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Dominguette AAS. Invaséao perineural e correlagdo com sobrevida em
carcinomas espinocelulares orais [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

O progndstico de pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) oral é afetado
por muitos fatores, sendo critico na decisdo de quais tratamentos serao
instituidos. Dentre esses fatores destacam-se o estadiamento clinico e
histopatoldgico, o tipo histolégico, e a presenga de invasdo perineural (PNI),
embora seja controversa. O objetivo dessa pesquisa foi verificar a correlagéo
entre PNI e dados clinico-patologicos de pacientes diagnosticados com CEC oral
tratados no Hospital Bom Pastor (Varginha-MG [2004 a 2014]). PNI foi avaliada
a partir de laudos histopatologicos e por meio de analise histopatologica
revisional utilizando-se a coloragao de hematoxilina e eosina (H&E) e o anticorpo
contra S100. Com os dados coletados e as novas analises realizadas, foi
efetuado teste de Qui-quadrado (analise univariada) e regresséo logistica
(analise multivariada). A taxa de sobrevida e o teste log-rank foram calculados
pelo método de Kaplan-Meier. Os dados iniciais foram obtidos de 310 pacientes,
havendo forte predominio masculino (78,7%) e idade média de 60,1 anos. A
lingua foi a regido mais prevalente (40,3%). Os tumores moderadamente
diferenciados somaram 52,2%. Os estadios IV (54.5%) e Il (21,6%)
predominaram. A radioterapia associada a quimioterapia foi o tratamento
predominante (33,5%). Pacientes com menores taxas de sobrevida
apresentaram maiores percentuais de PNI, cerca de 11,4%. Obtivemos 39 pegas
em parafina que foram cortadas e coradas em H&E e realizadas as imuno-
histoquimicas para S100 e Ki67. Nesta nova analise, sete casos foram positivos
para PNI utilizando a coloragdo de H&E (17,9%), aumentando para 20 (51,2%)
casos com ajuda de imuno-histoquimica pra S100 (p=0,004). O PNI-S100
intraneural foi o tipo mais prevalente (n = 9), seguida do envolvimento total do
nervo (n=8). Todos os pacientes com idade inferior a 50 anos foram PNI-S100
positivos. Pacientes fumantes+etilistas representaram 80,0% de todos os casos
PNI-S100 positivos. Os tumores NO e MO representaram a maioria dos casos
positivos para PNI-S100. Todos os casos PNI-S100 positivos com recorréncia
locorregional apresentaram invasdo intraneural (p=0,001). Pacientes
fumantes+etilistas tem 2 vezes mais chances de apresentar PNI-S100. Portanto,
pudemos concluir que o uso da imuno-histoquimica para S100 melhora a
acuracia diagnostica de PNI, reduzindo os erros alfa e beta. PNI-S100 intraneural
é preditiva de recidiva locorregional no CEC oral.

Palavras chave: Carcinoma de Células Escamosas. Imuno-Histoquimica.
Proteinas S100. Analise de Sobrevida.



Dominguette AAS. Perineural invasion and correlation with survival in oral
squamous cell carcinoma [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
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ABSTRACT

The prognosis of patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC) is affected
by many factors, all of which are critical in deciding which treatments to apply.
Among these factors, those that stand out are the clinical and histopathological
staging, the histological type, and the presence of perineural invasion (PNI),
though this is controversial. The objective of this research was to verify the
correlation between PNI and clinicopathological data of patients diagnosed with
OSCC treated at Bom Pastor Hospital (Varginha-MG [2004 to 2014]). PNI was
evaluated by histopathological reports and through revised histopathological
analysis using hematoxylin and eosin (H&E) staining and the antibody against
S100. After collecting the data and performing the new analyzes, we performed
the Chi-square test (univariate analysis) and logistic regression (multivariate
analysis). Survival rate and log-rank test were calculated using the Kaplan-Meier
method. Initial data were obtained from 310 patients, who were predominantly
male (78.7%) with a mean age of 60.1 years. The tongue was found to be the
most prevalent region (40.3%), and moderately differentiated tumors accounted
for 52.2%. Stages IV (54.5%) and Ill (21.6%) predominated. Radiotherapy
associated with chemotherapy was the most common treatment (33.5%).
Patients with lower survival rates had higher percentages of PNI, around 11.4%.
We obtained 39 samples in paraffin that were cut and stained in H&E, and
immunohistochemistry for S100 and Ki67 was performed. In this new analysis,
seven cases were positive for PNI using H&E staining (17.9%), increasing to 20
(51.2%) cases with the use of immunohistochemistry for S100 (p=0.004).
Intraneural PNI-S100 was the most prevalent type (n=9), followed by total nerve
involvement (n=8). All patients younger than 50 years old were PNI-S100
positive. Patients who were smokers & alcoholics represented 80.0% of all PNI-
S100 positive cases. NO and MO tumors represented the majority of positive
cases for PNI-S100. All PNI-S100 positive cases with locoregional recurrence
showed intraneural invasion (p=0.001). Smokers & alcoholics are 2 times more
likely to present PNI-S100. Therefore, we can conclude that the use of
immunohistochemistry for S100 improves the diagnostic accuracy of PNI,
reducing alpha and beta errors. Intraneural PNI-S100 predicts locoregional
recurrence in OSCC.

Keywords: Carcinoma, Squamous Cell. Immunohistochemistry. S100
Proteins. Survival Analysis.
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1 INTRODUGAO

No ano de 2020, mais de 375.000 casos novos de céncer oral e 175.000
mortes foram registradas no mundo', dentre os quais, 95,0% eram carcinoma
espinocelular (CEC)?.

A sobrevida dos pacientes diagnosticados com CEC de cavidade oral foi
relacionada com tumor residual nas margens cirurgicas, estadiamento, TNM
(tamanho, linfonodos e metastase) e invasao vascular® e, mais recentemente, com a
presenga de invasdo perineural (PNI), que foi associada a tumores agressivos,
metastase a distancia e menores taxas de sobrevida®.

A PNI é descrita como a capacidade das células tumorais de invadir o tecido
nervoso®. O tumor apresenta essa capacidade devido a interacdes de sinalizagdo
reciprocas entre as células tumorais e componentes nervosos, particularmente as
células de Schwann, que colaboram com a migragdo do cancer pelos nervos®. Além
disso, o processo de invasao tumoral pode ocorrer ao redor ou através do tecido
nervoso’. De fato, PNI pode ser considerada quando o tumor envolve mais de 33% ou
totalmente a circunferéncia do nervo, ou ainda atinge o nervo em profundidade,
representando a invas3o intraneural®.

A prevaléncia de PNI no CEC sempre foi considerada baixa e os primeiros
relatos de PNI no CEC oral foram relatados na década de 19807°"°. Entretanto, dados
recentes demonstraram tumores com PNI com comportamento mais agressivo'''3,
além de maiores taxas de recidiva e mortalidade'#'”. Assim, PNI tem se demonstrado
como um novo parametro no tratamento dos CECs orais'® onde a correlagdo entre
PNI e estado clinico ou taxa de sobrevida dos pacientes diagnosticados com CEC oral
vem sendo, aos poucos, estabelecida®.

Desse modo, dados publicados que relatam diagndstico de PNI no CEC oral
tem suscitado menor sobrevida global e livre da doenga em 5 anos, assim como maior
taxa de recorréncia®>'®. De fato, o diagnostico de PNI parece ser um preditor
independente de sobrevida®, especialmente em CECs orais com invasdes
profundas?®®. Dados de recidiva locorregional mostraram-se significativos,
especialmente quando houve envolvimento de troncos nervosos?!, demonstrando
aumento do risco relativo de recorréncias em 1,8 vezes?2.

De outra parte, a presenga de PNI em tumores iniciais foi associada a menor

controle locorregional®®. Tumores em estadiamento | e Il com PNI podem apresentar
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menores taxas de sobrevida livre de recorréncia quando comparados a tumores em
estadios Ill e IV sem PNI'®, Sendo assim, o diagndstico de PNI pode ser fator
importante para a inclusdo de terapias adjuvantes no tratamento de CEC oral®*.
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2 PROPOSICAO

De acordo com os dados encontrados na literatura sobre a presenga de PNI
nos CECs orais, e os desfechos relacionados a esse tipo de invasédo, determinamos
0s objetivos dessa pesquisa.

2.1 Objetivo Geral

Analisar a presenca de PNI nos CECs orais e sua correlagdo com recidiva
locorregional, metastase linfonodal e sobrevida em pacientes tratados no Hospital
Bom Pastor - FHOMUYV da cidade de Varginha-MG no periodo de 2004 a 2014, setor
de tumores de cabeca e pescoco.

2.20bjetivos Especificos

a) Analisar a incidéncia de PNI nos CECs orais.

b) Analisar a acuracia diagndstica de PNI por meio de duas analises
histopatoldgicas distintas (H&E e imuno-histoquimica com anti-S100).

c) Verificar o efeito da variavel "invasdo perineural” nos desfechos de recidiva
locorregional, metastase linfonodal e sobrevida.

d) Verificar o efeito da variavel “escore para Ki67” nos desfechos de recidiva
locorregional, metastase linfonodal e sobrevida dos pacientes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O céncer no Brasil é a segunda causa mais frequente de morte, com uma
estimativa de 232.000 mortes e 450.000 novos casos diagnosticados a cada ano. Até
o ano de 2040, devido ao crescimento e envelhecimento populacional, as estimativas
apontam um aumento de 66,0% no numero de novos casos e 81,0% nas mortes por
cancer no Brasil. Esses dados podem representar aumento significativo nos valores
gastos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) com pacientes oncoldgicos, estimando-
se um gasto duas vezes maior no ano de 2040 comparado ao ano de 2018%.

Dentre os varios locais de acometimento, o cancer oral vem se destacando
pelo elevado numero de novos casos e pela alta taxa de mortalidade. Segundo a
International Agency for Research on Cancer, para o ano de 2020 estimou-se 377.713
novos casos de cancer oral em todo o mundo, incluindo 177.757 6bitos?6. No Brasil,
esse tumor aparece como o 5° mais frequente em homens (11,22/100.000)%, se
destacando com a maior taxa de incidéncia entre os paises da América do Sul
(3,6/100.000)%¢. No Brasil, a estimativa para cada ano do biénio 2018/2019 foi de
11.200 novos casos, destes 3.990 no estado de Sao Paulo e 1.440 em Minas Gerais,
incluindo 6.455 obitos no ano de 2018%’. Recentemente esse nimero se mostrou
ainda maior, com uma estimativa de 15.190 novos casos para o triénio 2020/2022,
sendo 11.180 do género masculino®.

Apesar de nado existir uma causa isolada e definida para o surgimento do
cancer oral, seu perfil epidemiolégico é bem estabelecido na literatura, sendo mais
frequente em homens, entre a quinta e sétima década de vida, tabagistas, de baixa
escolaridade e baixa renda, e acometendo principalmente a lingua?®. A maioria desses
tumores sdo diagnosticados em estagios mais avangados, como estadiamento Il ou
IV, e quase todos os casos (96,4%) s&o representados pelo CEC oral, sendo o tipo
histolégico mais frequente?®.

Recentemente o papilomavirus humano (HPV) foi associado a etiologia dos
tumores de cabeca e pescog¢o sendo incluido no estadiamento de tumores de
pescocgo. Em 2021, dados globais estimaram que 33,0% dos pacientes com CEC de
cavidade oral e orofaringe eram HPV positivos. No entanto, a prevaléncia varia
consideravelmente dependendo da regido geografica, com estimativas variando de
0% a 85%%°.
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3.1 Definicao de PNI

Os nervos periféricos tem em sua estrutura uma bainha nervosa composta por
trés camadas de tecido. O epineuro envolve 0 nervo como camada mais externa,
sendo composto de tecido conjuntivo denso, fibras colagenas e elastina. Ja o
perineuro, formado por células endoteliais, funciona como barreira permeavel e
seletiva®!. A camada mais interna chama-se endoneuro e reveste as fibras nervosas
individuais e as células de Schwann?®2. A presenca do cancer dentro de qualquer uma
das trés camadas da bainha do nervo constitui PNI33.

PNI nos tumores vem sendo discutido ha bastante tempo na literatura, e suas
definigbes s&o variadas. Segundo Panizza®*, “PNI clinica” também conhecida como
disseminagao perineural, refere-se a invasado neural capturada por exames de
imagem. Em 1985, Batsakis’ observou o neurotropismo dos carcinomas de cabecga e
pescoco, referindo-se a afinidade que as células tumorais teriam com os nervos. PNI
foi descrita como a invasédo de células tumorais dentro, ao redor e através dos nervos,
podendo ocorrer ao longo dos planos de menor resisténcia do nervo. Fagan et al.3
propuseram relacionar PNI (analisada histologicamente em coloragédo H&E) com os
desfechos de CECs de 142 pacientes, incluindo o CEC oral. PNI foi definida como
células tumorais tocando ou invadindo um nervo. Ja Kurtz et al.3® avaliaram o aumento
na incidéncia de PNI e invasao vascular nos CECs orais com o uso de laminas coradas
imunohistoquimicamente com anti-S100 e anti-CD34, e definiram PNI como o
envolvimento tumoral do espago perineural com envolvimento completo ou parcial do
nervo.

Em um estudo de revisdo sobre PNI, Liebig et al.3” discutiram definigbes de
PNI, incluindo a forma de contato tumor-nervo. Segundo os autores, o achado de
células tumorais em contato com o nervo nao caracterizaria PNI, podendo ser apenas
um foco tumoral na estrutura nervosa. Levando em conta essa observacado, Nagakawa
et al.® propuseram que pelo menos 33% da circunferéncia do nervo deveria estar
circundada por células malignas para ser definida como PNI, e que qualquer valor
menor a 33% representaria um foco e nao invas3do. Liebig et al.3” sedimentaram as
informacdes descritas anteriormente, e propuseram a definicdo de PNI como tumor
envolvendo pelo menos 33% de sua circunferéncia, ou células tumorais dentro de

qualguer uma das 3 camadas da bainha do nervo.
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Aivazian et al.%® analisaram a presenga de PNI em 318 CECs orais, incluindo
o tamanho e o numero de nervos acometidos, assim como a distancia entre nervo e
tumor. PNI foi identificada quando as células tumorais eram observadas dentro de
qualguer uma das trés camadas da bainha do nervo e/ou nas proximidades do nervo,
circundando um tergo ou mais de sua circunferéncia. No estudo de Caponio et al.*
PNI foi definida de forma intratumoral, peritumoral ou ainda presente nos dois
espagos.

Essas definigdes sdo consideradas muito amplas e/ou subjetivas para futuras
correlagdes com PNI, e pesquisas recentes tem sugerido definigbes mais especificas.
Em 2015, Amit et al.*' estudaram a incidéncia, o padrdo de disseminacdo e a
correlagao prognostica de PNI em pacientes com carcinoma adendide cistico. Para a
definicdo de PNI, os autores diferenciaram dois estagios principais de invaséo
nervosa: a) invasao perineural - definida como células tumorais encontradas no
espaco perineural; b) invasao intraneural - infiltragcdo de células cancerigenas no
endoneuro. Ja em 2018, Schmitd et al.® publicaram um estudo redefinindo PNI. Casos
de CEC oral foram avaliados histologicamente por meio de imunocoloragao para S100
e citoqueratina, e PNI foi correlacionada com todas as outras variaveis clinico-
patologicas, inclusive sobrevida. PNI entédo foi definida como a invasdo de células
tumorais em mais de 33% da circunferéncia do nervo, totalmente ao redor do nervo,
ou de forma intraneural. Além disso, classificaram PNI como unifocal (apenas um
nervo acometido) ou multifocal (dois ou mais nervos afetados).

De fato, ainda ndo existe uma definigdo clara e objetiva de PNI, inclusive a
interpretag@o microscopica de PNI ¢ discordante mesmo entre os patologistas*?, e um
diagnostico mais objetivo e amplamente aceitavel de PNI poderia direcionar
tratamentos mais resolutivos para o CEC oral®, melhorando as taxas de sobrevida

dessa doenca.

3.2Patogénese de PNI

E evidente que o processo de patogénese de PNI deve ser claro para os
pesquisadores, inclusive para uma definicdo mais precisa e detalhada de PNI. Por
muito tempo PNI foi considerada uma extensdo das metastases linfaticas, devido a
presenca de canais linfaticos no interior da camada espinhal. No entanto, a

observagao de que os canais linfaticos nao penetram na camada do epineuro excluiu
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essa hipotese® 43, Também foi relatado que os nervos apresentariam baixa
resisténcia a invasao, permitindo células tumorais se espalharem ao longo das
bainhas neurais. Uma vez dentro da bainha do nervo, essas células poderiam estar
em um ambiente que facilitasse a disseminagdo’. Entretanto, as varias camadas de
colageno e membrana basal que compdem a bainha dos nervos os tornam resistentes,
dificultando o acesso pelas células tumorais®’, o que contrapde a afirmacdo de
Batsakis’.

Sabe-se que o microambiente nervoso é rico em células de suporte, com
importante fungdo na manutencdo e apoio das células neuronais. A interagdo das
células tumorais com estas células de suporte pode promover a invasdo e
disseminagao tumoral ao longo dos nervos®.

Estudo em cancer pancreatico publicado por Cavel et al.** demonstrou que
macréfagos endoneurais estimulados pelo fator estimulante de colénia 1 (CSF-1),
produzem fatores neurotroficos derivados da glia (GDNF) que podem promover PNI.
CSF-1 é um fator de crescimento que regula a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciagdo de células tumorais®.

As células de Schwann, importantes na regeneragado nervosa e degeneragao
Walleriana*®, também foram associadas no processo de PNI. Demir et al.#” avaliaram
células de Schwann em tumores de pancreas e célon. Segundo os autores, essas
células proliferam e migram dos nervos lesados em direcdo as células tumorais
malignas, o que nao foi observado em tumores benignos.

Além disso, Ayala et al.*® trabalharam com cocultura de células de ganglios
da raiz dorsal (DRG) de ratos e células de céncer de prostata em uma matriz de
Matrigel. Foi observado migragao reciproca. As células tumorais migraram na diregao
dos ganglios, assim como o crescimento de neurites em diregao a colénias de células
cancerigenas.

Fato também observado com o receptor de galanina 2 (GalR2). O
neuropeptideo galanina (GAL), expresso por nervos periféricos apos algum dano*®,
possui trés receptores principais, e 0 GalR2 é conhecido por ter efeitos proliferativos
no CEC®° e tem sido correlacionado com PNI. Scanlon et al.>! realizaram estudo sobre
o impacto do GalR2 em PNI, no qual células de CEC oral cultivadas com alta
expressao de GalR2 foram injetadas em ratos, e os tumores gerados foram analisados
imunohistoquimicamente com anti-S100 e citoqueratina. Além disso, desenvolveram

um modelo in vivo de PNI demonstrando a neuritogénese tumoral, onde células de
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DRG de ratos foram enxertados em membrana corioalantéica (CAM) de embrides de
galinha juntamente com células de CEC de cabega e pescoco. A partir desse modelo,
puderam observar que a expressao do GalR2 aumenta significativamente o processo
de neuritogénese, e que a invasdo de células tumorais em direcdo ao nervo e o
comprimento das neurites foram maiores em tumores com expressao elevada do
GalR2. Esses resultados confirmam a interagcédo entre o cancer e 0os nervos por meio
do neuropeptideo GAL, fornecendo um potencial alvo de tratamento.

Além disso, fatores neurotréficos representados por proteinas que regulam o
crescimento e o desenvolvimento dos axdnios, assim como a manutencido dos
neurdnios, também estdo presentes no processo de PNI®3. No estudo de Gil et al.>?
foi verificado que a invasao e migragéo do cancer pancreatico ao longo dos nervos foi
guiada por GDNF, e a redugao da expressado de GDNF reduziu a invasédo nervosa.
Além disso, GDNF também induziu maior expressao de metaloproteinases de matriz

em CECs orais, promovendo um fenétipo de cancer mais invasivo®.

3.3Incidéncia de PNI no CEC Oral

A literatura vem demonstrando diferentes incidéncias de PNI no CEC de
cabeca e pescogo, com valores entre 4,1% a 82,0%. Esses valores podem sofrer
influéncia de diversos fatores, como a localizacdo e tamanho do tumor, o
comportamento clinico, o modo de analise de PNI (por revisdo de laminas ou registros
de laudos histopatologicos), e ainda o uso de marcagdes auxiliares diagndsticas
(imuno-histoquimica)*2.

Outro ponto a ser discutido é a localizagdo do tumor com PNI. De fato, alguns
trabalhos correlacionaram PNI com tumores em locais especificos. Rodolico et al.%*
realizaram um estudo com 95 CECs de labio, e PNI foi descrita apenas como ausente
ou presente, ndo especificando os parametros de definicdo de PNI. As pecas foram
analisadas em coloragdo H&E e com ajuda de imunocoloragéo para p27, € 5 (5,2%)
tumores apresentaram resultados positivos para PNI, dos quais, 4 (80,0%) pacientes
apresentavam linfonodos comprometidos. Ja Nair et al.®® analisaram a incidéncia de
PNI em uma amostra de 1.400 CECs de lingua e mucosa jugal, e desses, 309 (22,0%)
foram positivos para PNI, representados por 200 (27,0%) casos em lingua e 109
(16,5%) em mucosa jugal. Caponio et al.*° revisaram 200 laminas de CEC de lingua
em coloragdo H&E, e mostraram uma incidéncia de PNI de 40,5% (n=81), no qual 40
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(49,4%) PNIs foram observadas dentro do tumor, 19 (23,4%) proxima ao tumor, e 22
(27,1%) acometendo os dois espagos citados.

Pesquisas sem revisdo diagnostica das Iaminas, ou sem descrigdo de forma
de diagnostico de PNI também sao encontradas. Liao et al.®® realizaram um estudo de
CECs (pT1-3NO) de cavidade oral com diagnostico prévio de PNI em 14,8% dos
casos, desses, 92,6% eram do género masculino e tinham mais de 40 anos, sendo a
lingua o local mais acometido (n=41, 60,3%). Spoerl et al.??, em estudo com 493
laudos histopatolégicos de rotina, descreveram incidéncia de 9,7% (n=48) de PNI. A
maioria dos pacientes PNI positivos era género masculino (70,6%), com idade entre
50 e 69,9 anos (66,9%), etilistas (67,7%) e tabagistas (73,8%). As localizagdes
tumorais predominantes nos casos com PNI foram assoalho de boca (36,7%) e lingua
(30,0%).

Autores que determinaram a inclusao de tumores com caracteristicas clinicas
e histopatologicas especificas também foram encontrados. Huang et al.%” incluiram
apenas casos de CEC oral tratados cirurgicamente, com tamanho T1 ou T2, sem
nenhuma evidéncia de envolvimento linfonodal (NO), e com margens patoldgicas
livres. Os casos nao foram revisados histopatologicamente e a definicdo de PNI foi
por meio de laudos histolégicos. Os autores observaram uma taxa de incidéncia de
PNI de 6,08% (n=9) em 148 casos. Low et al.3 realizaram estudo com 121 pacientes
com CEC de lingua ou assoalho de boca, classificados como T1NO, e tratados
cirurgicamente. Todas as pegas cirurgicas foram revisadas, e PNI foi encontrada em
apenas 5 casos, mostrando uma incidéncia de 4,1%.

Alguns trabalhos utilizaram apenas a coloragdo em H&E para revisdo ou
analise histologica dos tumores. Brandwein-Gensler et al.*® realizaram um estudo com
290 casos de CEC oral, e desses 217 (76,0%) eram negativos para PNI. Casos
positivos para PNI somaram 72 (24,0%) pacientes, no qual a maioria das invasdes
neurais (14,0%) aconteceram em nervos menores que 1mm de diametro. No estudo
de Fagan et al.3%, PNI foi encontrada em 74 (52,1%) casos de CEC de cabeca e
pescog¢o analisados, com grande predominio do género masculino (97,3%). O CEC
oral e de orofaringe representaram os tumores com maior numero de casos PNI
positivos somando 40 (54,0%) casos. Aivazian et al.3° revisaram 318 casos de CEC e
PNI foi observada em 93 (29,0%) pacientes dos quais foram classificados como
unifocais (12,6%) e 53 como multifocais (16,7%).
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Pesquisas com metodologias que fazem uso da imuno-histoquimica no
diagnodstico de PNI vem demonstrando maiores taxas de incidéncia de PNI, muitas
vezes de forma expressiva. Shen et al.>° realizaram estudo em 166 casos de CEC de
lingua relacionando PNI a outras caracteristicas clinico-patolégicas e sobrevida.
Originalmente, 22,0% dos laudos histopatolégicos descreviam PNI, apds a reviséo
com no H&E, 39,0% foram diagnosticados com PNI e subiram para 51,0% quando a
imuno-histoquimica para S100 foi realizada. Os autores também descreveram PNI
mais prevalente em tumores T1 e T2, assim como em tumores bem diferenciados.

Kurtz et al.®® também utilizaram S100 como auxiliar diagndstico. A presenga
de PNI e invasdo vascular foi identificada em 40 casos de CEC oral. Os autores
trouxeram dados dos laudos histopatolégicos, da revisdo diagndstica de pecgas
cirurgicas em H&E e com auxilio da imuno-histoquimica para S100. Os autores
descreveram, respectivamente, incidéncia de PNI de 30,0% (n=12), 60,0% (n=25) e
82,0% (n=33). Tumores moderadamente diferenciados se mostraram com maior
numero de casos positivos pra PNI, somando 23 (69,9%). Além disso, dentre os CECs
de lingua (n=18), 17 (94,4%) apresentaram PNI.

Do mesmo modo, Schmitd et al.® analisaram pegas cirirgicas em H&E e com
auxilio da imuno-histoquimica para S100. 71 casos de CEC oral foram analisados e a
presenca de PNI correlacionada com dados clinico-patolégicos. Numa primeira
analise em H&E, PNI foi observada em 16 (22,5%) casos, ja com a imunocolorag&o
para S100 a taxa aumentou para 24 (33,8%).

3.4Desfechos Relacionados a PNI

Diversos autores tém relatado a presenca de PNI como fator associado a
tumores mais agressivos e prognosticos desfavoraveis no CEC oral. Varios estudos
relacionaram PNI com o aumento de metastases e recidivas locorregionais, além de
baixas taxas de sobrevida global e livre da doengca em 5 anos, e sintomatologia
dolorosa no momento do diagndstico.

Zanoni et al.® realizaram estudo retrospectivo incluindo 2.082 CECs orais que
receberam tratamento cirurgico, e analisaram as caracteristicas tumorais que
poderiam impactar na sobrevida desses pacientes. A incidéncia de PNI foi de 24,0%,
e os autores consideram PNI preditor independente para menor sobrevida global e
sobrevida livre da doengca em 5 anos.



26

O impacto de PNI na sobrevida pode ser observado mesmo em tumores em
estadios iniciais. No estudo de Low et al.?3, apesar da baixa porcentagem de PNI
(4,1%), foi observada associagao entre menor recorréncia nos pacientes sem PNI que
também apresentaram maior taxa de sobrevida livre da doenga em 5 anos (92,0%)
comparada com os pacientes PNI positivos (53,0%).

No estudo de Spoerl et al.?? os valores de sobrevida global e sobrevida livre
da doencga revelaram significativa redugdo nos pacientes com PNI. Casos negativos
para PNI mostraram sobrevida global e livre da doenga em 5 anos de 67,0% e 60,6%
respectivamente, enquanto pacientes positivos para PNI apresentaram taxas de
38,8% para sobrevida global e 42,0% para sobrevida livre da doenga em 5 anos. O
desfecho metastase a distdncia também mostrou valores estatisticamente
significantes, com taxa de 16,6% em pacientes com PNI e 6,8% sem PNI. Ainda sobre
valores significantes, PNI foi associada a maior prevaléncia de metastase linfonodal e
LVI. Ja casos com recidiva locorregional ndo apresentaram resultados significantes,
representando 15 (31,2%) dos 48 casos diagnosticados com PNI.

Laske et al.'® observaram diminuigdo de 30,3% na sobrevida global e 33,3%
na sobrevida livre da doenga em 5 anos em pacientes que apresentaram PNI no CEC
oral. De fato, mesmo em tumores iniciais, com estadios | e Il, pacientes PNI positivos
apresentaram sobrevida livre de recorréncia em 5 anos foi proxima dos 60,0%,
enquanto pacientes PNI negativos mostraram taxa de 94,1%.

Subramaniam et al.?? analisaram o efeito de PNI e LVI na sobrevida de 442
pacientes com CEC oral (T1 e T2). PNI foi observada em 30 tumores T1 e 81 tumores
T2. Em relagdo a sobrevida global em 5 anos, pacientes PNI positivos mostraram
menores taxas de sobrevida tanto em tumores T1 (75,0%) quanto em tumores T2
(50,0%). Pacientes negativos para PNI mostraram taxas de sobrevida global de 90,0%
emT1e77,0% em T2.

A presenca de PNI dentro ou fora do tumor também mostrou associagdo com
a sobrevida de pacientes com CEC oral. Lee et al.? analisaram 229 tumores positivos
para PNI, e 153 pacientes apresentaram PNI intratumoral e 76 fora ou préximo do
tumor. Foi observado que pacientes com PNI extratumoral tiveram piores taxas de
controle de recorréncia locorregional, sobrevida livre da doencga e sobrevida global em
5 anos, comparado aos casos com PNI intratumoral.

Em 2020, Alkhadar et al.' observaram incidéncia de PNI de 17,4% (n=75) em
430 casos de CEC oral. Os autores observaram diferenga significante na analise de
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presencga de dor, e 35 (46,0%) dos 75 casos PNI positivos apresentavam histéria de
dor no momento do diagndstico, enquanto apenas 12,0% dos casos PNI negativos
apresentavam dor. Casos positivos para PNI também mostraram maior prevaléncia
de envolvimento linfonodal e LVI pelas células tumorais, e foram associados com
baixa taxas de sobrevida livre da doenga no CEC oral.

Aivazian et al.® relacionaram o tamanho e quantidade dos nervos acometidos
com desfechos do CEC oral. Pacientes com PNI multifocal e com envolvimento de
pelo menos um feixe nervoso maior que 1mm demonstraram maior risco de recidiva
locorregional e mortalidade especifica da doenga. Em contraste, pacientes com PNI
unifocal ndo tiveram aumento no risco de recorréncias ou morte especifica da doencga,
independentemente do tamanho do nervo envolvido.

No estudo de Fagan et al.3® PNI foi encontrada em 74 tumores (52,0%), e
observaram sua associagao com metastase linfonodal no CEC de cavidade oral e
orofaringe. CEC de laringe e hipofaringe n&o se mostraram significantes em PNI nesse
quesito. Além disso, PNI foi significativamente associada a recorréncia local e a
mortalidade especifica da doenga, mas ndo a recorréncia regional ou metastase a
distancia.

Carrillo et al.?! estudaram 634 pacientes diagnosticados com CEC oral. Dentre
os fatores histolégicos, a invasdo vascular mostrou associagéo significativa com a
sobrevida global em 5 anos, ndo observada com PNI. Entretanto, relataram que PNI
em nervos maiores que 1mm pode ser associada significantemente a recidiva
locorregional.

Schmitd et al.8 revelaram menor taxa de sobrevida global associada a
presencga de PNI, embora ndo significativa. A analise de Kaplan-Meier para sobrevida
livre da doenca mostrou uma tendéncia semelhante em que a curva de sobrevida foi
menor para pacientes com PNI. Os autores também associaram PNI, metastase
linfonodal e sobrevida, e entre os pacientes com linfonodos negativos, a ocorréncia
de PNI foi associada com menor taxa de sobrevida global, sustentando que PNI € um
fator prognostico de sobrevida no CEC oral, mesmo sem envolvimento de linfonodos.



28

4 MATERIAL E METODOS

Esse estudo seguiu as normas previstas pela Resolu¢ao 466/12 do Conselho
Nacional de Saude — MS, e foi submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquista Filho”, sendo aprovado pelo comité (CAAE:
38707119.3.0000.5416; Numero do parecer: 4.545.832; Emenda 5.796.506).

4.1 Enfoque Metodolégico da Investigagao

Qualitativo e quantitativo.

4.2 Tipo de Estudo

Descritivo, longitudinal e retrospectivo.
4.3 Amostra

Foram selecionados pacientes diagnosticados com CEC oral entre 2004 e
2014 no Hospital Bom Pastor - FHOMUV, da cidade de Varginha-MG, setor de
tumores de cabeca e pescocgo, e que cumpriam os critérios de inclusao e excluséo.

4.4 Critérios de Inclusao e Exclusao

Os prontuarios e laudos histopatologicos dos pacientes diagnosticados com

CEC oral foram analisados, e seguiram os critérios de inclusédo e excluséo.

4.4.1Inclusao

a) Pacientes com CEC oral e tratados no Hospital Bom Pastor - FHOMUV, da
cidade de Varginha-MG, setor de tumores de cabecga e pescoco.

b) Diagndstico de CEC oral como tumor primario.

c) Dados clinicos e histologicos dos prontuarios completos.
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4.4.2 Exclusao

a) Pacientes diagnosticados com tumores diferentes de CEC oral.
b) Dados clinicos e histoldgicos dos prontuarios incompletos.
c) Obitos por motivos n&o ligados ao CEC oral.

4.5 Coleta de Dados

A coleta dos dados foi realizada por pesquisador previamente treinado e
ciente dos dados que devia reconhecer e coletar nas fichas dos pacientes e nas
descrigdes histopatolégicas. Dados demograficos e clinico-patolégicos foram obtidos
dos prontuarios e organizados em tabelas. Os dados coletados foram: idade, género,
localizagdo do tumor, grau histolégico, estadiamento clinico e histopatoldgico,
tamanho do tumor, metastase linfonodal e a disténcia, data do inicio do tratamento,
protocolo de tratamentos, estado atual do paciente (vivo, 6bito pela doenca [data],
perda de seguimento [data], ébito por outras causas), recidiva e fatores de risco
associados (tabagismo e etilismo), LVI e PNI. Os dados histologicos dos pacientes e
o bloco de tecido embebido em parafina foram obtidos nos arquivos do Laboratoério
IPD - Instituto de Prevencédo e Diagnostico de Varginha-MG. Algumas variaveis
seguiram alguns critérios de inclusdo, como:

a) Foram considerados tabagistas individuos que fumavam ou fumaram pelo
menos 100 cigarros durante sua vida.

b) Foram considerados etilistas os individuos que bebem ou beberam pelo menos
um drink/dia por pelo menos seis meses continuamente.

c) Foi considerada como “cirurgia” a remogéo do tumor e suas margens cirurgicas.
d) No caso de pacientes submetidos a radioterapia, foram anotados a forma
aplicada, adjuvante ou neoadjuvante, assim como o local de aplicagdo (margens
e linfonodos regionais). Também foi anotada a dose aplicada e o numero de
sessdes, assim como se fora utilizado aparelho convencional ou de alta dosagem.
e) Para pacientes submetidos a quimioterapia, foram anotados os medicamentos
que foram utilizados (no caso do uso de associagdes), a dose e o tempo de
administragdo, assim como se fora aplicada como medicagdo adjuvante ou
neoadjuvante.

f) O acompanhamento dos casos foi obtido a partir dos dados descritos nas fichas
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dos pacientes. A mediana de tempo de acompanhamento foi realizada para 72
meses para todos os pacientes. A taxa de sobrevida global foi calculada da data
de diagndstico até o 6bito do paciente por qualquer motivo ou até a data da ultima
visita de acompanhamento. Foram considerados “censuras” as datas de obito por
causas nao relacionadas com o cancer oral ou a data de “perda de seguimento”.

g) Os dados histopatologicos analisados por meio dos laudos emitidos pelo IPD —
Laboratérios de Varginha-MG, foram todos obtidos por meio de analise em
coloragao H&E.

4.6 Analise Histopatologica

As pegas cirurgicas foram obtidas junto ao IPD — Laboratorios, e novos cortes
foram produzidos e corados em H&E, assim como foram produzidos cortes para as
reacdes de imuno-histoquimica. Patologista certificado realizou as analises
histopatoldgicas de forma independente. A fronte de invas&o tumoral (TIF) foi definido
como a area tumoral mais avang¢ada na borda de avang¢o do CEC oral. O estadiamento
e gradacao do CEC oral foram realizados seguindo os critérios do American Joint
Committee on Cancer (AJCC) e da Classificagdo Internacional de Tumores pela
Organizagao Mundial da Saude. O diagnostico de PNI no TIF foi feito por microscopia
optica de luz (Carl Zeiss, Primo Star, Alemanha) com aumentos de 5x, 10x, 20x e 40x.

4.6.1 Imuno-histoquimica

Laminas coradas com H&E foram usadas para melhorar a identificagdo do
tecido. Em seguida, novas laminas silanizadas de 4mm de espessura foram
produzidas a partir do bloco de tecido embebido em parafina contendo o TIF para
realizar a imunomarcagado para anti-S100 e anti-Ki67. As secbes de 4mm de
espessura foram coradas com H&E (primeira e ultima secbes) e as secgdes
sequenciais foram coradas com os seguintes anticorpos a 4°C durante a noite:
proteinas anti-S100 (Abcam 4C4.9, ab4066, 1:100; Cambridge, MA, EUA) para
identificar estruturas nervosas e anti-Ki67 (Abcam 4C4.9, ab4066, 1:100; Cambridge,
MA, EUA) para identificar células tumorais. A recuperagao antigénica foi realizada em
panela de pressao (95°C) com tampao citrato 10 mmol/L, com pH 6,0. A peroxidase
endogena foi bloqueada com perédxido de hidrogénio a 3,0% e o bloqueio do epitopo
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foi feito com soroalbumina bovina a 1,0% em solugao salina tamponada com fosfato
1£ (1 hora em temperatura ambiente). Peroxidase de rabano silvestre
(HRP)/3,3'Diaminobenzidina  (DAB), micropolimero do kit de detecgao
imunocitoquimica (Ab236466) foi usado como o sistema de anticorpo secundario por
30 minutos a temperatura ambiente. As Iaminas foram lavadas e contrastadas com
hematoxilina de Mayer (Thermo Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA). Uma reacao
positiva com nervos periféricos (S100+) e proliferagado celular (Ki67+) dentro da
amostra de CEC oral foi considerada como controle positivo interno. Como controle
negativo, solugcdo salina tamponada com fosfato foi usada no lugar do anticorpo

primario.

4.6.2 Denificao de PNI e anticorpos

A avaliacdo de PNI nos CECs orais foi observada de 02 maneiras: 1) Por meio
dos laudos histopatologicos obtidos nos prontuarios, emitidos pelo IPD — Laboratérios
por analise em coloracdo H&E, onde PNI era descrita como “ausente” ou “presente”;
2) Por meio de analise histopatoldgica das pecgas cirurgicas em coloragdo H&E e com
ajuda de imuno-histoquimica utilizando anti-S100 e anti-Ki67.

Casos em que a presenca de PNI foi detectada pelo método de
imunocoloragdo com anti-S100, consideramos PNI (S100+), sendo descrita da
seguinte forma: a) ausente; b) >33% da circunferéncia do nervo infiltrado por células
tumorais; c) envolvimento total do nervo por células tumorais; e d) invasao intraneural
por células tumorais (Figura 1).

Para o anticorpo Ki67, a analise de proliferacdo das células tumorais respeitou
0s seguintes critérios: a) intensidade (nenhuma, pouca, média ou alta); b) quantidade
(<10%, 11-25%, 26-50%, >51%); e c) escore (baixo: 0 — 4, moderado: 5 — 8, alto: 9 —
12).

4.7 Analise Estatistica

ApOs a coleta de dados, foi realizado teste de normalidade das variaveis, e as
variaveis quantitativas foram verificadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
observando se eram paramétricas ou nao paramétricas. Os resultados foram

analisados em programa estatistico SPSS® versao 23.0. Os dados clinico-patoldgicos
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foram apresentados com medidas descritivas de minimo, maximo, mediana, intervalo
interquartilico, média e desvio-padrao, além de percentuais como medidas. Todos os
resultados obtidos foram organizados em forma de tabelas e graficos.

Figura 1 - Descrigdo microscépica de PNI

PNI-negative PNI-negative

PNI PNI
>33% encirclement Total encirclement Intraneural

Representagdo dos diferentes aspectos microscopicos de PNI. (a) PNI ausente. (b)
Envolvimento de >33% da circunferéncia do nervo. (c) Envolvimento total do nervo. (d)
Invaséo intraneural.

Fonte: Schmitd et al.®

Os dados encontrados foram analisados utilizando o teste de Qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher, quando necessario, com nivel de significancia de 5%, ou
seja, p<0,05. Os desfechos clinicos e histoldgicos de interesse foram relacionados ou
associadas entre si e entre as demais variaveis descritas no item 4.5. O teste de
McNemar foi aplicado com finalidade de comparar os dois métodos utilizados no
diagndstico de PNI, sendo coloragao em H&E e imunocoloragao para S100, avaliando
se ocorreram mudangas significativas entre eles, testando a homogeneidade dos
totais marginais. Além disso, utilizou-se o indice de Kappa para avaliar a concordancia
entre esses dois métodos de diagnostico de PNI, observando se existiu alguma
concordancia entre eles.

O modelo de regressao logistica foi utilizado para identificar quais variaveis e
fatores estavam associados, de forma conjunta, na ocorréncia de um determinado

desfecho. Os resultados da analise univariada foram utilizados como forma de realizar
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uma pré-selecao dessas variaveis que seriam conduzidas na analise multivariada.
Foram selecionadas as variaveis com probabilidade de significancia igual ou inferior a
0,25 (p = 0,25). Foi utilizado o teste de Wald de regresséao logistica. Ressalta-se que
o teste da razdo de Verossimilhanga foi utilizado com o intuito de verificar se a retirada
das variaveis nao significativas n&o interferia na variavel de desfecho. Além disso,
parametros para avaliagdo de acuidade (sensibilidade e especificidade) do modelo
gerado pela analise de regressao logistica foram utilizados.

A analise de Kaplan-Meier foi realizada para estimar a sobrevida global,
enquanto o teste de Log-rank foi usado para comparar as curvas de sobrevida das
variaveis de interesse. Pacientes com perda de seguimento ou sem acompanhamento
de no minimo 05 anos apos o inicio do tratamento primario ndo foram incluidos nessa

analise.
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5 RESULTADO

Dos 532 prontuarios avaliados, 310 casos com dados clinicos e
histopatoldgicos completos foram incluidos nesse estudo, e a analise descritiva foi
apresentada na Tabela 1. Os dados demonstraram forte predominio do género
masculino em relagédo ao feminino. Observamos 244 homens (78,7%) com média de
idade de 60 anos, variando de 30 a 98 anos. Ja as mulheres apresentaram uma média
de 60,4 anos e mediana de 58 anos, variando de 21 a 95 anos.

Dentre os habitos, o tabagismo associado ao etilismo foi identificado em 159
individuos (51,2%) e foi predominante, mas o tabagismo isolado também foi frequente
sendo habito de 111 individuos (35,8%). Desse modo, 87,0% dos pacientes do estudo
relataram fazer uso de tabaco, associado ou ndo ao alcool.

Quanto a localizagao de diagndstico ou origem do tumor, a lingua foi a mais
frequente com 40,3% dos casos, seguido da orofaringe com 21,2% e do assoalho
bucal com 12,9%.

No sistema TNM, verificamos que tumores maiores foram mais
frequentemente diagnosticados e T3 e T4 foram observados em 214 (69,0%)
pacientes, onde somente T4 foi responsavel por 44.5% do total de casos. De forma
semelhante, mas n&o necessariamente direta, os estadios Ill e IV também se
mostraram predominantes, somando 67 (21,6%) casos com estadio Ill e 169 (54,5%)
pacientes com estadiamento IV.

Em relacdo aos dados histopatolégicos obtidos nas fichas diagnosticas, 29
(9,3%) tumores apresentaram PNI. A distribuicdo destes casos em relagado ao género
demonstrou predominio masculino com 21 casos (72,4%), resultado ligeiramente
menor da distribuigdo geral de homens no grupo, que foi de 78,7%. Mulheres somaram
27,6% dos casos descritos. Ainda sobre a distribuicdo dos tumores com PNI relatada,
pacientes com mais de 60 anos foram maioria (13 pacientes), porém chamou atengao
o numero de pacientes com menos de 45 anos com PNI (19.2%). Outro dado
importante foi a associagao de localizagao e diagnodstico de PNI. Tumores de lingua e
assoalho somaram 82,7% dos casos com PNI, com 18 casos de lingua (62,0%) e 6
casos de assoalho (20,7%).

Em relacdo a classificagdao de TNM e PNI, pacientes classificados como T2 e
T4 apresentaram as maiores taxas de PNI com respetivamente 11,5% e 10,1%. O



estadiamento IV somou 20 casos que representou 68,9% do total de tumores PNI

positivos.

Tabela 1 - Andlise descritiva das caracteristicas clinicas e patoldgicas relacionadas a PNI (n

= 310)
Variaveis Total (%) PNI (%)
Género
Masculino 244 (78.7) 21 (8.6)
Feminino 66 (21.2) 8 (12.1)
Idade (60,1+11,3)
>60 143 (46.1) 13 (9.1)
60-45 141 (45.4) 11 (7.8)
<45 26 (8.3) 5(19.2)
Localizagao
Lingua 125 (40.3) 18 (14.4)
Assoalho de Boca 40 (12.9) 6 (15.0)
Orofaringe 66 (21.2) 2(3.0)
Mucosa Jugal 4 (1.3) -
Labio 21 (6.7) 1(4.7)
Area Retromolar 18 (5.8) -
Rebordo Alveolar 14 (4.5) 1(7.1)
Palato Duro 22 (7.1) 1(4.5)
Tamanho
T1 27 (8.7) 2(7.4)
T2 69 (22.2) 8 (11.5)
T3 76 (24.5) 5 (6.5)
T4 138 (44.5) 14 (10.1)
Metastase Linfonodal
Nao 176 (56.7) 9(5.1)
Sim 134 (43.2) 20 (14.9)
Metastase a Distancia
MO 270 (87.0) 20 (7.4)
M1 2(0.7) -
Mx 38 (12.3) 9 (23.7)
Estadiamento
I 22 (7.1) 1(4.5)
Il 52 (16.7) 4 (7.6)
0 67 (21.6) 4 (5.9)
v 169 (54.5) 20 (11.8)
Recidiva Locorregional
Nao 245 (79.0) 17 (6.9)
Sim 65 (21.0) 12 (18.5)
Fatores de Risco
Nenhum 40 (13.0) 4 (10.0)
Tabagismo 111 (35.8) 10 (9.0)
Tabag_]ismo + Etilismo 159 (51.2) 15 (9.4)

Fonte: Elaboragao propria.

Pacientes com metastase linfonodal apresentaram prevaléncia quase trés
vezes maior de PNI (14,9%) que os pacientes sem metastase linfonodal (5,1%). A
prevaléncia de PNI em pacientes com recidiva locorregional foi mais que o dobro
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comparado a pacientes sem recorréncias, e apesar de PNI estar presente em maior
numero nos pacientes expostos aos fatores de risco, a prevaléncia se manteve muito
préxima a dos pacientes n&o expostos (Tabela 1).

Em relagdo a gradagdo dos CECs orais, tumores moderadamente
diferenciados prevaleceram, somando 162 casos (52,2%) (Tabela 2). Quando
associamos grau histolégico com presenga de PNI verificamos que, tanto os tumores
moderadamente diferenciados quanto os tumores bem diferenciados apresentaram
valores muito semelhantes com 10,4% e 10,5%, e tumores pouco diferenciados

apresentam valor ligeiramente menor (9,3%).

Tabela 2 - Grau histolégico dos tumores relacionados com PNI

Grau Histolégico Total (%) PNI (%)
Bem diferenciado 38 (12.2) 4 (10.5)
Moderadamente diferenciado 162 (52.2) 17 (10.4)
Pouco diferenciado 32 (10.3) 3(9.3)
N&o especificado no laudo 78 (25.1) 5(6.4)

Fonte: Elaboracao proépria.

Dentre os tratamentos propostos para o CEC oral, radioterapia e cirurgia
utilizados de forma isolada representaram as menores taxas (Tabela 3). O uso
concomitante de radioterapia e quimioterapia, associada a cirurgia ou nao,
representaram a maioria dos tratamentos realizados (60,0%). Casos positivos para
PNI tratados apenas com terapia adjuvante (radioterapia + quimioterapia) ou cirurgia,
representaram somente 2 (6,9%) casos. Ja o protocolo de tratamento abordando
cirurgia combinada a radioterapia, associados a quimioterapia ou n&o, representaram
27 (93,1%) dos 29 casos positivos para PNI.

Tabela 3 - Tratamentos realizados e sua relagdo com PNI

Tratamento Total (%) PNI (%)
Radioterapia 19 (6.1) -
Cirurgia 24 (7.7) 1(4.1)
Cirurgia + Radioterapia 81 (26.1) 10 (12.3)
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 82 (26.4) 17 (20.7)
Radioterapia + Quimioterapia 104 (33.5) 1 (1.0)

Fonte: Elaboragao propria.

5.1 Analise de Sobrevida

Do total de casos desse estudo (n=310), mais da metade (58.7%) apresentou

perda de seguimento dos primeiros 05 anos apos o inicio do tratamento primario, ou
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foi a obito por outro motivo n&o ligado ao CEC oral, representando 182 casos. A taxa

de sobrevida e sua relagdo com as variaveis, incluindo PNI, foram avaliadas somente

nos pacientes com um acompanhamento minimo de 05 anos ou que foram a &bito

pela doenga, um total de 128 pacientes (Tabela 4).

Tabela 4 - Analise descritiva das caracteristicas clinicas e patologicas relacionadas a

sobrevida (n = 128)

Sobrevida em

Variaveis Total (%) 5 anos (%) S P
Género

Masculino 98 (76.5) 24.5 1,342 2,467
Feminino 30 (23.4) 40.0

Idade

=60 anos 55 (42.9) 32.9 3,689 0,054
<60 anos 73 (57.0) 21.8

Localizagao

Lingua 55 (43.0) 21.8 16,840 0,031
Assoalho de Boca 17 (13.3) 35.3

Orofaringe 30 (23.4) 25.0

Mucosa Jugal 1(0.8) -

Labio 7 (5.4) 100.0

Area Retromolar 10 (7.8) 20.0

Rebordo Alveolar 7(5.4) 14.3

Palato Duro 1(0.8) -

Tamanho

T1 12 (9.4) 50.0 2,210 <0,001
T2 29 (22.6) 48.3

T3 31 (24.2) 29.0

T4 56 (43.7) 12.5

Metastase Linfonodal

NO 68 (53.1) 41.2 23,120 <0,001
N1 17 (13.3) 29.4

N2 26 (20.3) 11.5

N3 17 (13.3) -

Metastase a Distancia

MO 98 (76.5) 27.5 22,240 0,675
M1 1(0.8) -

MX 29 (22.6) 31.0

Estadiamento

I 8 (6.2) 62.5 17,430 <0,001
Il 22 (17.2) 54.5

1] 29 (22.6) 345

v 69 (53.9) 13.0
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Grau Histolégico

Bem diferenciado 12 (9.4) 33.3 0,786 0,504
Moderadamente diferenciado 66 (51.5) 27.3

Pouco diferenciado 11 (8.6) 10.0

Nao especificado 39 (30.4) 32.5

Recidiva Locorregional

Nao 89 (69.5) 30.3 0,559 0,529
Sim 39 (30.5) 23.0

Fatores de Risco

Nenhum 18 (14.1) 33.3 1,272 0,331
Tabagismo 44 (34.4) 22.7

Tabagismo + Etilismo 66 (51.5) 22.2

Tratamento

Radioterapia 12 (9.4) - 32,690 <0,001
Cirurgia 4 (3.1) 50.0

Cirurgia + Rxt 37 (28.9) 54.0

Cirurgia + Rxt + Qxt 33 (25.8) 242

Rxt + Qxt 42 (32.8) 14.3

PNI

Ausente 114 (89.0) 73.6 0,024 0,876
Presente 14 (11.0) 71.4

PNI, invasao perineural; Rxt, radioterapia; Qxt, quimioterapia.
*As probabilidades de significancia referem-se ao teste de Log-Rank e p<0,05 indica
significancia estatistica.

Fonte: Elaboragao propria.

Noventa e oito (76,5%) casos eram homens e 30 mulheres (23,44%), com
meédia de idade de 58 anos (£11,81). Noventa e quatro (73,4%) foram a obito antes
dos primeiros 5 anos do inicio do tratamento primario, e a taxa de sobrevida global em
5 anos foi de 28,1% (Grafico 1).

Entre as variaveis analisadas, localizagdo apresentou resultados significantes
para menor sobrevida (p=0,038), e 80,0% (n=44) dos casos com tumores em lingua
foram a 6bito, situagado n&o vista em nenhum dos casos com tumor em labio (Grafico
2). Alem disso, mais da metade dos casos (n=69) encontravam-se em estadiamento
IV, e desses, 61 (88,4%) foram a O&bito antes dos primeiros 5 anos de
acompanhamento, apresentando uma taxa de sobrevida em 5 anos de apenas 13,0%
(p<0,001) (Grafico 3).
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Grafico 1 - Sobrevida global
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Sobrevida global dos pacientes com CEC oral tratados no Hospital Bom Pastor de Varginha-
MG, entre os anos de 2004 e 2014. Analise de Kaplan-Meier.

Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 2 - Sobrevida (localizagao)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo a localizagéo do tumor. Analise de Kaplan-
Meier. Teste de Log-Rank (p=0,038).

Fonte: Elaboragao propria.

Em relagdo ao tamanho do tumor, 50 (53,2%) dos 94 &bitos registrados eram
representados por T4, revelando uma taxa de sobrevida em 5 anos de 12,5%
(p<0,001) (Grafico 4). Auséncia de metastase linfonodal (NO) mostrou-se maior tanto
em numero de casos (n=68) quanto em numero de 6bitos (n=42), entretanto pacientes
com status linfonodal positivo apresentaram as menores taxas de sobrevida,

especialmente os casos N3 (n=17), onde nenhum paciente sobreviveu mais de 5 anos
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apos o inicio do tratamento (p<0,001) (Grafico 5). Fato semelhante ocorreu com
pacientes submetidos somente a radioterapia, onde todos os 12 pacientes (100,0%)
foram a 6bito antes dos 5 primeiros anos (p<0,001), enquanto casos submetidos a
cirurgia associada a radioterapia estdo entre as maiores taxas de sobrevida em 5 anos
desse estudo (54,0%) (Grafico 6).

Grafico 3 - Sobrevida (estadiamento)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo o estadiamento tumoral. Analise de Kaplan-
Meier. Teste de Log-Rank (p<0,001).

Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 4 - Sobrevida (tamanho)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo o tamanho do tumor. Analise de Kaplan-
Meier. Teste de Log-Rank (p<0,001).

Fonte: Elaboragao propria.



41

Grafico 5 - Sobrevida (metastase linfonodal)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo o status nodal. Analise de Kaplan-Meier.
Teste de Log-Rank (p<0,001).

Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 6 - Sobrevida (tratamento)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo o tratamento. Analise de Kaplan-Meier. Teste
de Log-Rank (p<0,001).

Fonte: Elaboragao propria.
Diferentemente das variaveis citadas acima, PNI ndo mostrou resultados

significativos (p=0,831), observando taxas de sobrevida muito proximas tanto em
pacientes com PNI (28,5%), quanto sem PNI (28%) (Grafico 7).
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Grafico 7 - Sobrevida (PNI)
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Sobrevida dos pacientes com CEC oral segundo a PNI. Andlise de Kaplan-Meier. Teste de
Log-Rank (p=0,831).

Fonte: Elaboragao propria.

5.2 Analise Histopatolégica

Os tumores que estavam em condigdes de analise histopatolégica foram
disponibilizados pelo laboratério IPD e incluidos nessa pesquisa. Todos os casos
foram analisados por meio de coloragao em H&E e com imuno-histoquimica para S100
e Ki67.

5.2.1 PNI

Trinta de nove tumores foram incluidos e os dados demograficos e clinico-
patolégicos foram apresentados nas Tabelas 5 e 6. A nova analise histopatologica
com microscopia optica em laminas coradas em H&E identificou 7 casos com PNI
(17,9%), enquanto a analise com auxilio da imuno-histoquimica para S100 identificou
vinte tumores com PNI (51,3%) (Tabela 7). De fato, a imuno-histoquimica para S100
aumentou a precisdo diagndstica na detecgcdo de PNI em comparagdo com a
coloragédo H&E (p=0,004).

Nesse ponto da descrigao, € importante enfatizar que tanto a nova analise em
H&E, quanto a analise com auxilio da imuno-histoquimica para S100, descreveram
detalhadamente a forma como ocorria PNI, citada no item 4.6.2. Sendo assim, a
maioria dos casos PNI (S100+) foram representados por invasao intraneural com um
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total de 9 (45,0%) casos, seguidos pelo envolvimento total do nervo com 8 (40,0%)
casos, e >33% da circunferéncia do nervo que totalizou 3 (15,0%) casos (Figura 2).
Embora a invasao intraneural se mostre com maior numero de casos, ndo houve

diferencga significante entre os tipos de PNI observadas (Tabela 8).

Figura 2 - Analise histolégica de PNI (H&E e S100)

Andlise histologica de PNI no CEC oral utilizando coloragdo em H&E e imuno-histoquimica
com anti-S100. (a,d) Envolvimento de >33% da circunferéncia do nervo. (b,e) Envolvimento
total do nervo. (c,f) Invasédo intraneural.

Fonte: Arquivo pessoal de Cleverton Roberto de Andrade.

Os géneros masculino e feminino apresentaram prevaléncias semelhantes de
PNI (S100+), e embora nao estatisticamente significante (p=0,161), 100,0% dos
pacientes <50 anos apresentaram PNI (S100+). Pacientes fumantes e etilistas de
forma associada apresentaram quase o dobro da prevaléncia de PNI (S100+) em
comparagdo com pacientes ndo expostos ou somente tabagistas, apesar de
estatisticamente nao significante (p=0,182). Lingua e assoalho bucal representaram
mais da metade (53,8%) dos locais acometidos por PNI (S100+) seguidos pela
orofaringe (20,0%), que representou o local com a maior prevaléncia de PNI (S100+)
(66,7%).

Na classificagdo TNM, 20,0% dos tumores T1 apresentaram PNI (S100+), e
numeros bem maiores foram observados em T2, T3 e T4, apresentando uma
prevaléncia >55,0% de PNI (S100+). Apesar de 71,8% da amostra analisada nao
apresentar metastase linfonodal (NO), os resultados de PNI (S100+) se mostraram

muito proximos aos casos com metastase linfonodal (N1, N2 e N3), 50,0% e 54,5%.
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Tumores com estadiamento IV apresentaram a menor prevaléncia (42,9%) de PNI

(S100+), enquanto 71,4% dos casos com estadiamento Ill mostraram PNI (S100+).



Tabela 5 - Relagao entre PNI, recidiva locorregional e metastase linfonodal com caracteristicas clinico-patolégicas (n = 39)

o Recidiva Metastase

gﬁ:ﬁg:g:ﬂﬁ? icas Total PNI (S100+) Locorregional + Linfonodal +
g n (%) n (%) p* n (%) p* n (%) p*

Género
Feminino 6 (15.4) 3 (50.0) 1,000 4 (66.7) 0,028 1(16.7) 0,655
Masculino 33 (84.6) 17 (51.5) 6 (18.2) 10 (30.3)
Idade (média 59.1 £ 9)
<50 4 (10.2) 4 (100.0) 0,161 2 (50.0) 0,264 3 (75.0) 0,078
51-60 22 (56.4) 10 (45.5) 4 (18.2) 6 (27.3)
>60 13 (33.3) 6 (46.2) 4 (30.8) 2 (15.4)
Fatores de Risco
Nenhum 3(7.7) 1(33.3) 0,182 1(33.3) 0,860 1(33.3) 0,859
Tabagismo 10 (25.6) 3 (30.0) 3(30.0) 2 (20.0)
Tabagismo + Etilismo 26 (66.7) 16 (61.5) 6 (23.1) 8 (30.8)
Localizagao
Lingua 11 (28.2) 5 (45.5) 0,802 3(27.3) 0,828 6 (54.5) 0,184
Assoalho 10 (25.6) 6 (60.0) 2 (20.0) 2 (20.0)
Orofaringe 6 (15.4) 4 (66.7) 2 (33.3) 2 (33.3)
Labio 4 (10.3) 1(25.0) - -
Trigono Retromolar 5(12.8) 2 (40.0) 2 (40.0) -
Outros 3(7.7) 2 (66.7) 1(33.3) 1(33.3)
Tamanho
T1 5(12.8) 1 (20.0) 0,627 1 (20.0) 0,166 - 0,392
T2 16 (41.0) 9 (56.3) 6 (37.5) 5(31.3)
T3 9(23.1) 5 (55.6) - 4 (44 .4)
T4 9(23.1) 5 (55.6) 3(33.3) 2(22.2)
Metastase Linfonodal
NO 28 (71.8) 14 (50.0) 1,000 9 (32.1) 0,632 - -
N1 5(12.8) 2 (40.0) - -
N2 5(12.8) 3 (60.0) 1 (20.0) -
N3 1(2.6) 1 (100.0) - -
Metastase a Distancia
MO 27 (69.2) 16 (59.3) 0,176 7 (25.9) 1,000 7 (25.9) 0,709
Mx 12 (30.8) 4 (33.3) 3(25.0) 4 (33.3)
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Estadiamento

I 4 (10.3) 2 (50.0) 0,739 2 (50.0) 0,213 - 0,001
Il 14 (35.9) 7 (50.0) 5(35.7) -

1] 7(17.9) 5(71.4) - 4 (57.1)

Y 14 (35.9) 6 (42.9) 3(21.4) 7 (50.0)

Recidiva Locorregional

Nao 29 (74.4) 13 (44.8) 0,273 - - 9 (31.0) 0,402
Sim 10 (25.6) 7 (70.0) - 1(10.0)

Tratamento

Cirurgia 2(5.1) - 0,328 - 1,000 - 0,164
Cirurgia + Rxt 27 (69.2) 16 (59.3) 7 (25.9) 6 (22.2)

Cirurgia + Rxt + Qxt 6 (15.4) 3 (50.0) 2 (33.3) 4 (66.7)

Rxt + Qxt 4 (10.3) 1(25.0) 1 (25.0) 1 (25.0)

PNI, invasao perineural; Rxt, radioterapia; Qxt, quimioterapia.
*As probabilidades de significancia referem-se ao teste exato de Fisher e p<0,05 indica significancia estatistica.
PNI (S100+) representa todos os casos diagnosticados com PNI por imuno-histoquimica.

Recidiva Locorregional + representa todos os casos analisados histologicamente com recorréncias locorregionais.
Metastase Linfonodal + representa todos os casos analisados histologicamente com comprometimento linfonodal.

Fonte: Elaboragao propria.



Tabela 6 - Relacao entre PNI, recidiva locorregional e metastase linfonodal com caracteristicas histopatolégicas (n = 39)

e Recidiva Metastase

:I;ia;tat) Ctz::)slgc?:as Total PNI (S100+) Locorregional + Linfonodal +

pato’™s n (%) n (%) p* n (%) p* n (%) p*
Grau Histolégico
Bem diferenciado 25 (64.1) 14 (56.0) 0,514 4 (16.0) 0,124 8 (32.0) 0,713
Moderadamente Diferenciado 14 (35.9) 6 (42.9) 6 (42.9) 3(21.4)
PNI (S100+)
Ausente 19 (48.7) - - 3(15.8) 0,001 5 (26.3) 0,902
Envolvimento >33% 3(7.7) - - 1(33.3)
Envolvimento Total 8 (20.5) - - 3 (37.5)
Intraneural 9(23.1) - 7(77.8) 2(22.2)
Intensidade (Ki67)
Nenhuma 2(5.1) 1(50.0) 0,290 - 0,740 - 0,002
Pouco 6 (15.4) 2(33.3) 2(33.3) 2(33.3)
Média 15 (38.4) 6 (40.0) 5(33.3) -
Alta 16 (41.0) 11 (68.8) 3(18.8) 9 (56.3)
Quantidade (Ki67)
<10% 4 (10.2) 1(25.0) 0,720 - 0,211 - 0,012
11-25% 6 (15.4) 3 (50.0) 3 (50.0) 1(16.7)
26-50% 19 (48.7) 11 (57.9) 6 (31.6) 3(15.8)
>51% 10 (25.6) 5 (50.0) 1(10.0) 7 (70.0)
Escore (Ki67)
Baixo (0-4) 23 (59.0) 9 (39.1) 0,099 7 (30.4) 0,103 2(8.7) <0,001
Moderado (5-8) 7 (18.0) 6 (85.7) 3(42.9) 2 (28.6)
Alto (9-12) 9 (23.0) 5 (55.5) - 7 (77.8)
Invasao Linfovascular
Nao 23 (59.0) 11 (47.8) 0,748 5(21.7) 0,711 5(21.7) 0,307
Sim 16 (41.0) 9 (56.3) 5(31.3) 6 (37.5

PNI, invasao perineural.

*As probabilidades de significancia referem-se ao teste exato de Fisher e p<0,05 indica significancia estatistica.
PNI (S100+) representa todos os casos diagnosticados com PNI por imuno-histoquimica.
Recidiva Locorregional + representa todos os casos analisados histologicamente com recorréncias locorregionais.
Metastase Linfonodal + representa todos os casos analisados histologicamente com comprometimento linfonodal.

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 7 - Comparacgao entre analise de PNI em H&E e por imuno-histoquimica com anti-S100

- +
Analise Histopatolégica PNL((S()Z;)O ) PNIn(?(;SO ) :T:Z;
PNI (H&E-) 16 (41.0) 16 (41.0) 32 (82.1)
PNI (H&E+) 3(7.7) 4 (10.3) 7(17.9)
Total 19 (48.7) 20 (51.3) 39 (100.0)

PNI, invasao perineural; H&E, hematoxilina e eosina.

index de Kappa (k=0.04) (p=0,732).

Teste de McNemar (p=0,004).

PNI (H&E+) e PNI (H&E-) representam todos os casos positivos e negativos para PNI diagnosticados por meio de coloragcdo H&E.

PNI (S100+) e PNI (S100-) representam todos os casos positivos e negativos para PNI diagnosticados por meio de imuno-histoquimica.

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 8 - Caracterizagéo dos pacientes com PNI (S100+) segundo o tipo de invaséo (n=20)

Tipo de Invasao Distribuicao
Observada (%) | Esperada (%)
Envolvimento >33% 15.0 33.3
Envolvimento Total 40.0 33.3
Intraneural 45.0 33.3

Teste de Qui-quadrado de aderéncia (p=0,212).

Fonte: Elaboragao propria.

Metade dos pacientes que foram submetidos a cirurgia associada a
radioterapia e quimioterapia apresentaram PNI (S100+), e casos tratados com cirurgia
e radioterapia mostraram prevaléncia de 59,3% de PNI (S100+), ou seja, 95,0% dos
pacientes positivos para PNI receberam terapia adjuvante.

Tumores bem diferenciados totalizaram o maior numero de casos (64,1%),
assim como maior prevaléncia (56,0%) de PNI (S100+).

A analise proliferativa das células tumorais realizada por imuno-histoquimica
com anti-Ki67 analisou intensidade, quantidade e escore (Figura 3). O escore baixo
foi mais predominante (59,0%), seguidos de alto (23,0%) e moderado escore (18,0%).
Para os casos PNI (S100+) tumores de escore moderado apresentaram maior
porcentagem (85,0%) de casos positivos, seguido do alto escore (55,5%) e baixo
escore (39,1%).

A analise estatistica multivariada (Tabela 9) mostrou que pacientes etilistas
com moderado e alto escore para Ki67 tém maior probabilidade apresentar PNI
(S100+) (Gréafico 8).

Figura 3 - Analise histolégica tumoral (Ki67)

a e | b

Analise histologica do CEC oral por imunocoloragédo com anti-Ki67. (a) Baixo escore (1 - 4).
(b) Moderado escore (5 — 8). (c) Alto escore (9 — 12).

Fonte: Arquivo pessoal de Cleverton Roberto de Andrade.
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Tabela 9 - Andlise multivariada para identificacdo dos fatores associados ao resultado de PNI
(S100+) (n = 39)

Variaveis Modelo cheio Modelo final
C p* C p* OR (ICg5%)

Metastase a Distancia (Ref. Mx)
MO 1,2 0,151 - - -
Etilismo (Ref. Nao)
Sim 1,6 0,051 1,4 0,076 3,9(0,9; 17,5)
Escore (Ref. 0 - 4)
Escore 5 - 12 1,1 0,137 1,3 0,074 3,7 (0,9; 15,4)

Ref., referéncia; C, coeficiente.
*As probabilidades de significancia referem-se ao teste de Wald da Regressao Logistica.
Parametros do modelo: Sensibilidade - 40,0%; Especificidade = 84,2%.

Fonte: Elaboragao propria.
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Fonte: Elaboragao propria.

A LVI foi identificada em 41,0% dos casos (n=16). A maioria dos casos
positivos para LVI também apresentou PNI (S100+) (56,3%), sendo menor nos casos
negativos para LVI (47,8%).

A anadlise estatistica multivariada (Tabela 10) mostrou que pacientes
negativos para PNI e com mais de 56 anos tiveram 14,6% de probabilidade de
apresentar LVI, enquanto pacientes PNI (S100+) e com menos de 56 anos tiveram
probabilidade de 92,6% de apresentar PNI (S100+) (Grafico 9).
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Tabela 10 - Analise multivariada para identificagdo dos fatores associados a LVI (n=39)

Variaveis Modelo cheio Modelo final
c | p* C | p* | OR(ICos%)

Género (Ref. Masculino)
Feminino 0,4 0,741 - - -
Idade (Ref. >56 anos)
< 56 anos 1,8 0,044 | 2,3 0,005 10,0 (2,0;49,8)
Localizagao (Ref. Assoalho, Orofaringe,
Labio, Area Retromolar)
Lingua + Outros Locais 1.1 0,212 - - -
Grau Histologico (Ref.: Bem
Diferenciado)
Moderadamente Diferenciado 0,6 0,453 | - - -
PNI (S100) (Ref. Ausente)
Presente 1,4 0,241 | 20 0,061 7,3(0,9;58,3)

Ref., referéncia; C, coeficiente; PNI, invasao perineural.
*As probabilidades de significancia referem-se ao teste de Wald da Regresséo Logistica.
Parametros do modelo: Sensibilidade - 87,5%; Especificidade = 73,9%.

Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 9 - Probabilidade de invasao linfovascular
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Fonte: Elaboragao propria.

5.2.2 Recidiva locorregional e metastase linfonodal

Os casos analisados histologicamente (n=39) tiveram os desfechos recidiva

locorregional e metastase linfonodal comparados com todas as outras variaveis

estudadas (Tabelas 5 e 6).
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A recidiva locorregional foi observada em 10 (25,6%) casos, sendo mais
prevalente no género feminino (66,7%) comparado com o masculino (18,2%), com
resultado significante (p=0,028). Todos os pacientes com recidiva locorregional foram
tratados com terapia adjuvante, principalmente associada a cirurgia (90,0%). A
maioria dos casos com recorréncia locorregional ndo apresentou metastase linfonodal
(90,0%) ou metastase a distancia (70,0%).

Nos pacientes com recidiva locorregional, PNI (S100+) esteve presente em 7
casos (70,0%). Desses, todos apresentaram padrdo de invasao intraneural,
mostrando resultado significativo (p=0,001).

A analise multivariada (Tabela 11) mostrou que, tumores bem diferenciados e
moderadamente diferenciados PNI (S100+), tém maior chance de recidiva
locorregional nos CECs orais, independentemente do estadiamento (Grafico 10).

Tabela 11 - Analise multivariada para identificagdo dos fatores associados a recidiva
locorregional (n = 39)

Variaveis Modelo cheio Modelo final
c | p* C | p* | OR(ICss%)

Tamanho (Ref. T1)
T2 19,3 0,999 - - -
T3eT4 17,9 0,999 - - -
Estadiamento (Ref. Il/IV)
Estadiamento | 21,0 0999 | 36 0,019 36,1(1,8;718,6)
Estadiamento |l 0,8 0,619 | 1,5 0,145 4,5(0,6; 34,1)
Grau Histolégico (Ref. Bem
Diferenciado)
Moderadamente Diferenciado 24 0,126 | 2,0 0,056 7,3(1,0;56,6)
PNI S100 (Ref. Ausente)
Presente 1,8 0,177 | 2,2 0,051 9,0 (1,0; 80,8)
Quantidade de Ki67 (Ref. < 25%)
26% - 50% 1,0 0,619 - - -
>50% -0,7 0,722 - - -

Ref., referéncia; C, coeficiente; PNI, invasao perineural.
*As probabilidades de significancia referem-se ao teste de Wald da Regresséo Logistica.
Parametros do modelo: Sensibilidade = 60,0%; Especificidade 2> 89,7%.

Fonte: Elaboragao propria.

Onze (28,2%) pacientes com CEC oral apresentaram metastase linfonodal, a
maioria N1 e N2. Os homens representaram 91,0% desses casos e 75,0% dos
pacientes tinham idade igual ou menor a 50 anos. Além disso, observamos diminui¢cao
progressiva da prevaléncia com o aumento da idade. O CEC de lingua representou

54,4% de todos os pacientes com metastase linfonodal. Os tumores iniciais
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(estadiamento | e Il), ndo apresentaram nenhum caso com metastase linfonodal,
diferentemente dos estadiamentos Ill e IV com 4 e 7 casos, respectivamente, sendo
um resultado significativo (p=0,001). PNI (S100+) esteve presente na maioria dos
casos com metastase linfonodal (54,5%), sendo mais prevalente o envolvimento total
do nervo (37,5%).

Grafico 10 - Probabilidade de recidiva locorregional
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Fonte: Elaboragao propria.

A correlagéo entre imunomarcagao com anti-Ki67 e pacientes com metastase
linfonodal apresentou resultados significativos, sendo alta intensidade de Ki67
(p=0,002), quantidade >51% de Ki67 (p=0,012) e alto escore (9-12) para Ki67
(p<0,001) mais prevalentes nesses casos.

A analise estatistica multivariada (Tabela 12) mostrou que pacientes <50
anos, com CEC de lingua e com baixo ou moderado escore para Ki67 tém 83,8% de
chance de apresentar metastase linfonodal, e casos com alto escore para Ki67 tém
ainda mais chance, independentemente da idade (Grafico 11).
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Tabela 12 - Analise multivariada para identificacdo dos fatores associados a metastase

linfonodal (n = 39)

Variaveis Modelo cheio Modelo final
c | p* c | p* | OR (ICgs%)

Idade (Ref. 51 - 75 anos)
36 - 50 anos 2,4 0,179 | 2,8 0,082 16,8 (0,7; 406,9)
Localizagao (Ref. demais locais)
Lingua 2,1 0,133 | 2,4 0,073 10,7 (0,8; 142,2)
Tratamento (Ref. demais
tratamentos)
Cirurgia + Rxt + Qxt 0,9 0,532 | - - -
Escore de Ki67 (Ref. 0 - 8)
Escore 9 - 12 4,1 0,002 | 43 0,002 74,3 (4,9;1.135,8)

Ref., referéncia; C, coeficiente.

*As probabilidades de significancia referem-se ao teste de Wald da Regresséo Logistica.
Parametros do modelo: Sensibilidade - 81,8%; Especificidade = 92,9%.

Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 11 - Probabilidade de metastase linfonodal
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6 DISCUSSAO

A incidéncia de PNI nos CEC orais tem se mostrado variada ao longo dos
anos com taxas entre 4,1% e 82,0%%811.2223.3657.59 " principalmente por conta das
varias formas de padrao diagndéstico e uso de imunohistoquimica auxiliar.

Em nosso estudo, analisamos a presenca de PNI nos CECs orais por trés
formas distintas. As incidéncias de PNI se mostraram diferentes de acordo com o
meétodo utilizado revelando valores concordantes com a literatura. Nossa amostra
iniciou-se com 310 laudos histopatolégicos analisados em H&E. Dessa amostra inicial
apenas 29 casos apresentavam descricao de PNI positivo, uma taxa de 9,3%. Dessa
amostra, nos foram cedidos para analise 39 casos (pegas cirurgicas), os quais foram
cortados em cortes de 4uM corados em H&E e marcados com imuno-histoquimica
para Ki67 e S100. Apds a revisao destes casos, 17,9% se mostraram positivos para
PNI no H&E (n=7) e 51,3% (n=20) positivos para PNl com auxilio da imuno-
histoquimica para S100.

O diagnostico de PNI utilizando apenas coloragdo em H&E tém mostrado
menores taxas. Spoerl et al.?? investigaram a presenga de PNl em 493 CECs orais,
mostrando uma incidéncia de PNI de 9,7% (n=48), enquanto Huang et al.%’
observaram uma incidéncia ainda menor, de 6,1% em 148 tumores investigados.
Esses dois estudos n&o reavaliaram os espécimes das biopsias e nem utilizaram
imuno-histoquimica. Low et al.?® reavaliaram os espécimes das bidopsias em H&E e
revelaram as menores taxas de incidéncia de PNI (4,1%). Entretanto, incluiram em
seu estudo uma amostra especifica, apenas tumores de lingua ou assoalho de boca
classificados como T1NO e tratados cirurgicamente. A reavaliagdo das pecas
cirurgicas em coloragdo H&E mostrou aumento de quase 2 vezes no numero de casos
PNI positivos®¢:%%, e esses dados aumentaram ainda mais com a utilizagdo da imuno-
histoquimica®36.59

O uso de imunocoloragdo para S100 em nosso estudo aumentou
significativamente o numero de casos PNI positivos (p=0,004), mostrando resultado
quase 3 vezes maior, passando de 7 (17,9%) casos em H&E, para 20 (51,3%) casos
com S100. Schmitd et al.8 e Shen et al.%® descreveram aumento de 22,5% e 39,0%
em H&E, para 33,8% e 51,0% com o uso da imuno-histoquimica para S100,
respectivamente. Resultados semelhantes foram descritos por Kurtz et al.®f,

revelando incidéncia de PNI de 62,0% em H&E, aumentando para 82,0% com o uso
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da imuno-histoquimica para S100. De fato, a imuno-histoquimica com anti-S100 tem
sido descrita como o método de maior acuracia no diagnostico de PNI36:59, Portanto,
apenas os casos diagnosticados com auxilio da imunocoloragao para S100 e Ki67
(n=39) (Tabelas 5 e 6) entraram na discuss&o a seguir, com excegado da sobrevida
(n=128) (Tabela 4).

Diversos estudos relacionaram PNI com variaveis clinico-patologicas. Shen et
al.%® mostraram que tumores menores (T1 e T2) representaram a maioria (69,5%) dos
casos positivos para PNI. Além disso, 32 (72,7%) dos 44 tumores em estadiamento |l
e |V, e 23 (76,6%) dos 30 casos com metastase linfonodal, relevaram a presencga de
PNI. Os estudos de Alkhadar et al.' e Kurtz et al.3¢ corroboram com a maioria desses
resultados, mostrando que tumores em estadiamento avangado e pacientes com
linfonodos comprometidos, apresentaram maiores porcentagens de PNI. Entretanto,
Alkhadar et al.'" observaram que 23,0% (n=18) dos casos positivos para PNI eram
representados por tumores maiores (T4), enquanto apenas 7,3% (n=26) dos casos
sem PNI tinham esse tamanho. Nair et al. também observaram a prevaléncia de PNI
em tumores maiores (T3 e T4) e em casos com metastase linfonodal. Em nosso
trabalho, os resultados mostraram que tumores T2, T3 e T4 tiveram uma prevaléncia
de PNI muito semelhantes, com maior porcentagem em tumores T2 (56,3%). De outra
parte, nos tumores T1 (n=5), apenas 20% (n=1) apresentou PNI. Além disso,
observamos maiores porcentagens de PNl em tumores N2 (60,0%) e N3 (100,0%) e
menor nos tumores N1 (40,0%), este que mostrou uma prevaléncia de PNI menor que
tumores NO (50,0%). Dos tumores em estadiamento Ill, 5 (71,4%) dos 7 casos
mostraram PNI, representando o estadio com maior porcentagem de casos PNI
positivos.

Todos os pacientes (100,0%) com idade igual ou menor a 50 anos
apresentaram PNl em nosso estudo (n=4). Nessa faixa etaria, apesar de né&o
significante, a porcentagem de casos PNI positivos foi mais que o dobro comparado
com os pacientes com mais de 50 anos (46,0%). No estudo de Shen et al.%°, mais da
metade (55,2%) dos pacientes <50 anos apresentaram PNI, além de representarem o
grupo com o maior nimero de casos positivos para PNI (n=32). Ja Laske et al.®
observaram que apenas 6 (35,3%) dos 17 pacientes com PNI tinham <50 anos.

Em 2018, Baumeister et al.?' investigaram a relagédo entre PNI e o uso de
tabaco em 178 casos de CEC de cabeca e pescocgo, representados em sua maioria
por tumores de cavidade oral e orofaringe (90,4%). Os autores mostraram que PNI foi
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detectada mais frequentemente em pacientes fumantes (34,7%) e ex-fumantes
(26,1%), quando comparados a nao fumantes (10,3%). Curiosamente, embora nao
significante (p=0,182), revelamos que pacientes fumantes + etilistas mostraram
chance cerca de 2 vezes maior de apresentar PNl comparados a pacientes nao
expostos a esses fatores de risco, ou a pacientes apenas tabagistas, corroborando
com este estudo.

Embora ndo demonstrada em outros trabalhos*811223659 g recidiva
locorregional associada a PNI apresentou resultados significativos em nosso estudo.
Dentre os pacientes com recorréncias (n=10), 7 (70,0%) pacientes eram PNI-positivos,
em todos os casos, PNI intraneural, demonstrando significancia estatistica em
comparagdo a invasdes >33% ou envolvimento total do nervo (p=0,001). Tal
associagdo também foi observada de forma significante por Aivazian et al.*,
entretanto apenas em casos com nervos >1mm acometidos e PNI de forma multifocal.
Laske et al.”® mostraram 10 casos (58,8%) com recorréncia locorregional em 17
pacientes positivos para PNI, dos quais dois casos invadiram o endoneuro.

De forma interessante, nossa amostra demonstrou maioria de pacientes do
género feminino em estadios | e Il (66,7%), mas quatro (66,7%) das seis mulheres
incluidas no estudo apresentaram recidiva locorregional, representando um numero
muito maior quando comparado a taxa de recorréncia geral do estudo (25,6%). Esses
dados nos mostraram que pacientes do género feminino tem 9 vezes mais chance de
apresentar recidiva locorregional do que homens (p=0,028), o que se mostra mais
importante ainda considerando que os tumores eram iniciais. Além disso, é importante
ressaltar que 75,0% (n=3) das mulheres com recorréncia eram positivas para PNI,
todas de forma intraneural.

Autores tem discutido se o didametro do nervo invadido pelas células tumorais
teria relevancia clinica, especialmente PNI em nervos menores, com diametro <1mm.
Brandwein-Gensler et al.® e Aivazian et al.3° associaram a presenca de PNI em
nervos >1mm de didmetro com recorréncia locorregional e baixa taxa de sobrevida,
sendo um fator preditivo para esses desfechos no CEC oral. De outra parte, Schmitd
et al.® mostraram PNI acometendo principalmente nervos pequenos (<1mm de
didmetro), e mesmo assim, PNI impactou na sobrevida dos pacientes. Nosso estudo
nao considerou o tamanho dos nervos invadidos, entretanto 16 (80,0%) pacientes
positivos para PNI foram detectados apenas pela imunocoloragao (S100), ndo sendo
detectados pela coloragdo H&E. Desses, 7 (43,7%) casos com PNI apresentaram
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recidiva locorregional, sendo 5 (71,4%) tumores em estadio inicial (4 casos T2NOMO
e 1 caso TINOMx). De fato, considerando PNI como fator preditivo para recorréncia
locorregional e o aumento significativo de casos positivos de PNI diagnosticados pela
imuno-histoquimica, sugerimos o uso de imunocoloragdo no diagnostico de PNI,
independentemente do tamanho do nervo.

Finalmente, diversos estudos tém relacionado sobrevida com PNI, e a presenca
de PNI no CEC oral parece diminuir ainda mais a taxa de sobrevida dos pacientes. No
estudo de Spoerl et al.??, os valores de sobrevida global e sobrevida livre da doencga
revelaram reducédo significativa em pacientes com PNI. Casos negativos para PNI
mostraram sobrevida global e livre da doenca em 5 anos de 67,0% e 60,6%
respectivamente, enquanto pacientes positivos para PNI apresentaram taxas de
38,8% para sobrevida global e 42,0% para sobrevida livre da doenca. Laske et al.®
observaram diminuicdo de 30,3% na sobrevida global e 33,3% na sobrevida livre da
doenca em 5 anos em pacientes que apresentaram PNI no CEC oral. Subramaniam
et al.?’ revelaram que pacientes com PNI mostraram menores taxas de sobrevida
global tanto em tumores T1 (75%), quanto em tumores T2 (50%), comparados a
pacientes negativos para PNI, com taxas de 90,0% e 77,0%, respectivamente.
Schmitd et al.® revelaram menores taxas de sobrevida global e livre da doenca
associadas a presenga de PNI, embora néo significativas. Zanoni et al.? relataram que
PNI pode ser considerada um preditor independente tanto na sobrevida global, quanto
na sobrevida livre da doenga em 5 anos.

Nosso trabalho mostrou uma taxa de sobrevida global em 5 anos extremamente
baixa, cerca de 28,1%, e tal fato pode ser explicado pelo elevado numero de casos
em estadios mais avangados (76,5%) incluidos nessa analise. Entretanto, a presenca
de PNI nos tumores nao revelou diferengas significativas, e pacientes com e sem PNI
apresentaram taxas de sobrevida muito semelhantes, cerca de 28,5% e 28,0%

respectivamente.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia proposta e os resultados obtidos, podemos

concluir que:

a) A analise histologica dos CECs orais com auxilio de imuno-histoquimica
para S100 melhora a acuracia diagnodstica de PNI, reduzindo os erros alfa e
beta.

b) Alto escore de Ki67 no CEC oral pode ser considerado fator preditivo de
metastase linfonodal.

c) PNI intraneural no CEC oral pode ser considerada fator preditivo para
recidiva locorregional.

d) As taxas de sobrevida dos pacientes positivos e/ou negativos para PNI
foram extremamente baixas, entretanto ndo mostraram diferengas

significativas entre si.
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