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Resumo

SILVA, Karine Duarte da. Avaliacdo imunoistoquimica de neutrofilos e linfécitos
no fronte invasivo do carcinoma espinocelular de Iabio inferior. 2015. 61f.
Dissertacao (Mestrado em Diagnostico Bucal) - Programa de Pés-Graduagcao em
Odontologia, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) de labio apresentam progndstico
favoravel em comparacao aos pacientes com a leséo intraoral. O estadiamento clinico
da lesdo € a principal forma de avaliacdo do progndéstico do CEC oral, além dos
sistemas de gradacao histoldgica dos tumores. A analise do budding tumoral (BT) e
do infiltrado inflamatdrio na regido do fronte invasivo tumoral (FIT) podem configurar-
se como fatores prognoésticos complementares, ja que para alguns tipos de cancer,
entre eles o CEC intraoral, BT positivo, contagem elevada de neutroéfilos no tumor,
sangue ou ambos e razao neutréfilos/linfocitos (RNL) aumentada representam um pior
progndstico para os pacientes. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca e a RNL
no FIT, bem como a associacdo desses achados com o grau histologico de
malignidade (GHM) dos tumores e o BT em uma amostra de CEC de labio. Revisou-
se os arquivos do Centro de Diagnostico das Doencas da Boca da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, buscando-se lesbes submetidas a
biopsias excisionais de CEC em labio inferior e classificando-as segundo um sistema
de classificacdo do GHM. Realizou-se técnica imunoistoquimica com 0s anticorpos
CD66b e CD3 para avaliagédo de neutrdfilos e linfocitos, respectivamente. O anticorpo
AE1/AE3 foi empregado para a classificagcdo do BT. Neutréfilos CD66b™* e linfocitos
CD3* foram analisados semi-quantitativamente no FIT. De um total de 43 casos, 36
(83,7%) eram tumores bem diferenciados e 32 (74.4%) nao apresentavam BT.
Observou-se baixa infiltracdo de neutrdfilos e alta de linfocitos (indices 0,8 e 2,0,
respectivamente) na regido do FIT, acarretando baixa RNL na mesma regiao.
Portanto, a alta diferenciacdo tumoral, os poucos casos exibindo BT positivo e a baixa
RNL no FIT podem estar associadas ao melhor prognéstico do CEC labial.

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas; inflamacao; neutréfilos; linfocitos.



Abstract

SILVA, Karine Duarte da Immunohistochemical evaluation of neutrophils and
lymphocytes in the invasive front of lower lip squamous cell carcinoma. 2015.
61f. Dissertacdo (Mestrado em Diagndéstico Bucal) - Programa de Pds-Graduacéo
em Odontologia, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2015.

Patients with lip squamous cell carcinoma (LSCC) present favorable prognosis
compared to those with intraoral lesion. Clinical staging of lesion is the main way of
assessing the prognosis of oral squamous cell carcinoma (OSCC), followed by the
histological grading systems. Analysis of tumor budding (TB) and the inflammatory
infiltrate in the tumoral invasive front (TIF) can be configured as additional prognostic
factors, since for some types of cancers, including intraoral SCC, findings as TB
positive, high counting of neutrophils in tumor, blood or both and increased
neutrophils/lymphocytes ratio (NLR) represent a worse prognosis for the patients. The
aim of this study was to evaluate the presence and the NLR in the TIF, and the
association of these findings with the histological malignancy grading (HMG) of tumors
and the TB in a LSCC sample. The files from the Center of Diagnosis of Oral Diseases,
Dental School, Federal University of Pelotas were reviewed searching specimens from
excisional biopsies of lower LSCC (LLSCC) and classifying them according to a HMG
system. Immunohistochemistry was performed with CD3 and CD66b antibodies for
evaluation of neutrophils and lymphocytes, respectively. The antibody AE1/AE3 was
used for the identification of TB. CD66b* neutrophils and CD3" lymphocytes were
analyzed semi-quantitatively in the TIF. From a total of 43 cases, 36 (83.7%)
represented well differentiated tumors, 32 (74.4%) showed none TB. There were low
neutrophil and high lymphocyte infiltrations (indexes 0.8 and 2.0, respectively) in the
TIF, leading to a low NLR in the same region. Therefore, the high differentiation
grading, the few BT positive cases and the low NLR in the TIF may be associated with
better prognosis in LSCC.

Keywords: squamous cell carcinoma; inflammation; neutrophils; lymphocytes.
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1 Introducéo

Segundo “The global burden of cancer 2013” publicado em 2015 no JAMA
Oncology, as taxas de incidéncia e morte por cancer da cavidade oral e labios, para
ambos os sexos em 2013, foram maiores nos paises em desenvolvimento em
comparacao aos desenvolvidos. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) previu para
2014 no Brasil uma incidéncia de 11.280 novos casos desse tipo de cancer em
homens e 4.010 em mulheres para cada 100.000 habitantes, figurando, dessa forma,
em 5° lugar entre os tipos de cancer mais incidentes em homens (INCA, 2014).

O carcinoma espinocelular (CEC) € a variante responsavel por cerca de 90%
das malignidades da cavidade oral e labios (SILVEIRA et al., 2010; ZINI,
CZERNINSKI, SGAN-COHEN, 2010), sendo que o CEC de labios, em especial labio
inferior, possui notavel prevaléncia em regides da Australia, Europa, EUA e Brasil,
principalmente entre homens acima dos 40 anos, de pele clara e com ocupacéo ligada
a exposicdo solar cronica (ABREU, KRUGER, TENNANT, 2009; DOMINGUEZ-
GORDILLO et al., 2015; KOUTROS et al., 2010; OSTERNE et al. 2011). Em particular
no Brasil, por ser um pais tropical onde h& grande incidéncia de radiacao ultravioleta,
o cancer labial assume significativa importancia (SCULY, BAGAN, 2009; SENA et al.,
2010).

Ainda que na maioria dos estudos o cancer de labio esteja agrupado com o
cancer intraoral, as lesdes naquele sitio apresentam caracteristicas distintas, em
especial relacionadas ao progndstico, com maior sobrevida livre de doenca em 5 anos
que para os casos intraorais (BHANDARI et al., 2014; XIE et al., 2015). Os indices de
metastase regional sdo baixos para o CEC de labio, ndo alcancado 10% em alguns
estudos e sendo ainda menores para metastase a distancia, apesar do fato que a
regido possui rica vascularizacao linfatica (DOMINGUEZ-GORDILLO et al., 2015;
RENA et al., 2014; SOLLAMO et al., 2015). O diagnostico precoce e o tratamento
cirdrgico amplo, favorecidos nessa localizacédo, também podem influenciar no perfil
menos preocupante das lesdes nesse sitio (RENA et al., 2014; SENA et al., 2010).

Atualmente, o principal fator prognéstico para o CEC oral é o estadiamento

clinico da lesdo (UICC, 2002). Entretanto, fatores prognosticos complementares
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mostram-se necessarios na melhor determinagdo do progndstico dos pacientes
(CHATZISTAMOU et al., 2010; LARSEN et al., 2009).

Nesse contexto, a literatura sugere que células malignas localizadas néo s6 na
regido do fronte invasivo tumoral (FIT), area mais invasiva da neoplasia, como
também intratumorais ou dispersas pelo tecido conjuntivo podem formar buds, ou seja,
agrupamentos de até 4 células tumorais, o que se conhece por budding tumoral (BT)
quando no minimo 5 buds séo observados (LUGLI et al., 2011; MARANGON JUNIOR
etal., 2014; WANG et al., 2011). Essa caracteristica histomorfol6gica ha tempos figura
como um fator prognéstico desfavoravel independente em canceres de diferentes
localizacbes, apresentando maior potencial de disseminacdo e metastase
(KARAMITOPOULOU et al., 2013; LIANG et al., 2013; MARANGON JUNIOR et al.,
2014; MORODOMI et al., 1989).

E também na éarea do FIT que Bryne et al. (1992) propuseram o sistema de
classificagdo do grau histologico de malignidade (GHM) do CEC oral, método
relevante na analise do prognostico dos pacientes. Neste sistema de gradacéo, a
maior intensidade do infiltrado inflamatério € considerada favoravel ao paciente,
entretanto, estudos mais recentes mostram que o infiltrado inflamatério pode
apresentar caracteristicas antitumorigénicas e pro-tumorigénicas, contrariando a
visao classica de que as células inflamatérias participariam tdo somente da defesa do
hospedeiro contra neoplasias (GALDIERO et al., 2013; SOUTO 2011; TECCHIO et
al., 2013).

Os TANs (do inglés tumor-associated neutrophils) podem apresentar um
fendtipo antitumorigénico (N1) ou pré-tumorigénico (N2) (FRIDLENDER et al., 2009;
GALDIERO et al., 2013). Foi demonstrado que moléculas produzidas por essas
células participariam em processos de degradacdo da matriz extracelular,
angiogénese, linfangiogénese e metastase (DONSKOV, 2013; FRIDLENDER et al.,
2009).

Nesse sentido, diversos estudos tém demonstrado associacdo da contagem
elevada de neutrdfilos no tumor, sangue ou ambos de pacientes portadores de alguns
tipos de céancer, entre eles o de cabeca e pescoco, com desfecho clinico pobre,
resultados insatisfatérios no tratamento e menor sobrevida (DONSKOV, 2013;
MILRUD et al, 2012; TRELLAKIS et al. 2011). Similarmente, a razao
neutrofilos/linfocitos (RNL) elevada teria papel nesse prognostico desfavoravel (HE et
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al., 2012; ILIE et al., 2012; PERISANIDIS et al., 2013), demonstrando a relevancia da
investigacao dessas células inflamatdrias na carcinogénese oral.

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca e a RNL, bem como sua
associacdo com o GHM e o BT em uma amostra de CEC de labio. A hipdtese
levantada é que CECs nesse sitio apresentam RNL menor que a encontrada em CECs

intraorais, estando associada com baixo GHM e auséncia de BT.



2 Projeto de Pesquisa
2.1 Introducéao (Reviséo de Literatura)

Carcinoma espinocelular bucal: aspectos epidemioldgicos, clinicos e

etiologia

O cancer foi responséavel por 7,5 milhdes de mortes ocorridas em 2008, 8,2
milhbes em 2012 e, segundo estimativas, sera responsavel por 13,2 milhdes dos
casos de morte no mundo em 2030. Projeta-se que nesse mesmo ano, 22,2 milhdes
de pessoas receberdo diagndstico de cancer, um aumento de 75% em relacéo a 2008
(IARC, 2012).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para 2014 no Brasil a ocorréncia
de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo o cancer de pele néo-
melanoma. Mais de 100 tipos diferentes de doencas podem ser qualificados como
cancer, apresentando em comum o crescimento desordenado de células anormais,
com potencial metastatico e origem devida a condi¢cdes multifatoriais (INCA, 2014).

O céancer da cavidade oral e labios revelou uma incidéncia mundial de 300.373
casos em 2012, com aproximadamente metade deles levando a 6bito (IARC, 2012).
O INCA prevé para 2014 no Brasil uma incidéncia de 11.280 novos casos desse tipo
de cancer em homens e 4.010 em mulheres para cada 100.000 habitantes, figurando,
dessa forma, em 5° lugar entre tipos de cancer mais incidentes em homens (INCA,
2014).

O carcinoma espinocelular (CEC) é a variante que representa mais de 90% das
malignidades da cavidade bucal, afetando principalmente homens com idade superior
a 45 anos (JEMAL et al.,, 2009; ZINI, CZERNINSKI, SGAN-COHEN, 2010). Tal
variante inclui o cancer de labio, principalmente de labio inferior, que representa a
maioria dos CECs bucais e mostra forte associagcdo com a cor da pele e a exposicao
solar crénica frequentemente observada em trabalhadores rurais, da construcao civil,
pescadores, dentre outras atividades ao ar livre. Também inclui o cancer intraoral, que
afeta principalmente as bordas laterais de lingua, assoalho bucal e gengiva (SCULLY,
BAGAN, 2009) e esta intimamente relacionado ao consumo de tabaco, o qual ainda

pode apresentar sinergismo de efeito com o alcool (MAASLAND et al., 2014).
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Apesar dos avancos na terapéutica, a sobrevida de cinco anos para 0S
pacientes com CEC intraoral permanece praticamente inalterada ao longo dos anos,
ficando em torno de 50%, o que revela um prognoéstico desfavoravel (SCULLY,
BAGAN, 2009). Tal panorama decorre do atraso no diagnéstico da doenca, o que
pode ser notado nas populacdes de baixo nivel socioeconémico, menor grau de
escolaridade e que, geralmente, consomem alcool e tabaco em excesso (PUIGPNOS
et al., 2009; WUNSCH FILHO et al., 2010).

Carcinoma espinocelular de 1abio

Sabe-se que o CEC de labio apresenta epidemiologia, diagnodstico e
prognostico distintos quando comparados com casos de CEC em outras regides
bucais (SOBIN, GOSPODAROWICZ, WITTEKIND, 2009). Ele corresponde a
aproximadamente 15% de todas as neoplasias de cabeca e pescoco, 25-30% de
todos os tumores da cavidade bucal e 20% dos tumores malignos do trato respiratério
e digestivo superior (BANDYOPADHYAY, NAG, BANDYOPADHYAY, 2010; SOUZA
et al., 2011), sendo que em algumas regides da Austrélia, Franca e EUA mostra
elevada prevaléncia, principalmente entre homens de meia-idade, pele clara e com
ocupacao ligada a exposicéo solar (ABREU, KRUGER, TENNANT, 2009; KOUTROS
et al., 2010; WARNAKULASURIYA, 2009). No Brasil, por ser um pais tropical onde h&
grande incidéncia de radiacdo ultravioleta, o céancer labial assume significativa
importancia (SCULY, BAGAN, 2009; SENA et al., 2010).

Como leséo potencialmente maligna capaz de evoluir para o CEC de labio, tem-
se a queilite actinica (LUCENA et al., 2012; SGARBI et al., 2010), também causada
principalmente pela exposigéo solar cronica, a qual pode causar danos teciduais e ao
sistema de reparo do DNA (DA SILVA et al., 2012; SOUZA et al., 2011).

A andlise da expressdo de proteinas presentes na membrana basal e na
superficie de células epiteliais em casos de queilite actinica e CEC de labio inferior
tem sido realizada em diversos estudos com o objetivo de otimizar o diagnéstico,
avaliar o prognéstico e melhor entender a carcinogénese dessa condicao (DA SILVA
et al., 2012; PEREIRA et al. 2013; SALVADORI et al, 2014). Moléculas de adeséao

epitelial como as integrinas 1, f4 e a3 apresentaram-se com expressao reduzida em
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casos de gueilite actinica e ndo foram expressas nos casos de CEC em labio inferior
(DA SILVA et al., 2012).

O tempo necessario para que uma queilite actinica evolua para cancer labial
varia de 20 a 30 anos, podendo ocorrer mais rapidamente em alguns individuos
(SOUZA et al., 2011). O tumor de I4bio é caracterizado por uma taxa de crescimento
lenta (NEVILLE et al., 2009), fazendo com que o diagndstico da lesdo geralmente
ocorra em uma fase precoce da doenca, além do que o sitio é de facil visualizacao
pelo paciente e pelo profissional de saude.

O prognostico para os casos de CEC de labio é mais favoravel, com sobrevida
em cinco anos alcancando 95% para os casos iniciais (SCULLY, MOLES, 2008). Sena
et al. (2010) afirmaram que determinados fatores devem ser verificados para se avaliar
0 progndstico do cancer labial como: estadiamento clinico, didmetro do tumor, grau
histoldgico, tipo de tratamento e margem cirargica. Em uma reviséo sistematica, esses
autores identificaram que a frequéncia de CECs de labio bem diferenciados (grau |) e
com grau intermediario de diferenciacdo (grau Il) variou entre 60%-90%, segundo a
classificacdo de 2005 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2005), corroborando
o indicativo de prognostico mais favoravel das referidas lesGes nesse sitio.

Ainda, o CEC de labio apresentou uma incidéncia menor que 2% de metastase
em linfonodos regionais, a qual se da principalmente na cadeia submentoniana
(NEVILLE et al., 2009). Esses linfonodos podem ser removidos de forma eletiva,
dependendo da conduta terapéutica do profissional e de sua equipe, mesmo que nao
exista comprometimento observado clinicamente por palpacdo ou exames
imaginolégicos (BHANDARI et al., 2014). Por meio de uma revisao sistemética e
metandlise, Bhandari et al. (2014) observaram uma estimativa combinada de 0,17
(0,10-0,28; intervalo de confianca - 95%) para presenca de metastase oculta em
linfonodos removidos cirurgicamente e de 0,008 (0,01-0,18; intervalo de confianca -
95%) para metastase tardia em pacientes sem ressecc¢ao cirargica. Nesse mesmo
estudo, a sobrevida média de pacientes sem envolvimento linfonodal, tratados com
resseccao eletiva dos linfonodos regionais foi de 96.21%, enquanto para pacientes
tratados sem nenhuma intervencéo nos linfonodos a média de sobrevida foi 87.76%.

Rena et al. (2014), por meio de um estudo retrospectivo dos casos de CEC em
labio inferior diagnosticados e tratados em um centro de cirurgia oral e maxilofacial de

uma universidade, observaram recorréncia em 4,59% dos casos, metastase regional
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em 2,75% e metastase a distancia, a qual tem pulmdes e 0Ss0s como sitios
preferenciais, em 0,92%, verificando, portanto, perfil menos preocupante dos tumores

no referido sitio.

Sistemas de classificagédo dos tumores e budding tumoral

Atualmente, o principal fator prognostico para o CEC bucal é o estadiamento
clinico da lesao, estabelecido de acordo com a classificacdo “TNM”. Neste sistema,
“T” refere-se a dimensdo do tumor primario, “N” a existéncia de metastases em
linfonodos regionais e “M” a presenga de metastase a distancia para outros 6rgaos
(UICC, 2002). Utiliza-se também o sistema de gradac&o microscépica proposto pela
OMS em 2005, segundo o qual as lesbes séo classificadas em bem, moderadamente
e pobremente diferenciadas, de acordo com as alteracdes apresentadas pelas células.
Apesar de amplamente aceitos e utilizados, esses sistemas podem apresentar falhas
e deficiéncias, revelando a importancia de fatores progndésticos complementares na
determinacdo mais fiel do prognéstico dos pacientes (CHATZISTAMOU et al., 2010;
LARSEN et al., 2009).

Nesse sentido, outros sistemas de gradacao microscopica foram propostos
considerando, entre outras caracteristicas, a presenca de infiltrado inflamatério
adjacente a area tumoral (ANNEROTH et al., 1987; BRANDWEIN-GENSLER et al.,
2005; BRYNE et al.,1992; JAKOBSSON et al., 1973). Bryne et al. (1992) propbs a
gradacdo das lesBes na area mais invasiva da neoplasia, denominada de fronte
invasivo tumoral (FIT). Neste sistema, a maior intensidade do infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario € considerada para uma gradacdo histolégica mais favoravel,
entretanto, de acordo com estudos mais recentes, o infiltrado inflamatério pode
apresentar caracteristicas antitumorigénicas e pro-tumorigénicas, contrariando a
visao classica de que as células inflamatérias participariam tdo somente da defesa do
hospedeiro contra neoplasias (CAMISASCA et al.,, 2011; CHATZISTAMOU et al.,
2010;).

Além disso, a literatura sugere que células malignas localizadas ndo s6 na
regidao do FIT, como também intratumorais ou dispersas pelo tecido conjuntivo tem
maior potencial de disseminacdo e metastase e podem formar buds, ou seja,

agrupamentos celulares, o que se conhece por budding tumoral (BT) (LUGLI et al.,
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2011; MARANGON JUNIOR et al., 2014; WANG et al., 2011). Acredita-se que o BT
represente a transicdo epitélio-mesénquima (CHAFFER, WEINBERG, 2011,
ZLOBEC, LUGLI, 2010).

A avaliacdo desse achado histopatoldgico, entretanto, muitas vezes é
dificultada pela presenca de infiltrado inflamatério abundante, sendo que até mesmo
fibroblastos, entre outras células presentes no estroma, podem ser confundidas com
buds (MITROVIC et al.,, 2012). A realizacdo de técnica imunoistoquimica para
citoqueratinas pode ser util na analise do BT, mesmo havendo controvérsias na
literatura quanto a sua utilizagdo (MARANGON JUNIOR et al., 2014; MITROVIC et al.,
2012)

Estudos sobre o papel do BT em carcinomas de diferentes sitios vém
crescendo na Ultima década, entretanto, para casos de carcinoma colorretal, a
presenca dessa caracteristica histomorfolégica ha tempos figura como um fator
prognéstico desfavoravel independente, principalmente nos casos em que ndo ha
envolvimento linfonodal (LUGLI et al., 2011; MITROVIC et al. 2012; MORODOMI et
al., 1989).

As variadas metodologias utilizadas na literatura divergem quanto a defini¢cao
de BT e de sua intensidade, dificultando a padronizacdo (GRIZZI et al.,, 2012;
MITROVIC et al., 2012). Entretanto, na maioria dos estudos, bud é definido como a
presenca de células isoladas ou agrupamentos de até quatro células tumorais
(MARANGON JUNIOR et al., 2014; WANG et al., 2011). A delimitacao do diametro do
campo a ser avaliado para identificacdo do BT, o qual pode variar dependendo da
metodologia empregada, interfere na quantidade de agrupamentos contados
(MITROVIC et al., 2012), bem como se a contagem é feita na area de maior
concentracdo de buds, ou utilizando-se a média dos achados em todo o FIT ou ainda,
pela obtencédo da proporcdo da area do FIT que possui BT (HOMMA et al., 2010;
MARANGON JUNIOR et al., 2014; SYK et al., 2011).

Wang et al. (2011) revelaram associacdo em CEC de lingua entre presenca de
BT com: tamanho do tumor, seu grau de diferenciacdo celular, estagio clinico,
metastase linfonodal e reduzida sobrevida. Dessa forma, a avaliacdo da presenca do
BT nos casos de CEC oral mostra-se promissora e relevante no que diz respeito a

individualizac&o do tratamento dos pacientes e a possibilidade de novas terapias que
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tenham essa caracteristica histopatoldégica como alvo, conforme ja afirmado por Grizzi

et al. (2012) e Zlobec e Lugli (2010) para os casos de carcinoma colorretal.

Atuacdo do infiltrado inflamatorio, principalmente neutréfilos e linfocitos,

na carcinogénese oral

A atuacao de diferentes células inflamatorias na carcinogénese tem sido alvo
de diversas pesquisas (CARUS et al., 2013; GALDIERO et al., 2013; TRELLAKIS et
al., 2011). Leucdcitos associados ao tumor podem atuar tanto na defesa, quanto
contribuirem com a progresséo tumoral, devido as funcdes inibitorias e estimulantes
que podem exercer sobre as células neoplasicas (GALDIERO et al., 2013;
HOUGHTON, 2010; TECCHIO et al., 2013). Macréfagos, por exemplo, possuem essa
dupla funcéo, a qual parece ser dependente do microambiente tumoral em que atuam
(MANTOVANI, SICA, 2010; GALDIERO et al.,, 2013). Moléculas produzidas por
células inflamatoérias podem promover destruicdo de matriz extracelular e atuar como
fatores angiogénicos e linfangiogénicos. As metaloproteinases de matriz, secretadas
por macrofagos e neutrofilos associados ao tumor (TAMs e TANS, respectivamente
do inglés tumor-associated macrophages e tumor-associated neutrophils) tem um
importante papel na angiogénese, invasao tumoral e metastase, principalmente pela
capacidade de degradar o colageno IV, um dos principais componentes da membrana
basal (GREGORY, HOUGHTON, 2011; TECCHIO et al., 2013).

Entre os componentes do infiltrado inflamatério em relacdo as neoplasias
malignas humanas, os neutréfilos aparecem como células que devem ser melhor
investigadas (DONSKOV, 2013). H& tempos a literatura vem relatando sua atuagéo
antitumorigénica (SOUTO 2011). Entretanto, estudos mais recentes mostram que a
funcdo dos neutrofilos é modulada por uma série de quimiocinas e citocinas
produzidas pelas células tumorais, e que tais células inflamatérias podem estar
implicadas na progressédo tumoral (HOUGHTON, 2010; TECCHIO et al., 2013). A
expressao de interleucina-8 pelas células tumorais promove a infiltragdo de neutroéfilos
no tumor e sua ativagdo (TRELLAKIS et al., 2011), podendo degradar a matriz
extracelular por meio de enzimas e estimular tanto a proliferacdo de células tumorais,
quanto a imunossupressao relacionada a sua degranulacao e liberagdo de Arginase-
1, um inibidor de funcéo de células T (DUMITRI et al., 2013).
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Fridlender et al. (2009) demonstraram que TANs apresentam estados
diferenciais de ativacao/diferenciacéo, podendo revelar um fenétipo antitumorigénico,
chamado de N1 ou pré-tumorigénico, N2. Especula-se que o nivel de secrecéo de
substancias pelos neutrdfilos os classificaria em N1 e N2, ou seja, esses niveis
representariam diferentes estagios de ativacdo dessas células (GALDIERO et al.,
2013; HOUGHTON, 2010).

Nesse contexto, diversos estudos tém demonstrado associacdo da contagem
elevada de neutréfilos no tumor com desfecho clinico pobre em alguns tipos de
cancer, entre eles o de cabeca e pescoco, demonstrando sua relevancia prognéstica
(DONSKOQV, 2013; DUMITRU et al., 2013, TRELLAKIS et al. 2011).

Em relacdo ao CEC de cabeca e pescoco, Trellakis et al. (2011) encontraram,
por meio da técnica imunoistoquimica para o anticorpo anti-CD66b, que a maioria dos
tumores classificados como T4 exibia infiltracdo neutrofilica média ou intensa,
enguanto tumores menores e menos invasivos mostravam menor infiltracdo. Além
disso, ao avaliarem apenas pacientes com estadiamento Il e IV, demonstraram que
a sobrevida de cinco anos para pacientes com infiltracao tecidual de neutrofilos média
ou intensa foi significativamente menor que para pacientes com fraca ou nenhuma
infiltracdo. Millrud et al. (2012) também chegaram a conclusdes semelhantes,
relatando que o numero total de neutréfilos no sangue foi maior nos pacientes com
CEC de cabeca e pescoco que nos controles saudaveis.

Ainda, conforme recente revisdo de literatura, a contagem elevada de
neutroéfilos no sangue, no tumor ou em ambos € considerada um forte e independente
fator de risco para que o paciente nao experimente satisfatoriamente os beneficios da
terapia instituida (DONSKOV, 2013).

Os linfécitos também aparecem nesse cenario de investigacdes. Foi relatado
que linfécitos T CD4 e CD8 ativados no ambiente tumoral retardariam a apoptose de
neutrdfilos via liberacdo de TNFa, IFNa e GM-CSF (respectivamente, do inglés tumor
necrosis factor alpha, interferon alpha, granulocyte macrophage colony-stimulating
factor), o que foi demonstrado in vitro (PELLETIER, MICHELETTI, CASSATELLA,
2010).

He et al. (2012) observaram que alta porcentagem de linfocitos estava
independentemente associada com favoravel sobrevida livre da doenga em pacientes

com cancer de nasofaringe, enquanto alta porcentagem de neutrofilos relacionava-se
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a pobre sobrevida livre da doenca. Dessa forma, o papel dos linfocitos na
carcinogénese parece estar principalmente relacionado no que diz respeito a relacéao
neutrofilo/linfécito, ou seja, a interacdo que ocorre entre estes dois tipos celulares.

Estudos sobre céancer de nasofaringe e ovario mostraram que resultados
insatisfatorios no tratamento dos pacientes acometidos e baixa sobrevida estavam
relacionados com razao elevada neutrofilos/linfécitos (CHO et al. 2009; HE et al.,
2012). Desfecho clinico pobre também foi observado em carcinoma de células renais,
melanoma, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, glioblastoma, tumor
estromal gastrintestinal, cancer colorretal, cervical, gastrico, esofagico, pulmonar e de
cabeca e pescoco, quando a razao neutrofilo/linfocito estava elevada no sangue
(CARUS et al., 2013; DONSKOV, 2013; DUMITRU et al., 2013; ILIE et al., 2012; RAO
et al., 2012).

Trellakis et al. (2011) demonstraram que ndo somente a porcentagem de
polimorfonucleares neutréfilos, como também a razdo neutrofilos/linfécitos
sanguineos foram maiores em pacientes com CEC de cabeca e pescoco do que no
grupo controle, com envolvimento linfonodal e tamanho das lesdes (principalmente
T4) associados a esses valores elevados. Millrud et al. (2012) também encontraram
maior proporcdo neutrofilos/linfécitos em pacientes com envolvimento linfonodal e
com pior desfecho. Pobre sobrevida doenca-especifica em pacientes com cancer de
boca avancado (estadiamento Il e IV) e pobre diferenciagdo tumoral também
apareceram associadas com maior razéo entre tais células sanguineas no periodo
pré-tratamento (PERISANIDIS et al., 2013), revelando a participacéo e importancia da

investigacdo dessas células inflamatoérias na carcinogénese bucal.



2.2 Justificativa

As pesquisas acerca do céncer de boca sdo importantes devido a alta
prevaléncia dessa patologia em algumas regides do mundo, mostrando a relevancia
de conhecer melhor os fatores envolvidos na carcinogénese oral. Dessa forma, as
lesBes de carcinoma espinocelular (CEC) em labio permitem um modelo privilegiado
para o estudo da progresséao tumoral a partir da analise histolégica de pecas cirargicas
desta neoplasia na regiao do fronte invasivo tumoral, bem como na lamina prépria do
epitélio adjacente ao tumor. A avaliacdo do infiltrado inflamatoério, principalmente
neutrdfilos e linfécitos, nestas diferentes regides tumorais e de sua associagdo com o
budding tumoral pode ajudar na compreensdo do papel da inflamacdo na

carcinogénese labial e do comportamento diferenciado dos CECs de labio.



2.3 Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a participacdo de neutréfilos e linfocitos na progressdo tumoral do
carcinoma espinocelular (CEC) de labio inferior, avaliando a presenca destas células
inflamatoérias em diferentes regides, fronte invasivo tumoral (FIT) e lamina prépria do

epitélio adjacente ao tumor, e sua associagdo com o budding tumoral (BT).

Objetivos Especificos

- Avaliar a presenca do BT nos espécimes tumorais e analisar a relacdo deste
achado com o grau histologico de malignidade;

- Estabelecer a contagem de neutréfilos e linfécitos e a razdo
neutrofilos/linfécitos (RNL) no FIT e na lamina prépria do epitélio adjacente ao tumor;

- Verificar a associacdo entre a presenca do BT nos casos de CEC de labio
inferior com a contagem de neutrdfilos e linfécitos e a RNL no FIT e na lamina prépria

do epitélio adjacente ao tumor.



2.4 Hipotese

Em carcinomas espinocelulares (CECs) de labio, neutréfilos e linfécitos
concentram-se na regido do fronte invasivo tumoral. Nestes tumores, a razao
neutrofilos/linfocitos apresenta valores baixos, diferente do que a literatura aponta
para os casos de CEC intraorais, e mostra associagdo com baixo grau histologico de

malignidade e auséncia de budding tumoral.



2.5 Materiais e Métodos

Aspectos éticos e legais

O presente projeto de pesquisa serd submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (CEP/FO-
UFPel/RS).

Tipo de estudo

Estudo retrospectivo de casos de carcinoma espinocelular (CEC) de labio
inferior dos arquivos do Centro de Diagnostico das Doencas da Boca da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (CDDB/FO-UFPel/RS). A amostra
serd de conveniéncia, conforme trabalhos semelhantes encontrados na literatura
(FREITAS et al., 2011; MARANGON JUNIOR et al., 2014; SOUZA et al., 2010).

Estima-se selecionar 60 individuos com CEC de labio inferior.

Amostras

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir das fichas de bidpsia
que acompanhavam os espécimes. Os critérios de inclusdo e exclusdo foram os
seguintes:

Critérios _de inclusdo: material proveniente do tratamento cirargico (bidpsia

excisional) de CEC de labio inferior que tenha sido encaminhado ao CDDB/FO-

UFPel/RS para andlise histopatoldgica.

Critérios de exclusao: material anatomo-patolégico proveniente de lesdes de

CEC em labio superior e amostras que apresentem material insuficiente ou com

sinais de ma fixacéo.
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Andlise histoldgica

Os materiais provenientes do tratamento cirdrgico dos tumores e as respectivas
laminas histolégicas coradas em hematoxilina & eosina (H&E) seréo avaliados por um
patologista oral experiente e um aluno de mestrado em Diagndstico Bucal
devidamente treinado para tal andlise. Teste estatistico kappa sera realizado para
observar a concordancia intra e inter-avaliadores. A analise sera realizada na regiao

do fronte invasivo tumoral (FIT) e quanto a presenca de budding tumoral (BT).

Avaliacdo do BT: Com o auxilio de imunoistoquimica para 0s anticorpos

AE1/AE3, visando mais facil observacdo das células tumorais ao microscopio
optico, a presenca do BT sera avaliada buscando-se primeiramente a regido
com maior numero de buds em um aumento de 100X. Considera-se BT
presente quando, em campo observado com lente objetiva de 20X, houver
células isoladas ou pequenos agrupamentos de até quatro células, totalizando
no minimo cinco buds (MARANGON JUNIOR et al., 2014).

Técnica imunoistoquimica

Novas laminas serdo confeccionadas para observar a marcacao das células-
alvo da pesquisa (neutrdfilos, linfécitos) e pesquisa do BT. A partir dos blocos de
parafina, serdo obtidos cortes histoldgicos com 3um de espessura, que Serao
acomodados em laminas silanizadas. Estas laminas serdo submetidas a técnica
imunoistoquimica para os antigenos CD66b (neutréfilos), CD45R0O (linfécitos) e
AE1/AE3 (budding tumoral), descrita abaixo:

1. Desparafinizacdo dos cortes histoldégicos em xilol seguidos por hidratacao
em banhos decrescentes de etanol,

2. Recuperacao antigénica, conforme descrito na Tabela 1,

3. Blogueio da atividade de ligac&o a biotina endégena, segundo o protocolo e
MILLER et al. (1999);

4. Blogueio da peroxidase enddgena, solugdo de peroxido de hidrogénio 20

volumes;
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5. Incubagdo com anticorpo primario, conforme especificacbes descritas na
Tabela 1, por 60 minutos, a temperatura ambiente;

6. Incubacdo com sistema de deteccdo, conforme descrito na Tabela 1;

7. Revelagcdo da reacao utlizando-se solugdo cromogena de 3,3
diaminobenzidina-DAB (Dako Cytomation, Carpinteria, Califérnia, EUA,
codigo K3468);

8. Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer;

9. Desidratacdo em solucbes de etanol em concentracbes crescentes;

diafanizagdo em xilol e montagem com laminulas de vidro.

Tabela 1: Reagentes e procedimentos para imunoistoquimica

Anticorpo ] Recuperagéo L Sistema de
o Clone/fabricante o Diluicéo .
primario antigénica deteccéo

GF 10F5. BD TRIS-EDTA, pH
CD66b ke 9.0, banho maria 1:600 LSAB
Biosciences, EUA 96°C, 30 min
_ Acido Citrico, pH
UCHL-1, Biocare
CD45R0O 6.0, banho maria 1:100 LSAB
Medical, EUA )
95°C, 30 min
_ _ Acido Citrico, pH
Biocare Medical,
AE1/AE3 6.0, banho maria 1:100 LSAB

EUA
95°C, 30 min

Gradacdao histopatolégica dos tumores

Esta classificacdo sera realizada nas laminas histolégicas coradas em H&E,
conforme os critérios do sistema proposto por Bryne et al. (1992), detalhado no Anexo

A.

Determinagdo da contagem de neutrofilos e linfécitos e da razéo

neutroéfilos/ linfécitos

Para a contagem de neutrofilos e linfocitos, primeiramente, serdao identificadas

as seguintes regides tumorais: fronte invasivo e lamina propria do epitélio adjacente
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ao tumor. Em cada uma dessas areas serdo obtidas até 10 fotomicrografias em
aumento de 200X em camera (Zeiss AxioCam ICc 1) acoplada a microscopio (Zeiss
AX10 Scope.Al) e conectada a software de aquisicdo de imagens (Axio Vison)
(Laboratério Experimental de Patologia 1 — UFMG/MG). As imagens capturadas seréo
avaliadas no programa Image Tool, onde sera feita a contagem manual do nimero de
neutrofilos e de linfécitos, de acordo com a imunomarcacédo dessas células. Desta
forma, obter-se-a o numero de neutrdfilos e de linfocitos por campo e total da lamina,

além da razao neutréfilos/linfécitos nos tumores.

Analise estatistica

Os resultados do estudo serdo organizados em um banco de dados do
programa STATA® 11.0 (College Station, Texas, USA), para realizacdo das analises
estatisticas. Sera realizada andlise descritiva, bem como testes comparativos entre as
variaveis estudadas:

- Presenca de BT e sua gradacéo nos espécimes,

- Contagem de neutrofilos e linfocitos e a razdo neutrofilos linfécitos (RNL) no
tumor em suas diferentes regides, FIT e lamina propria do epitélio adjacente a lesao;

- Associacdo entre a presenca de BT com o grau histolégico de malignidade
(GHM) dos casos de CEC de labio inferior na regido do FIT;

- Relacao entre a presenca de BT e a contagem de neutrdfilos e linfécitos, bem

como com a RNL, nas diferentes regides avaliadas.



2.6 Orcamento*

Anticorpos
CDBBD......co o R$ 900,00
CDA5RO......coiiiiiieee et R$ 764,50
AEL/AES.......ooiiie e R$ 850,00
Y0 ] 0] o) = | T R$ 2.514,50
Kit de deteccéo Starr Trek Universal HRP...... R$ 1.006,00
TOtAl o R$ 3.520,50

*O projeto sera financiado pelo Auxilio Casadinho/Procad, Chamada Publica
MCT/CNPg/MEC/CAPES - Agao Transversal n® 06/2011 - Casadinho/Procad,
processo no. 552662/2009-9, sob a coordenacéo da Profa. Dra. Sandra Beatriz
Chaves Tarquinio e também por meio do Programa Nacional de Cooperacao
Académica. A UFPel/lRS e a UFMG/MG sédo parceiras no Programa Casadinho-
Procad e a coorientadora desse projeto, Profa. Dra. Maria Cassia Ferreira de Aguiar,

€ membro do corpo docente da universidade mineira.
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3 Relatorio do trabalho de campo

O presente projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (CEP/FO-
UFPel/RS), obtendo aprovacdo no dia 30 de junho de 2015 sob numero 1.143.507
(Apéndice A).

A seguir serdo relatadas algumas complementacgdes e alteracdes realizadas

no projeto de pesquisa:

Em relacdo ao titulo

Foi modificado de “Avaliacdo da participacao de neutrdéfilos e linfocitos
na patogénese do carcinoma espinocelular de labio inferior: Andlise
Imunoistoquimica” para “Avaliacdo imunoistoquimica de neutréfilos e
linfécitos no fronte invasivo do carcinoma espinocelular de I4bio inferior”, uma
vez que esse atende melhor ao que foi proposto e efetivamente realizado no

trabalho.

Em relacédo a justificativa

Acreditamos que a melhor justificativa para o presente trabalho seria: “O
carcinoma espinocelular (CEC) de labio apresenta um comportamento mais
favoravel que os CECs intraorais, com bons indices de sobrevida e baixo
indice de metastases regionais e sistémicas. Apesar de algumas
caracteristicas especificas relacionadas principalmente a localizacdo da
lesdo, parecem faltar dados que expliguem adequadamente este
comportamento principalmente diante da rica rede linfatica que drena o labio
inferior e que poderia levar facilmente ao espalhamento da lesdo. Diante
disso, a avaliacdo de caracteristicas presentes nos tumores intraorais, e
relacionadas ao pior prognoéstico destas lesdes, merecem também ser

avaliadas nos CECs de labio”.



33

Em relacdo a imunoistoguimica

-Utilizou-se o anticorpo CD3 ao invés do CD45RO, devido a sua
especificidade por linfocitos T. Além disso, solugbes prontas para uso
fornecidas pelo Kit Spring (BioScience, SPB-999, Pleasanton, California,
EUA) foram utilizadas para o bloqueio da peroxidase enddgena e de proteinas
e como sistema de deteccéo;

-Optou-se por ndo mais avaliar a lamina propria do epitélio adjacente a
leséo, j& que a mesma néo se configurava em um bom controle negativo para
0 estudo, pois podia apresentar alteracbes iniciais do processo de
carcinogénese. Além disso, em muitas amostras este componente era pouco

extenso, o que dificultaria a analise.

Em relacdo a contagem de células CD66b* e CD3*

Optou-se pela analise semi-quantitativa, pois apesar de discussdes na
literatura quanto a sua utilizacdo, a mesma foi empregada em trabalhos
importantes na area, como os desenvolvidos por Caldeira, Sousa, Aguiar
(2015), Silveira et al. (2010) e Zhao et al. (2012). O estudo de Caldeira, Sousa,
Aguiar (2015) foi utilizado como referéncia para o desenvolvimento da

metodologia do presente trabalho.

E importante salientar que o presente trabalho esta apresentado de acordo com
o nivel de descricAo em artigos previsto no Manual de Normas para Teses,
Dissertacoes e Trabalhos Académicos da Universidade Federal de Pelotas (2013). O
referido  manual esta disponivel no seguinte endereco  eletrdnico:
http://sisbi.ufpel.edu.br/arquivos/PDF/Manual_Normas_UFPel_trabalhos_acad%C3
%AAmicos.pdf



4. Artigo?

Neutrophils and lymphocytes in the invasive front of lower lip squamous cell
carcinoma
Karine Duarte da Silval, Alessandro Menna Alves!, Ana Paula Neutzling Gomes?,

Maria Cassia Ferreira de Aguiar?, Sandra Beatriz Chaves Tarquinio®*

! Department of Semiology and Clinics, Dentistry School, Federal University of Pelotas, Pelotas-RS,
Brazil

2 Department of Oral Pathology, Dentistry School, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte-
MG, Brazil

*Corresponding author: Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Odontologia, Programa de
Pés-Graduacdo em Odontologia, Rua Gongalves Chaves, 457, Centro, CEP: 96015-560, Pelotas-RS,
Brasil.

E-mail addresses: sbtarquinio@gmail.com (S.B.C. Tarquinio); karineduartedasilval@gmail.com (K.D.
da Silva); menna.odonto@gmail.com (A.M. Alves); apngomes@gmail.com (A.P.N. Gomes);
cassiafaster@gmail.com (M.C.F. de Aguiar)

1 Este trabalho sera submetido para a revista Experimental and Molecular Pathology e esta formatado
conforme as normas da mesma.


mailto:sbtarquinio@gmail.com
mailto:karineduartedasilva1@gmail.com
mailto:apngomes@gmail.com

35

Abstract

Patients with lip squamous cell carcinoma (LSCC) present a more favorable
prognosis compared to those with intraoral lesion. Analysis of tumor budding (TB) and
inflammatory infiltrate in the tumoral invasive front (TIF) can be configured as additional
prognostic factors, since TB positive, high counting of neutrophils in the tumor, blood,
or both, and increased neutrophils/lymphocytes ratio (NLR) represent a worse
prognosis for patients with intraoral SCC. The aim was to evaluate the presence and
the NLR in the TIF and the association of these findings with the histological
malignancy grading (HMG) of tumors and the TB in a LSCC sample. The files from a
reference center of oral diseases were reviewed searching specimens from excisional
biopsies of lower LSCC (LLSCC) and classifying them according to a HMG system.
Immunohistochemistry was performed with CD66b and CD3 antibodies for evaluation
of neutrophils and lymphocytes, respectively. The AE1/AE3 antibody was used for the
identification of BT. CD66b* neutrophils and CD3* lymphocytes were analyzed semi-
quantitatively in the TIF. From a total of 43 cases, 36 (83.7%) represented well
differentiated tumors and 32 (74.4%) showed none TB. There were low neutrophils
and high lymphocytes infiltrations (indexes 0.8 and 2.0, respectively) in the TIF, leading
to a low NLR in the same region. Therefore, the low NLR in the TIF, the few BT positive
cases and the high differentiation grading of tumors may be associated with better
prognosis in LLSCC.

Keywords: squamous cell carcinoma; neutrophils; lymphocytes; inflammation;

prognosis; tumor budding
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Introduction

Lip cancer, especially in lower lip, is represented mostly by squamous cell
carcinoma (SCC) (Silveira et al., 2010; Zini, Czerninski, Sgan-Cohen, 2010). It has
remarkable prevalence in parts of Australia, Europe, USA and Brazil, mainly among
fair-skinned people who work in outdoor places and are chronically exposed to the sun
(Abreu et al., 2009; Dominguez-Gordillo et al., 2015; Koutros et al., 2010; Osterne et
al. 2011).

Patients with lip squamous cell carcinoma (LSCC) have 5-years disease-free
survival rates that can reach 100% for initial cases, therefore more favorable than for
intraoral cases (Bhandari et al., 2014; Xie et al., 2015). The labial site for SCC provides
frequently early diagnosis of the lesions and facilitates broad surgical treatment, being
associated with better prognosis (Rena et al., 2014; Sena et al., 2010). These features
however, are not enough to explain the low rates of metastasis although the rich
vascularization of the lower lip (Dominguez-Gordillo et al., 2015; Sollamo et al., 2015).
Studies to unravel this intriguing behavior are desirable.

Some histomorphologic features are useful in predicting the prognosis of
carcinomas. Tumor budding (TB) are clusters (buds) of malignant cells localized not
only in the tumoral invasive front (TIF), most invasive neoplasm area, but also in
intratumor areas or scattered distributed by the surrounding tissues. TB has been
associated to an increased potential for tumor spreading and metastasis (Marangon
Junior et al., 2014; Wang et al., 2011).

Further, the histological malignancy grading (HMG) restricted to the invasive
front, proposed by Bryne et al. (1992) can be used to classified the patients into a
good, moderate or poor prognosis. In this grading system, a greater intensity of
inflammatory infiltrate is considered beneficial to the patient and associated with a low
grade of malignancy. However, more recent studies have showed that the
inflammatory infiltrate may have antitumor and pro-tumor roles, in opposition to the
classical view which assume that the inflammatory cells participate only in the host

defense against cancer (Galdiero et al., 2013; Houghton, 2010; Souto, 2011).
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Among the components of the inflammatory infiltrate in relation to malignant
human neoplasms, neutrophils should be further investigated (Donskov, 2013). TANs
(tumor-associated neutrophils) may be involved in the initiation, angiogenesis,
invasion, progression and cancer dissemination (Donskov, 2013; Fridlender et al.,
2009). Its function is modulated by a number of chemokines and cytokines produced
by tumor cells (Houghton, 2010; Tecchio et al., 2013).

Moreover, the immunosuppression related to the degranulation and release of
Arginase-1 by neutrophils, a T cell function inhibitor, has been reported for TANs
(Dumitri et al., 2013; Tecchio et al., 2013). These cells may influence the recruitment
and function of CD8* and CD4* T lymphocytes and the function of neutrophils can be
modulated by T lymphocytes, revealing the interaction that can occur between these
cells in the tumor microenvironment (Carus et al., 2013; Millrud et al., 2012; Trellakis
et al., 2011).

Studies in many types of cancers, including oral cancer, showed that
unfavorable clinical outcomes, unsatisfactory results in the treatment and poor survival
were associated with the high neutrophils/lymphocytes ratio (NLR), considering blood,
tumor or both (He et al., 2012; llie et al., 2012; Perisanidis et al., 2013). These findings
have revealed the involvement of these inflammatory cells in the oral carcinogenesis,
stimulating researches in this field.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the presence of these cells and
the NLR, as well as its association with the HMG and TB in a LSCC sample.

Materials and Methods
Samples

This study was approved by the Research Ethics Committee of Dentistry School
of Federal University of Pelotas (protocol #1143507). Specimens were recovered from
the files of Diagnosis Center of Oral Diseases of the Federal University of Pelotas, and
constitute convenience samples (Freitas et al., 2011; Marangon Junior et al., 2014;
Souza et al., 2010). Only lower LSCCs (LLSCCs) excisional biopsies specimens were
included in this study. Individuals reporting use immunosuppressive medications were
excluded. Clinical data of patients were obtained from the biopsy records

accompanying the specimens.
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Histopathological grading of LSCC samples

The histopathological grading was performed on slides stained with
haematoxylin and eosin (H&E) by an experienced oral pathologist (M.C.F.A) and a
master's student in Oral Pathology (K.D.S), properly trained for such analysis, in a two
headed optical microscope (Zeiss Axiostar Plus, Ser. 3109007734, Oberkochen,
Deutschland). When they disagree, the cases were discussed until obtaining a
consensus. The criteria used were those proposed by Bryne et al. (1992). At this point
in the study, the evaluators were blinded in respect to the clinical characteristics of the

lesions.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical technique was carried out for the identification of
neutrophils, lymphocytes and cytokeratin, using the antibodies CD66b (1:600, clone
GF10F5; BD Biosciences, San Diego, California, USA, code 555723), CD3 (1:200,
clone F7.2.38; Dako Cytomation, Glostrup, Denmark, code M7254) and the
pancytokeratin (1:100, clone AE1/AE1l, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark, code
M3515), respectively. Sections were deparaffinised in xylol and hydrated in an ethanol
solution. For the first two, antigen retrieval was performed with a TRIS-EDTA solution
(pH 9.0) in a 96 °C water bath for 20 min. For AE1/AE3, the antigen retrieval was
conducted using citric acid solution (pH 6.0) in a 96 °C water bath for 30 min. The
hydrogen peroxide blocking, protein blocking, and detection steps were performed with
ready-to-use solutions provided in the kit (Spring BioScience, SPB-999, Pleasanton,
California, USA). The reaction was revealed with 3,3'-diaminobenzidine (Spring
BioScience, code DAB-999, Pleasanton, California, USA), and Harris’s haematoxylin
was used for the counterstaining. Appropriate positive controls were included.

Evaluation of immunohistochemistry

One observer (K.D.S) evaluated all cases using an eyepiece grid coupled to an
optical microscope (Zeiss Axiostar, Ser. 48824, Oberkochen, Deutschland).
Intravascular neutrophils and lymphocytes were not counted. Necrotic areas or
artifacts were ignored. Semi-quantitative analysis was performed based on Caldeira et
al. (2015). Infiltrate were counted in five consecutive non-overlapping high-power fields

(400x magnification) in the TIF and positivity was graded as 0 (no staining in relation
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to total infiltrate), 1 (1-25% of positive cells), 2 (>25-50%), and 3 (>50%). The mean
value of the scores from the five fields was set as the CD66b and CD3 index of staining
for each case. The CD66b/CD3 ratio (NLR) was obtained. Concordance with an oral
pathologist (P.C.C) was done for a representative sample (ten cases), with Intraclass
Correlation Coefficient value of 0,867 for neutrophils and 0,899 for lymphocytes.

The analysis of TB and Bryne’s gradation were performed by the same two
evaluators (M.C.F.A and K.D.S) in the same microscope. For TB, first, the hot spot
area of the slide that contained the largest number of buds was identified (100x
magnification). TB was considered present when there were isolated cells or small
clusters of up to four cells totaling at least five buds in a field (200x magnification)
(Marangon Junior et al., 2014; Wang et al., 2011).

Statistical analysis

Statistical tests were performed using SPSS® version 22.0 for Windows. Firstly,
the Shapiro—Wilk normality test was applied. The absolute and relative frequencies
were estimated with descriptive analysis. Comparisons of Bryne’s parameters and
tumor size with TB (absence vs. presence) were performed with the Pearson x? test.
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare CD66b* and CD3*
indexes and the CD66b/CD3 ratio with groups of TB and parameters status (Bryne et
al., 1992). For all the tests, a p value of less than 0.05 was considered statistically

significant.

Results

The clinical and pathological features of 43 patients can be observed in the
Table 1.

In relation to clinical stage, only the tumor size could be recovered, since in most
cases there was no information regarding the parameters N (lymph node metastasis)
and M (distant metastasis) in the files.

The immunohistochemical analysis of CD66 and CD3 was restricted to the TIF,
however, when the entire neoplasm was viewed, the region which exhibited greater
infiltration of inflammatory cells (hot spot) was coincident with the TIF.

This analyses showed that neutrophils represented 0-25% of total inflammatory
infiltrate in most cases 34 (79.08%), while in 28 cases (65.12%) lymphocytes showed
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immunostaining higher percentages, considering the whole inflammatory infiltrate,
such as 25 up to 50% and higher than 50%. Regarding the means indexes of those
cells, the neutrophils presented median index of 0.80 (min 0.0; max 2.40) and
lymphocytes 2.0 (min 0.0; max 3.0). Immunostaining of these cells can be seen in
Figures 1 and 2.

With respect to the NLR, it was observed that in 38 cases (88.36%) the
percentage of CD66b* neutrophils was lower than that of CD3* lymphocytes, therefore
the median index for this parameter was 0.4 (min 0.0; max 2.40).

TB was present in 11 (25.6%) and absent in 32 (74.4%) cases. There was no
statistically significant association between this variable and the CD66b* neutrophils
and CD3* lymphocytes cells counting. NLR was not associated with the TB (p=0.05).
Moreover, there was a statistically significant association between pattern of invasion
and presence of TB, when assessed individually the features of the system proposed
by Bryne et al. (1992) (p = 0.025).

Respecting to the HMG of the tumors according to Bryne’s system, the majority
of the cases were well-differentiated tumors (Table 2).

Table 3 shows how the Bryne’s system parameters are related to the median
indexes of CD66b* and CD3* cells. There was no association between the positivity of
CD66b and CD3 cells and the total malignancy score (p=0.05). However, there was a
statistically significant association between lymphoplasmocytic inflammatory infiltrate
and CD3" cell counting (p=0.027).

Discussion

The low NLR, the few TB positive cases and the high differentiation grading
observed in the majority of LLSCCs samples in our study seem to agree with the better
behavior of LSCCS when compared with the intraoral tumors.

Many studies showed the association of a high NLR with features of
aggressiveness in different cancers. Millrud et al. (2012) and Trellakis et al. (2011)
found higher blood leucocytes and neutrophil counts, as well as higher NLR, when they
compared head and neck SCC patients with the control group. Trellakis et al. (2011)

showed that those increased levels (mainly CD66b* neutrophils) were associated to
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the bigger sized tumors (especially T4 lesions), which had also lymph node
involvement.

The LSCCs generally are diagnosed when they have small sizes (Bhandari et
al., 2014; Renaet al., 2014). In the present study 30 samples (69.8%) were T1 LLSCCs
and 34 (79.1%) had no significant percentages of polymorphonuclear neutrophil cells,
averaging between 0-25% of the total inflammatory infiltrate.

In accordance with Carus et al. (2013), we believe that more studies are
necessary to evaluate the neutrophilic activity in the peritumoral areas, since these
regions are the most invasive part of the neoplasms and could demonstrate different
immunoprofiles, comparing with the central portion of the tumors (Bryne et al., 1989;
Bryne et al.,, 1992). The semi-quantitative method used in this study, even though
being a target of controversial opinions about its utilization (Leong et al., 2010), has
been used in important researches in this field (Caldeira et al., 2015; Silveira et al.,
2010; Zhao et al., 2012).

Carus et al. (2013) identified high CD66b™* peritumoral neutrophil counting when
evaluated 101 individuals with focal uterine cervix cancer. Besides the low CD8*
peritumoral lymphocytes and lymph node metastasis, CD66b* counting was an
independent prognostic factor for the short survival rates. Moreover, these authors
found that the lower NLR ratio improved the 5-years disease-free survival rate.
However, they emphasized the necessity of further studies in more representative and
independent populations.

One of the probable mechanisms of pro-tumoral function of the neutrophils was
studied by Glogauer et al. (2015), analyzing cell lines of neutrophils and two OSCC
tumors in invasion assays. They concluded that neutrophils could increase the ability
of the tumor cells in promoting invasion and that it was dependent of the
neutrophil/tumoral cell ratio, being more effective in the proportion of 4:1. This effect,
according to the authors, does not need the cell-cell contact and could occur in the
absence of other stimuli. These findings could explain in part the less aggressive profile
of the LLSCC samples in the present study.

It is known that some cells like the TANs can have a double phenotype in
tumors, demonstrating anti and pro-tumoral activities (Fridlender et al., 2009;
Houghton, 2010). Although this evaluation was not performed in the present study, we

believe that the neutrophylic inflammatory infiltrate in our LLSCC samples could
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present a beneficial profile, in accordance with the better prognosis for tumors in the
lower lip site (Bhandari et al., 2014; Silveira et al., 2010), like it is showed in our study.

Silveira et al. (2010) confirmed the favorable profile of the LSCCs, in regarding
to the prognosis, analyzing the inflammatory infiltrate role in these tumors. They found
higher CD8* and CD25" cells counting in LSCCs, comparing with lesions located in
tongue. In the present study, it was observed high CD3* lymphocyte counts, which we
attributed to their protective effect in the tumors, corroborating the Bryne’ hypothesis
for the role of the lymphocytic infiltrate. In the same manner, the NLR was not
increased, which is probable a good point for our LLSCC cases, in terms of prognosis.

CD3* cell counting had statistically significant association with the inflammatory
infiltrate of lymphocytes and plasma cells parameter of Bryne’s system. It is important
to highlight that in our study the plasma cells were identified only by their morphological
features in H&E staining, and we did not count these cells. However, we could realize
their abundance in some cases. We speculate that the marked infiltration of these two
mononuclear cells may contribute for a more favorable prognosis in our sample, like is
for OSCC according to Bryne et al. (1992).

The presence of TB is associated with poor prognosis in several types of
cancers (Almangush et al., 2015; Mitrovic et al. 2012; Wang et al., 2011). To the best
of our knowledge, it is the first study that analyses the TB in LSCC, demonstrating the
low expression of this feature in the sample.

According to Mitrovic et al. (2012) TB evaluation is sometimes difficult, when
using routine staining, since some stromal cells like fibroblasts can be misunderstood
with them. Therefore, immunohistochemistry technique for cytokeratin collaborates in
this analysis (Marangon Junior et al., 2014; Mitrovic et al., 2012).

Wang et al. (2011) revealed positive association between the presence of TB
and the parameters of tumor size, clinical staging, histological differentiation grade,
lymph node metastasis and low survival rates in tongue OSCC. The present work did
not evaluate all of these parameters, but it was found statistically significant association
between the invasion pattern (Bryne et al., 1992) and the presence/absence of TB
(p=0,025). This fact suggests that morphological analysis of the invasion pattern of the
tumor per si could be sufficient and sensible to assist in the evaluation of the prognosis,
suppressing the TB identification, especially in the analysis of small samples, when the

TB could not be identified; however other studies are need to confirm our observation.
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It is fundamental to highlight, as affirmed by Bryne et al. (1998), that the LSCC
samples from excisional biopsies are a good material for the histological grading, since
they provide a greater area for analysis. Moreover, we decided to use the method
proposed by Bryne et al. (1992), once we agree that the relationship between host and
tumor is important (Bryne et al., 1989; Bryne et al., 1992).

In relation to the HMG for the studied LLSCC tumors, our findings are in
accordance with the literature, showing a less aggressive behavior (Sena et al., 2010;
Silveira et al., 2010). Silveira et al. (2010) found that 65% of the cases were classified
as low malignant ones, even using the criteria determined by Bryne et al. (1992).

Further, our results may explain in part the low rates of local and systemic
metastasis in LSCC observed in the literature, despite the rich local vascularity
(Dominguez-Gordillo et al., 2015; Sollamo et al., 2015), whereas the absence of TB
and the low infiltration of neutrophils in the TIF can disadvantage the process of
metastasis. However, more studies are needed in this field, since we did not evaluate
the occurrence of metastasis.

In addition, the classic pattern of occurrence for LLSCC was confirmed in our
samples, with higher prevalence in males, individuals aged over 40 years-old, white-
skinned and predominance in workers exposed chronically to the sunlight (Abreu,
Kruger, Tenant, 2009; Dominguez-Gordillo et al., 2015; Osterne et al., 2011).

Considering that the study is a retrospective analysis, loss of information such
as those related to size of the lesions, clinical aspects and evolution time in some
cases are expected. However, in accordance with our aims, these facts definitely did
not affect the final results.

Even though 90% of the oral cancers are OSCC tumors with morphological
similarities, the biological behavior of these neoplasms can vary considerably (Silveira
et al., 2010). Thus, the fact of our sample is from a diagnosis center, not a therapeutic
center for OSCC, can explain the low prevalence of more aggressive cases. In this
way, probably studies including OSCC with these characteristics are needed to be
confirmed the present results.

Therefore, studies about the role of the immune system in OSCC are very
important in order to better understand the mechanisms involved in the behavior of this
disease, and contributes in the development of new therapies or to optimize the

existent treatments (Silveira et al., 2010). In this context, the use of an old and simple
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tool such as immunohistochemistry can be relevant in the prognosis evaluation of

OSCC lesions, like in the present analysis of LLSCCs.

Conclusions

The favorable prognosis of LLSCC cases can be partly explained by the low
CD66b™* neutrophils/CD3* lymphocytes ratio in the TIF, the few BT positive cases and
the high differentiation grading of tumors. However, more studies including specific
LLSCC with high HMG or aggressive behavior are further desirable.



Table 1. Descriptive analysis of the clinical and pathological
characteristics of the sample (n=43).

Characteristics n (%) Characteristics n (%)
Sex Size*

Female 11 (25.6) T2 (up to 2cm) 30 (69.8)
Male 32 (74.4) T2 (>2-4) 6 (14)
Agel T3 (>4cm) 2 (4.7)
<40 years 2(4.7) Clinical aspect®

40-60 years 16 (37.2) Erythroplakia 2(4.7)
>60 years 23 (563.5) Ulcer 33 (76.7)
Skin color?” Associated aspects™ 4 (9.3)
White 40 (93) Evolution time®

Non-white 0 (0) 0-6 months 13 (30.2)
Occupation?® 6-12 months 6 (14)
Indoor 7(16.3) >12 months 11 (25.6)
Outdoor 24 (55.8)

Retired 8 (18.6)

-6Not recovered, respectively, 2 (4.7%), 3 (7%), 4 (9.3%),
5 (11.6%), 4 (9.3%) and 13 (30.2%) cases.

*Professional’s perception.

**Erythroplakia+ulcer; ulcer+leukoplakia.
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Table 2. Descriptive analysis of the histological
classification (Byrne et al., 1992) applied to the
sample (n = 43).

Parameters n (%)
Total malignancy score?!

Good prognosis 36 (8.,7)
Moderate prognosis 7 (16.3)
Degree of keratinization

1 20 (46.5)
2 18 (41.9)
3 3(7)

4 2(4.7)
Nuclear pleomorphism?

1 24 (55.8)
2 18 (41.9)
3 1(2.3)
Pattern of invasion?

1 12 (27.9)
2 21 (48.8)
3 10 (23.3)
Inflammatory cell infiltration?

1 26 (60.5)
2 16 (37.2)
3 1(2.3)

1There were no cases with poor prognosis.
2The degree 4 did not occur for these features.
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Table 3. Relationship between histological parameters (Byrne et al., 1992) of the LLSSC

cases and the CD66b* and CD3* cells count in the TIF (Kruskal-Wallis test).

CD66b* CD3*

Median p value Median p value
Degree of keratinization 0,619 0,743
1 0.9 (0.0-2.4) 2.0 (0.0-3.0)
2 0.9 (0.0-2.0) 1.9 (0.0-3.0)
3 0.4 (0.0-1.0) 1.0 (1.0-2.8)
4 1.1 (0.6-1.6) 2.5(2.2-2.8)
Nuclear pleomorphism 0,501 0,349
1 1(0.0-2.0) 2.0 (0.0-3.0)
2 0.8 (0.0-2.4) 1.9 (0.0-2.8)
3 0.4* 1.0
Pattern of invasion 0,504 0,81
1 0.9 (0.0-1.6) 2.0 (0.2-3.0)
2 1.0 (0.0-2.0) 2.0 (0.0-3.0)
3 0.6 (0.0-2.4) 1.8 (0.8-2.8)
Inflammatory cell infiltration 0,318 0,027"
1 0.8 (0.0-2.4) 1.4 (0.0-3.0)
2 1.0 (0.0-2.0) 2.4 (1.0-3.0)
3 0.0* 2.8*

*There was only one case.
**Statistically significant.
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Figure 1. CD66b" cells in the TIF. Cytoplasmic labeling (400x magnification).

Figure 2. CD3* cells in the TIF. Membranous labeling (400x magnification).
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5 Considerac0es finais

O prognostico favoravel observado nos casos de carcinoma espinocelular
(CEC) de labio inferior, com baixa razdo neutrdfilos linfécitos no fronte invasivo
tumoral, poucos casos exibindo budding tumoral positivo e alta diferenciacao tumoral
corroboram com o comportamento diferenciado das lesdes nesse sitio em
comparacao ao CEC intraoral.

Nesse contexto, a andlise imunoistoquimica mostrou-se uma ferramenta
interessante, trazendo resultados importantes e revelando potencial para novas
investigacoes.

Assim sendo, pesquisas em torno da participacao de células inflamatdrias na
carcinogénese, em especial de labio inferior, sdo relevantes e promissoras, visto que

existem lacunas no conhecimento relacionado a esse assunto.
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Anexo A - Sistema de gradacgdo histolégica de carcinoma espinocelular de boca

(Bryne et al., 1992)

Parametro
Morfoldgico/Gradacgéo Valor 1 Valor 2 Valor 3 Valor 4
Altan_]e_nte Moderadamente Queratinizacdo Queratinizagcdo
queratinizado L g
o (acima de gueratinizado minima (entre  ausente (entre
Grau de queratinizacéo 500 das (entre 20 e 50% 5e 20% das 0 e 5% das
P das células) células) células)
células)
(Ziic:#gr:joe Moderado '(Aet:j[':]edggtg Extremo (entre
o (entre 50 e 75% 0 e 25% de
. 75% de P 50% de .
Pleomorfismo nuclear . de células 8 células
células células
maduras) maduras)
maduras) maduras)
Expansivo, Corddes ou Células
bordas Infiltrativo, individuais ou
; . pequenos
tumorais feixes, bandas pequenos
~ . ~ ~ grupos com
Padréo de invasao amplas e ou corddes ) grupos com
. mais de 15
bem solidos ) menos de 15
o células .
delimitadas células
Infiltrado inflamat6rio Intenso Moderado Leve Ausente

Escore total de malignidade:
Progndstico bom: somatério dos quatro parametros com valor entre 4 e 8.
Progndstico moderado: valor entre 9 e 12.
Progndstico ruim: entre 13 e 16.



