvante Néo (n=54) 29 54% 25 46%
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Tabela 4.10: Distribuicdo da densidade linfatica intratumoral em relacdo aos dados

de seguimento e as gradacdes histopatoldgicas.

BAIXA DLI ALTA DLI
Densidade Linfatica (n=47) (n=33)
Intratumoral
n (%) n (%) P
Néo (n=62) 35 56% 27 44%
Recidiva 0,438
Sim (n=18) 12 67% 6 33%
Ndo (n=67) 38 57% 29 43%
STP 0,402
Sim (n=13) 9 69% 4 31%
) Néo (n=45) 24 53% 21 47%
Obito 0,264
Sim (n=35) 23 66% 12 34%
Bem Diferenciado (n=11) 2 18% 9 82%
Gradagdo/OMS ?g‘_’g;mdame” te Diferenciado 38 64% 21 36% 0,012
Pouco Diferenciado (n=10) 7 70% 3 30%
2 (n=4) 2 50% 2 50%
Pior padrao de
i vasio 3(n=13) 7 54% 6 46% 0,852
4 (n=63) 38 60% 25 40%
. — 44 61% 28 39%
Infiltrado linfocitario 152 b=z 0,198
3(n=8) 3 38% 5 63%
- 27 63% 16 37%
Invasdo perineural ¢ (n=43) ° ° 0,429
1; 2 (n=37) 20 54% 17 46%
Baixo Risco (n=7) 6 86% 1 14%
AHR Risco Intermedidrio (n=47) 27 57% 20 43% 0,303
Alto Risco (n=26) 14 54% 12 46%
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4.7.2 Densidade Linfatica Peritumoral

A média aritmética da densidade linfatica peritumoral avaliada por hot spot de
todos os espécimes tumorais avaliados foi de 20,71 vasos linfaticos/mmz2. Para
serem analisados, os tumores foram divididos e classificados em baixa densidade
linfatica peritumoral (<20,71 vasos linfaticos/mm?) e alta densidade linfatica
peritumoral (>20,71 vasos linfaticos/mm?) (Figura 4.16) .
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Figura 4.16: Densidade linfatica tumoral. A e B — Identificagdo dos vasos Infaticos

peritumorais.
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A densidade linfatica peritumoral apresentou diferenca na frequéncia
estatisticamente significativa para cT (p = 0,026), cEstadio (p = 0,026) e pT (p =
0,034) (Tabela 4.11). As demais varidveis sociodemogréficas, clinicopatoldgicas, de
seguimento e as gradacfes histopatologicas ndo apresentaram diferenca na

frequéncia significativa (Tabela 4.11 e 4.12) .

A metastase linfonodal ndo mostrou diferenca na frequéncia estatisticamente
significativa com a densidade linfatica peritumoral. Entretanto, em sua maioria,
pacientes pNO apresentaram uma baixa densidade linfatica peritumoral e pacientes

pN+ apresentaram alta densidade linfatica peritumoral (Tabela 4.11).
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Tabela 4.11: Distribuicdo da densidade linfatica peritumoral em relacédo as variaveis

sociodemorgraficas e clinicopatoldgicas.

BAIXA DLP ALTA DLP
Densidade Linfatica (n=42) (n=38)
Peritumoral
n (%) n (%) P
Masculino (n=62) 35 56% 27 44%
Sexo 0,189
Feminino (n=18) 7 39% 11 61%
45 - 60 anos (n=55) 31 56% 24 44%
Idade 0,305
> 60 anos (n=25) 11 44% 14 56%
Branco (n=48) 25 52% 23 48%
Cor de pele Pardo (n=22) 12 55% 10 45% 0,970
Preto (n=9) 5 56% 4 44%
Grau de Analfabeto/1°Grau Incompleto (n=52) 25 48% 27 52%
Escolaridade 1°Grau completo - Superior Completo 16 599% 11 1% 0,345
(n=27)
Antecedentes Sim (n=15) 9 60% 6 40% 0521
Familiares Néo (n=63) 32 51% 31 49%
Sim / Ex- (n=66) 37 56% 29 44%
Etilismo 0,223
Ndo (n=12) 4 33% 8 67%
Sim / Ex- (n=67) 36 54% 31 46%
Tabagismo 0,441
Ndo (n=12) 5 42% 7 58%
Lingua (n=54) 25 46% 29 54%
Localizagao Assoalho (n=17) 9 53% 8 47% 0,060
Lingua/Assoalho (n=9) 8 89% 1 11%
T T1-T2 (n=63) 29 46% 34 54% 0.026
T3-T4 (n=17) 13 76% 4 24% ’
. I=1I(n=63) 29 46% 34 54%
cEstadio 0,026
H—1v(n=17) 13 76% 4 24%
T T1-T2(n=61) 28 46% 33 54% 0.034
P T3 -T4 (n=19) 14 74% 5 26% ’
. I =11 (n=36) 18 50% 18 50%
pEstadio 0,685
I -1V (n=44) 24 55% 20 45%
até 1,0 (n=38) 16 42% 22 58%
Espessura 0,127
> 1,0 cm (n=35) 21 60% 14 40%
Radioterapia Sim (n=26) 14 54% 12 46% 0867
adjuvante Néo (n=54) 28 52% 26 48% '
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Tabela 4.12: Distribuicdo da densidade linfatica peritumoral em relacdo aos dados

de seguimento e as gradacdes histopatoldgicas.

BAIXA DLP ALTA DLP
Densidade Linfatica (n=42) (n=38)
Peritumoral
n (%) n (%) p

Ndo (n=62) 31 50% 31 50%

Recidiva 0,406
Sim (n=18) 11 61% 7 39%
Ndo (n=67) 37 55% 30 45%

STP 0,268
Sim (n=13) 5 38% 8 62%
i Ndo (n=45) 26 58% 19 42%

Obito 0,284
Sim (n=35) 16 46% 19 54%
Bem Diferenciado (n=11) > 45% 6 55%

Gradacio/OMS Moderadamente Diferenciado 32 549 27 46% 0,854

(n=59)

Pouco Diferenciado (n=10) > 50% > 50%
2 (n=4) 1 25% 3 75%

Pior padrdo de invasdo 3 (p-73) 6 46% 7 54% 0,436
4 (n=63) 35 56% 28 44%
. _ 39 54% 33 46%

Infiltrado linfocitario 52 =02 0,370
3 (n=8) 3 38% 5 63%
_ 23 53% 20 47%

Invas3o perineural 0 (n=43) ° ° 0,849
1; 2 (n=37) 19 51% 18 49%
Baixo Risco (n=7) 3 43% 4 57%

AHR Risco Intermedidrio (n=47) 27 57% 20 43% 0,565
Alto Risco (n=26) 12 46% 14 54%
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4.7.3 Densidade Vascular Linfatica

A densidade vascular linfatica apresentou diferenca na frequéncia
estatisticamente significativa com a espessura do tumor (p=0,014). A sua
distribuicAo comparativa com as demais variaveis sociodemograficas,
clinicopatologicas, de seguimento e as gradacbes histopatolégicas nao
apresentaram diferenca na frequéncia significativas (Tabela 4.13 e 4.14).
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Tabela 4.13: Distribuicdo da densidade linfatica tumoral em relacdo as variaveis

sociodemorgraficas e clinicopatologicas.

St BAIXA DVL ALTA DVL

ensidade

Vascular Linfatica 0SS0} D=0}

n (%) N (%) P

Masculino (n=62) 34 55% 28 45%

Sexo 0,108
Feminino (n=18) 6 33% 12 67%
45 - 60 anos (n=55) 29 53 26 47

Idade 0,469
> 60 anos (n=25) 11 44% 14 56%
Branco (n=48) 24 50% 24 50%

Cor de pele Pardo (n=22) 12 55% 10 45% 0,869
Preto (n=9) 4 44% 5 56%

Grau de Analfabeto/1°Grau Incompleto (n=52) 23 44% 29 56%

. 0,205
Escolaridade 1°Grau completo - Superior Completo (n=27) 16 59% 11 41%
Antecedentes Sim (n=15) 8 53% 7 47%

e 0,774
Familiares Néo (n=63) 31 49% 32 51%
Sim / Ex- (n=66) 36 55% 30 45%

Etilismo 0,104
Ndéo (n=12) 3 25% 9 75%
Sim / Ex- (n=67) 34 51% 33 49%

Tabagismo 0,962
Néo (n=12) 6 50% 6 50%
Lingua (n=54) 25 46% 29 54%

Localizagao Assoalho (n=17) 9 53% 8 47% 0,508
Lingua/Assoalho (n=9) 6 67% 3 33%
T1-T2 (n=63) 28 44% 35 56%

cT 0,056
T3-T4 (n=17) 12 71% 5 29%
I=1l(n=63) 28 44% 35 56%

cEstadio 0,056
=1V (n=17) 12 71% 5 29%
T1-T2 (n=61) 28 46% 33 54%

pT 0,189
T3-T4 (n=19) 12 63% 7 37%
I=1l(n=36) 18 50% 18 50%

pEstadio 1,000
Il - IV (n=44) 22 50% 22 50%
até 1,0 (n=38) 13 34% 25 66%

Espessura 0,014
> 1,0 cm (n=35) 22 63% 13 37%
Radioterapia Sim (n=26) 14 54% 12 46%

. 0,633
adjuvante Néo (n=54) 26 48% 28 52%
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Tabela 4.14: Distribuicdo da densidade linfatica vascular em relacdo aos dados de

seguimento e as gradacdes histopatoldgicas.

. . BAIXA DVL ALTA DVL
ensidade
Vascular Linfatica (n=40) (n=40)
n (%) n (%) R
Ndéo (n=62) 29 47% 33 53%
Recidiva 0,284
Sim (n=18) 11 61% 7 39%
Ndo (n=67) 35 52% 32 48%
STP 0,363
Sim (n=13) 5 38% 8 62%
. Néo (n=45) 23 51% 22 49%
Obito 0,822
Sim (n=35) 17 49% 18 51%
Bem Diferenciado (n=11) 2 18% 9 82%
Gradagdo/OMS Moderadamente Diferenciado (n=59) 33 56% 26 44% 0,071
Pouco Diferenciado (n=10) > 50% > 50%
2 (n=4) 0 0% 4 100%
Pior padrao de
invasio 3 (n=13) 7 54% 6 46% 0,121
4 (n=63) 33 52% 30 48%
Infiltrado 1,2 (n=72) 37 51% 35 49% 0456
linfocitario 3(n=8) 3 38% 5 63% !
_ 22 51% 21 49%
Invasao perineural 0 (n=43) 0,823
1; 2 (n=37) 18 49% 19 51%
Baixo Risco (n=7) 3 43% 4 57%
AHR Risco Intermedidrio (n=47) 25 53% 22 47% 0,783
12 46% 14 54%

Alto Risco (n=26)
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4.8 ANALISE DE SOBREVIDA

A sobrevida global média da populagdo de estudo foi de 87,78 (IC 74,65-100,92)
meses (Grafico 4.1) e a sobrevida livre de doenca média foi de 110 (IC 96,07-123,93)

meses (Grafico 4.2).
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Gréfico 4.1: Curva de Kaplan-Meier para sobrevida global média dos pacientes.
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Grafico 4.2: Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenca média dos pacientes.
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4.8.1 Metastase Cervical

4.8.1.1 Sobrevida global

A sobrevida global visualizada nos grupos pNO e pN+ foi de 96,13 (IC 80,05-112,20)
meses e 79,42 meses (IC 58,36-100,48), respectivamente. A diferenca de sobrevida global

entre 0s grupos nao foi estatisticamente significativa (p = 0,161) (Gréfico 4.3).
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Gréfico 4.3: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global. Variavel metastase cervical.
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4.8.1.2 Sobrevida livre de doenca

A sobrevida livre de doenca visualizada nos grupos pNO e pN+ foi de 109 (IC 90,86-
127,14) meses e 107,94 (IC 87,53-128,35) meses, respectivamente. A diferenca de
sobrevida global entre os grupos néo foi estatisticamente significativa (p = 0,850) (Gréfico
4.4).
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Grafico 4.4: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenca. Variavel metastase cervical.
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4.8.2 Densidade Vascular Linfatica

4.8.2.1 Sobrevida global

A sobrevida global visualizada nos grupos baixa e alta DVL foi de 88,92 (IC 69,30-
108,53) meses e 85,80 meses (IC 68,36-103,25), respectivamente. A diferenca de sobrevida

global entre os grupos nao foi estatisticamente significativa (p = 0,833) (Gréafico 4.5).
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Gréfico 4.5: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global. Variavel densidade vascular linfatica .
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4.8.2.2 Sobrevida livre de doenca

A sobrevida livre de doenca visualizada nos grupos baixa e alta DVL foi de 103,77
(IC 83,48-124,06) meses e 112,4 (IC 94,52-130,28) meses, respectivamente. A diferenca de
sobrevida livre de doenca entre os grupos nédo foi estatisticamente significativa (p = 0,355)
(Grafico 4.6).
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Grafico 4.6: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenca. Variavel densidade vascular

linfatica.
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4.8.3 Densidade Linfatica Intratumoral

4.8.3.1 Sobrevida global

A sobrevida global visualizada nos grupos baixa e alta DLI foi de 86,29 (IC
69,49-103,08) meses e 86,11 (67,73-104,48) meses, respectivamente. A diferenca de
sobrevida global entre os grupos néo foi estatisticamente significativa (p = 0,806) (Gréafico
4.7).
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Grafico 4.7: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global. Variavel densidade linfatica intratumoral.
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4.8.3.2 Sobrevida livre de doenca

A sobrevida livre de doencga visualizada nos grupos baixa e alta DLI foi de 105,79 (IC
87,06-124,51) meses e 86,74 (IC 72,58-100,89) meses, respectivamente. A diferenca de
sobrevida livre de doenga entre os grupos néo foi estatisticamente significativa (p = 0,502)
(Grafico 4.8).
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Gréfico 4.8: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenca. Varidvel densidade linfatica

intratumoral.
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4.8.4 Densidade Linfatica Peritumoral

4.8.4.1 Sobrevida global

A sobrevida global visualizada nos grupos baixa e alta DLP foi de 90,94 (IC 70,44-
111,44) meses e 85,81 (IC 69,41-102,22) meses, respectivamente. A diferenca de sobrevida
global entre os grupos néo foi estatisticamente significativa (p = 0,827) (Grafico 4.9).
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Gréfico 4.9: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global. Variavel densidade linfatica peritumoral.
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4.8.4.2 Sobrevida livre de doenca

A sobrevida livre de doenca visualizada nos grupos baixa e alta DLP foi de 102,47
(IC 81,58-123,37) meses e 112,86 (IC 95,27-130,46) meses, respectivamente. A diferenca
de sobrevida global entre os grupos nédo foi estatisticamente significativa (p = 0,316)
(Grafico 4.10).
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Grafico 4.10: Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de doenca. Variavel densidade linfatica

peritumoral.
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5 DISCUSSAO

O perfil dos pacientes acometidos pelo cancer oral € do sexo masculino com
idade mais avancada, a partir da 6* década de vida, cor de pele branca, tabagistas e
etilistas (LOFFREDO et al., 2006; BRANDWEIN-GENSLER et al., 2010;
CAMISASCA et al., 2011; ZYGOGIANNI et al., 2011), nota-se que trabalhos com
diferentes propdsitos coincidem com o perfil da populacédo selecionada envolvida no
presente estudo. Porém, a diferenca entre os sexos tem diminuido, especialmente
pelo maior nimero de mulheres tabagistas e é cada vez maior o niumero de
pacientes jovens acometidos por essa neoplasia (GILLISON, 2007; VERED et al.,
2010). A proporcdo homens e mulheres nesse trabalho foi de 3:1, retratando um
maior proporgdo de homens quando comparado ao descrito pela literatura em geral,
em torno de 1,5:1 (WARNAKULASURIYA, 2009).

Embora tenha se obtido um avanco nas técnicas cirargicas, em abordagens
multidisciplinares de tratamento e o surgimento de novas drogas antineoplasicas, a
sobrevida dos pacientes acometidos pelo céancer oral apresentou apenas discreta
melhora ao longo dos anos (DEL-SORDO et al.,, 2010) ou em nada melhorou
(BEAVON, 2000). As taxas de sobrevida sao reduzidas em 50% em pacientes que
apresentam metastase cervical, quando em comparadas a pacientes com tumores
primarios semelhantes sem metastase cervical (SHAH & ANDERSEN, 1995;
ROBBINS et al., 2013)

A literatura é vasta em relacdo aos estudos que pesquisam fatores
prognésticos para o CCEO, porém o estadiamento clinico baseado no TNM ainda
permanece como padrdo-ouro, sendo utilizado para definir o tratamento. No nosso
estudo todos os pacientes foram submetidos a cirurgia, assim, o TNM patoldgico
pode ser aplicado, levando em consideracdo as mensuragdes realizadas durante a
macroscopia para estabelecer o T (tamanho) e a andlise histopatologica dos
linfonodos cervicais para definir o N (acometimento ou n&o de linfonodos),
caracterizando dessa forma o estadiamento mais fiel do tumor (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004; MONTERO & PATEL 2015). Em nosso estudo utilizamos o protocolo
de recortes semi-seriados nos linfondos e o uso da reagédo imuno-histoquimica com
0 anticorpo anti-pan-CK AE1AE3, com o objetivo de aprimorar a classificagdo do

estadiamento patolégico dos linfondos (pN). Diversos autores relatam em seus
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estudos que os recortes semi-seriados promovem maior acuracia ao estadiamento
patolégico dos linfonodos (pN) (HAMAKAWA et al., 2000; YOSHIDA et al., 2005;
DHAWAN et al., 2016). O presente estudo utilizou como critério de incluséo
pacientes classificados como cNO, justamente por isso houve um predominio de
estadios clinicos iniciais | e 1l (78,8%). Entretanto, esses dados néo se confirmaram
apos a avaliacdo dos linfonodos cervicais. Influenciado pelo comprometimento de
linfonodos cervicais, ocorreu um "upstaging” nos estadios patolégicos tardios (Il e
IV) de 21,2% para 55%. Esses pacientes com tumores de lingua e assoalho de boca
apresentaram predominio do estadiamento clinico inicial (I e 1) e patologico
avancado (lll e IV), justamente pela alta taxa de metastases ndo diagnosticadas
clinicamente (42,5%). Em estudo prévio realizado pelos presentes autores,
CAMISASCA et al. (2011) avaliaram 53 pacientes e também relataram aumento do
namero de pacientes do cEstadio avancado (43,4%) para o pEstadio (50,9%),
entretanto a diferenca foi muito menor, pois ndo utilizaram cNO como critério de

inclusdo no estudo.

A presenca de metastases em linfonodos cervicais € o mais importante fator
prognostico para o0 CCEO (WOOLGAR, 1999; HOLLENBEAK et al., 2001; FERLITO
et al., 2002; KOWALSKI & SANABRIA, 2007; SANO & MYERS, 2007; DAS &
SKOBE, 2008; FARIAS et al. 2009; NATAJARAN & EISENBERG, 2011; LIU et al.,
2011) sendo uma variavel independente para determinar a sobrevida dos pacientes
(MYERS, 2010). Para definicdo estadiamento clinico do tumor, um exame completo
com inspecdao visual e palpacdo permitem uma impresséo precisa da extensdo da
doenca, a terceira dimensao do tumor, a presenca de invasdo 6ssea ou ruptura da
pele. Documentacdo apropriada com desenhos e os registros fotograficos do tumor
sdo uteis no estadiamento e no planejamento terapéutico. A complementacao
imaginoldgica é crucial para a avaliacédo da relacdo do tumor com o 0sso adjacente e
para avaliar os linfonodos regionais. Tomografia computadorizada € o método de
escolha para avaliagdo oOssea e dos linfonodos cervicais, especialmente
disseminagdo nodal extracapsular. A ressonancia magnética forneceinformacdes
complementares sobre a extenséo do tecido mole e invaséo perineural (MONTERO
& PATEL, 2015)

HOLLENBEAK et al. (2001), investigaram os métodos complementares de
diagnostico de metastase linfonodal: tomografia computadorizada e tomografia por

emissdo de positrons (PET), avaliando pacientes com e sem envolvimento de
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linfonodos cervicais e encontraram que pacientes pN+ apresentaram menor
sobrevida (p < 0,00001). De forma semelhante HONORATO et al. (2009) em estudo
epidemiologico concluiram que a auséncia de linfonodos acometidos no momento do
diagnéstico, indicaram melhor sobrevida. No presente trabalho essa correlagdo néao
foi significativa para sobrevida global nem para sobrevida livre de doenca, talvez
pelo nimero reduzido da populacdo de estudo. Cabe ressaltar também, que néo foi
encontrada a descricdo nos prontuarios de exames de imagens realizados nessa
populacao de estudo, provavelmente pela indisponibilidade desses exames em rede
publica ou ainda nédo realizados nos anos do estudo. A caracterizacdo dos
linfonodos comprometidos foi feita pelo levantamento de dados do INCA e pelo
exame histopatoldgico.

Em linfonodos cervicais com metastases clinicamente evidentes o tratamento
do pescoco é obrigatério. O esvaziamento cervical radical ou radical modificado tem
sido utilizado como tratamento de escolha (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; SANO &
MYERS et al., 2007; KOWALSKI & MEDINA, 2008).

Ao longo das Ultimas trés décadas, o manejo eletivo do pesco¢co sem
evidéncia clinica ou radiolégica de nbédulos linfaticos metastaticos (cNO) em
pacientes com CCE de lingua, tem sido objeto de discussédo. (ABU-GHANEM et al.,
2016)

Em sua revisdo sobre o cancer oral, MYERS (2010), afirmou que o CCEO
apresenta propensao para metastase mesmo em estadios iniciais. Tumores em
estadios iniciais | e Il (cNO) localizados em lingua e em les@es infiltrativas de
assoalho de boca (as mais comuns), deve-se associar 0 esvaziamento cervical
eletivo supra-omo-hidideo (niveis I, Il e Ill) em virtude do alto indice de metastase
cervical oculta, normalmente maior que 20%, podendo variar até 30% (PIMENTA-
AMARAL et al., 2004; CAMPANA & MEYERS, 2006; MINISTERIO DA SAUDE,
2007; KOWALSKI & SANABRIA, 2007; MONTERO & PATEL, 2015). Ha mais de
duas décadas que a literatura relata que pacientes com pescoco nhegativo
clinicamente (cNO) estdo em maior risco de metastase nos niveis | a Ill (SHAH et al.,
1990).

Recentemente, ABU-GHANEM et al. (2016), realizaram uma revisao
sistematica e uma meta-analise com um total de 20 estudos retrospectivos e
prospectivos randomizados, em que compararam o esvaziamento cervical eletivo do

pescoco com a observacdo (sem esvaziamento cervical) em 3244 pacientes com
78



CCE de lingua em estagio inicial T1-T2 e cNO. Os achados indicam que o
esvaziamento cervical eletivo pode reduzir significativamente a taxa de recorréncia
regional e melhorar a sobrevida especifica da doenca em pacientes com CCE de

lingua estadiados como cT1T2NO.

No presente estudo, do total dos 80 pacientes cNO estudados, 25 (31,2%)
apos a cirurgia tiveram o diagnéstico de comprometimento linfonodal pela avaliagéo
histopatologica de rotina e foram reclassificados como pN+. ApoOs analise dos
recortes submetidos a pan-CK AE1AE3, mais nove (11,3%) foram classificados pN+,
totalizando 34 (42,5%) pacientes com presenca de metastase oculta. O percentual
de metastases oculta foi maior do que o descrito na literatura, que varia entre 20 a
30% (HAMAKAWA et al.,, 2000; PIMENTA-AMARAL et al., 2004; CAMPANA &
MEYERS, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2007; KOWALSKI & SANABRIA, 2007;
MONTERO & PATEL, 2015). TAKES, 2004 em sua revisdo sobre metastase
linfonodal em CCE de cabeca e pescoco, refor¢ca que a avaliacao histopatolégica de
rotina em HE apresenta diagnésticos falsos negativos e que é preciso definir qual o
padrao de referéncia deve ser usado para classificar o pN e isso, pode influenciar
nos resultados dos estudos que investigam biomarcadores correlacionados com
metastases linfonodais.

Sessenta por cento dos pacientes com CCEO em estagio inicial apresentam
pescoco negativo (CNO) (MONTERO & PATEL, 2015). A literatura esta em constante
busca de técnicas que possam melhorar a investigacdo do pescoco clinicamente
negativo antes do tratamento, identificando as metéstases ocultas. Com maior
precisdo diagndstica, o esvaziamento cervical seria exclusivamente terapéutico e
nao eletivo/profilatico como é feito em pacientes estadiados como cNO. Se a taxa de
metastases ocultas fosse reduzida para menos de 20%, o numero de tratamentos
eletivos poderia diminuir (TAKES et al., 2008). Dessa forma, as sequelas e as

comorbidades provocadas pelo esvaziamento cervical seriam reduzidas.

A literatura relaciona diversos fatores associados a metastase linfonodal:
tamanho do tumor, grau histologico, profundidade de invasédo, invasao perineural,
invasao vascular (MONTERO & PATEL, 2015).

A radioterapia adjuvante € indicada como tratamento complementar em
pacientes com alto risco de recidiva locorregional, ou seja, pacientes que exibem
fatores preditivos de pior prognostico (BRENDWEIN-GENSLER et al., 2005). Esta
populacao inclui pacientes com grandes tumores primarios (pT3 ou pT4), pescoco
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positivo com multiplos linfonodos, metastases a niveis nodais IV ou V, margens
cirrgicas positivas, invasao linfovascular, invasdo perineural e extravasamento
capsular (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; MONTERO & PATEL, 2015). No presente
trabalho, encontramos uma associacao significativa (p = 0,001) em que a maioria
dos pacientes submetidos a radioterapia adjuvante eram do grupo pN+, quando
comparados ao grupo pNO. No grupo pN+, 16 pacientes néo realizaram radioterapia
adjuvante, sendo cinco dos casos foram inicialmente diagnosticados como pNO e
nos quais foram localizadas micro e macrometastases apos recortes em HE e IHQ.
Desses cinco pacientes, trés evoluiram para Obito. Esses dados reforcam a
importancia do acometimento de linfonodos como fator prognéstico e a eficacia da
radioterapia complementar no controle da doenca quando existirem metastases
cervicais. Houve dois casos de pacientes com metastase linfonodal extracapsular,
dado descrito nos laudos histopatolégicos, ambos receberam radioterapia
complementar, um desenvolveu recidiva regional e evoluiu a ébito e o outro teve o
acompanhamento perdido. SHAW et al. (2010) descreveram a importancia na
identificacdo desse padrdo de metastase porque esta diretamente associado a
incidéncia de recidiva local, metastase a distancia e pior sobrevida global.Esses
dados sao concordantes com o estudo de SUTON et al. (2017) que ainda
acrescentam que a disseminacdo extracapsular € uma caracteristica freqiiente em
linfondos cNO e pode ser mais comum em linfonodos pequenos do que geralmente é

estimado.

Na andlise histopatoldgica, os tumores do grupo pN+ apresentaram em sua
maioria o pior padrao de invasao (tipo 4), enquanto que no grupo pNO, os padrdes 2
e 3 foram quase que exclusivos desse grupo. Essa associagao foi significativa (p =
0,003) e concorda com o relatado por que os tumores com padrdo de invasao pior
sdo associados a metastase linfonodal. (BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005,
2010). JERJES et al.,, 2010 encontraram uma associacdo significativa entre a
presenca de recidiva e o padréo de invasdo do tumor, que ele definiu como "nao

coesivo".

No acompanhamento dos pacientes, houve maior registro de recidiva no
grupo pNO, dos 18 casos de recidiva 11 (61%) quando comparado ao grupo pN+ (7
— 39%). JERJES et al. (2010) que estudaram 115 CCEO iniciais (T1 e T2) e a
presenca de recidivas, diferente do nosso estudo, encontraram que a recidiva

regional foi associada a tumores pN+.
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Além dos dados de recidiva, nosso estudo apresentou 13 (16,3%) casos de
segundo tumor primario, sendo 11 (85%) em paciente do grupo pNO, mostrando uma
associacao significativa (p = 0,03). LIU et al. (2013), em populacédo de estudo muito
similar, estudou 72 pacientes com CCE T1-T3NO e verificou uma maior incidéncia de
segundo tumor primario (27,8%), sendo 75% em cavidade oral, com significativa
menor sobrevida. Esses dados podem ser explicados porque os autores incluiram
nos estudos apenas pacientes tratados com cirurgia exclusiva, sem radioterapia

adjuvante.

A literatura mundial vem sinalizando para a importancia da investigacdo de
metéstase linfonodal através de recortes semi-seriados que podem aumentar a
deteccdo de micrometastases linfonodais em pacientes patologicamente no estagio
NO (FERLITO et al.,, 2002). A analise de varias sec¢bes do tecido com 5 um de
espessura representa uma amostra muito pequena, cerca de um centésimo do
linfonodo. Entretanto, ainda ndo existe um consenso definido quanto ao intervalo de
recortes que deva ser utilizado, diferentes intervalos entre os recortes selecionados
ja foram descritos como 100 pm (WOOLGAR, 1999), 150 um (ROSS et al., 2004;
ATULA et al., 2009), 200 um (HAMAKAWA, 2000) e 500 um (GUO, 2007). Diante
desse cenario, The International Union Against Cancer (UICC) ndo define o nimero
de seccbes necessarias para os recortes em linfonodos (SOBIN & WITTEKIND,
1997). Nesse estudo, optou-se por utilizar o intervalo de 150 um entre os recortes,
feito em duas etapas. Acreditamos que esse protocolo garante uma analise mais
aprofundada dos linfonodos previamente considerados como livres de tumor,
mostrando-se eficiente na identificacdo de macro e micrometastases. Havendo
suspeita de metastases nao evidenciadas nessas etapas poder-se-ia prosseguir com
0s recortes, ndo sendo necessario no momento desse estudo. A IHQ utilizando o
anticorpo anti-pan-CK AE1AE3 foi escolhida para aumentar a taxa de detecgéo de
micrometastases (TRAPPEN & PEPPER, 2002; KWON et al., 2004; YOSHIDA et al.,
2005) e também com intuito de caracterizar com maior precisdo o grupo de
pacientes com e sem metéstase cervical. Os cortes semi-seriados e a reagdo IHQ
foram realizados nos linfonodos dos pacientes com tumores de lingua e/ou assoalho
de boca, do grupo pNO, sendo encontradas metastases e micrometastases em nove
pacientes (11,3%), sendo dois casos T3 e consequentemente classificado em
estadio avancado e 0s outros sete casos classificados em estadio clinico inicial (I e

II). As seis macrometastases e uma micrometastase foram evidenciadas tanto nos
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recortes em HE quanto na IHQ, no entanto dois casos de micrometastases so
puderam ser encontrados com a pan-CK AE1AE3, destacando a importancia da
reacdo IHQ com esse proposito. No presente estudo, os trés pacientes com
micrometastases evoluiram para o Obito. A literatura tem abordado a discussao
sobre qual é o valor prognéstico das micrometastases. A deteccdo de
micrometastases tem um papel importante no estadiamento patolégico dos tumores,
podendo fornecer um melhor planejamento em terapias adjuvantes para pacientes
gque estejam em risco de recidiva da doenca. (WOOLGAR, 1999; XU et al., 2008;
ATULA et al., 2009). Com apenas trés casos do nosso trabalho, a andlise fica

superficial e desta forma, ndo se pode concluir sobre o tema.

Por outro lado, cada vez mais a literatura valoriza trabalhos que estudam um
mesmo sitio de CCEO e perfil semelhantes de pacientes/tumores, optando dessa

forma por ter uma populacdo de estudo menor, entretanto homogénea no seu perfil.

O numero de estudos que se propuseram a investigar a participacdo dos
vasos linfaticos no processo metastatico vem aumentando e alguns trabalhos
demonstraram, em modelos animais, que a presenca dos vasos linfaticos proximos
ao tumor podem contribuir para a metastase em linfonodos. (HOSHIDA et al., 2006;
DAS & SKOBE, 2008). Seguindo esse raciocinio, fatores linfangiogénicos, em
especial o VEGF-C vem sendo estudado e associado ao processo metastatico por

agirem na formacao de novos vasos e nos vasos linfaticos pré-existentes.

Diante dessa investigacdo da literatura, o presente estudo definiu como
proposta verificar se a densidade linfatica poderia apresentar associacdo com a
ocorréncia de metastases ocultas nos linfonodos cervicais, para dessa forma
identificar possiveis fatores preditivos para pacientes com CCE de lingua e assoalho
de boca, contribuindo para melhorar a precisdao na indicagdo do esvaziamento

cervical eletivo e o progndstico desses pacientes.

O estudo imuno-histoquimico da podoplanina, marcador especifico para
endotélio linfatico, permite identificar a presenca dos vasos linfaticos e de quantifica-
los, através da densidade linfatica tumoral. OHNO et al. (2007) e SIRIWADERNA et
al. (2008) avaliaram CCEO e a influéncia do VEGF-C nos vasos linfaticos, e
encontraram que 0s casos que apresentavam forte expressao de VEGF-C, exibiam
maior densidade de vasos linfaticos. Diversos estudos relacionam a alta densidade
de vasos linfaticos com metastases regionais (MIYAHARA et al., 2007; LIANG et al.,

2018; CHUNG et al., 2010) e a menor sobrevida desses pacientes (MUNOZ-
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GUERRA et al., 2004 e MIYAHRA et al., 2007). Em nosso estudo, ndo encontramos
a associacdo da presenca de metastase regional e da menor sobrevida com a alta
densidade de vasos linfaticos.

Acredita-se que o0s vasos linfaticos peritumorais sdo mais dilatados e
permedveis, diferente dos vasos intratumorais que sdo mais comprimidos e menos
funcionais (PADERA et al., 2002; KYZAS et al., 2005).

Tem-se discutido se a disposi¢cao dos vasos linfaticos em relagdo ao tumor,
sejam eles intratumorais ou peritumorais, apresentam alguma diferenca em relacao
ao extravasamento das células epiteliais malignas no processo de metastase para
linfonodos cervicais. Diante disso, decidimos por analisar a DVL, DLI e DLP
conforme a maioria da literatura faz, em busca de melhores resultados com relagao

a essas variaveis e o potencial preditivo para CCE de lingua e assoalho de boca.

A literatura tem relatado e defendido que uma espessura tumoral > 4 mm leva
a um risco aumentado de metastases nodais no pescoco (GANLY et al. 2013). Em
2014, BALASUBRAMANIAN et al. (2014) em uma série retrospectiva de 343
pacientes, avaliou a espessura tumoral como preditor para metastase cervical.
Houve diferenca significativa no risco de metastase em relacdo a espessura e a
localizac¢do do tumor. Os autores concluiram recomendando o esvaziamento cervical
eletivo em tumores de assoalho de boca > 2 mm e tumores de lingua > 4 mm. No
nosso estudo, tumores com maiores espessuras, foram associados
significativamente (p = 0,014) com a baixa DVL, podemos explicar esse resultado
porque utilizamos como cutoff da variavel espessura a média dos valores

encontrados, que correspondeu a 1mm.

Tumores bem diferenciados, foram os que apresentaram maior nimero de
casos com alta DLI (p = 0,012). Esse achado nos indica que mesmo tumores bem
diferenciados, podem ter alta densidade linfatica e propensdo para metastase
cervical. Na avaliacdo na DLP os tumores cT3, cEstadio lll (avancado) e pT
avancado, apresentaram em sua maioria baixa DLP, sendo uma associagao
estatisticamente significativa. WATANABE et al. (2013) estudaram a DVL em 109
pacientes com CCEO e de labio e constataram que a densidade de vasos linfaticos
tende a diminuir com a progressdo da doenca, aumento do tamanho do tumor e
aumento do tamanho do nédulo linfatico metastéatico. Talvez, a DVL nao indique
diretamente o risco de metastase para linfonodos cervicais, mas pode refletir a

presenca de linfangiogénese por influéncia da expressao de VEGF, juntamente com
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a perda de vasos linfaticos através do crescimento e progressao do tumor. ISHII et
al. (2010) discutiram que em pacientes com CCEO, o tumor induz a linfagiogénese
do linfonodo sentinela antes do inicio da metastase dos linfonodos, ou seja, a
linfagiogénese nos linfonodos regionais, ao invés do aumento da densidade linfatica

no tumor, seria um importante fator prognostico para a doenca.

Em nosso estudo os tumores do grupo pN+, apresentaram e sua maioria alta
DVL e alta DLP, porém néo foi uma associagdo estatisticamente significativa, como
relatado por SEDIVY et al., 2003 e MIYAHARA et al., 2007; SIRIWARDENA et al.
(2008),

A baixa e a alta DLI apresentaram distribuicdo igual entre os grupos pNO e
pN+, diferente do que relataram LIANG et al. (2008) e SIRIWARDENA et al. (2008),

gue encontraram maior DLI em pacientes com comprometimento de linfonodos.

Em nosso estudo, identificamos a presenca de vasos linfaticos no
microambiente tumoral, através do anticorpo anti-podoplanina e avaliamos a
densidade de vasos linfaticos. Entretanto, existem outros marcadores que vem
sendo relacionados a linfangiogénese, como o VEGF-C, que secretado pelas células
tumorais estimula formacédo de novos vasos linfaticos e receptores de quimiocina,
como o CCR7, que participam ativamente guiando o extravasamento das células
epiteliais malignas para os linfonodos cervicais. Nosso trabalho é o Unico que
avaliou a densidade de vasos linfaticos nessa populacdo de estudo do INCA,
utilizando os recortes semi-seriados e o anticorpo anti-pan-CK AE1AE3, como

ferramenta complementar na identificacdo de metastase ocultas.

Diante do exposto, a complexidade da biologia tumoral no processo
metastatico, principalmente com relacdo a influéncia de fatores linfangiogénicos
precisam ser mais explorados, para viabilizar a identificagdo de biomarcadores de

metastase para validar a futura aplicabilidade prognostica.

O presente estudo apresentou como limitacdes, uma populacdo de estudo
relativamente pequena, além de dificuldade em obtencéo de verba, o que ocasionou
diretamente a ndo realizagdo de outros marcadores imunohistoquimicos

previamente selecionados para o trabalho.
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6 CONCLUSOES

- CCE localizados em lingua e assoalho de boca apresentam metastases ocultas

com alta frequéncia;

- Os recortes semi-seriados dos linfonodos associado a reacdo imuno-histoquimica
da pan-CK AE1AE3 permitiu a identificacdo de novos casos com metastase

linfonodal;
- A densidade vascular linfatica, densidade linfatica intratumoral e densidade linfatica

peritumoral ndo apresentam diferenca significativa para a sobrevida na populacéo

estudada.
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8 ANEXOS
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apresentadao.
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8.3 FICHA DE REGISTRO (ANEXO Il1)
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