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1. INTRODUCAO

O céancer de labio, em especial de labio inferior, é representado
principalmente pelo carcinoma espinocelular (CEC), que revela notavel
prevaléncia entre pessoas de pele clara que trabalham expostas cronicamente a
radiacdo solar (DOMINGUEZ-GORDILLO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2010).
Pacientes com CEC de labio apresentam sobrevida livre de doenca em 5 anos
mais favoravel comparada aos casos intraorais (BHANDARI et al., 2014; XIE et
al., 2016). Lesdes de CEC em labio tem diagnostico precoce favorecido pela facil
visualizacado e podem sofrer tratamento cirirgico amplo, aspectos associados com
melhor prognostico (RENA et al., 2014; SENA et al., 2010). Entretanto, esses
aspectos nao sao suficientes para explicar as baixas taxas de metastases, apesar
da rica vascularizagdo do labio inferior (SOLLAMO et al., 2016).

Nesse sentido, algumas caracteristicas histolégicas podem ser Gteis como
fatores prognésticos em carcinomas. Uma delas € o budding tumoral (BT),
representado por clusters (buds) de células malignas localizadas ndo s6 no fronte
de invasdo tumoral (FIT), mas também em sitios intratumorais, tendo sido
relacionado a aumento do potencial metastatico, inclusive em casos de CEC oral
(ALMANGUSH et al., 2016; WANG et al., 2011).

Além disso, tem-se o0 sistema de gradacdo histolégica dos tumores
proposto por Bryne et al. (1992) que pode ser utilizado para analise do
prognéstico. Nesse sistema classico, uma maior intensidade do infiltrado
inflamatério (especialmente composto por linfécitos) é considerada benéfica para
0 paciente. Entretanto, estudos mais recentes tém demonstrado que o infiltrado
inflamatério pode apresentar efeitos ndo s6 anti, como pro-tumorais (SOUTO,
2011; TRELLAKIS et al.,, 2011). Neutréfilos associados ao tumor podem estar
envolvidos na iniciacdo, invasdo e progressdao do cancer, além do que sua
interacdo com linfécitos no microambiente tumoral tem sido relacionada com
resultados clinicos desfavoraveis e pobre sobrevida em diversos tipos de cancer,
incluindo o CEC oral, quando uma alta razao neutrdfilos/linfécitos (RNL) é
encontrada no sangue, tumor ou ambos (PERISANIDIS et al., 2013; TRELLAKIS
etal., 2011).

Baseando-se no melhor comportamento do CEC em labio, caracteristicas
associadas a pior prognostico no CEC oral também merecem ser avaliadas no
CEC de labio. Portanto, o objetivo desse estudo € avaliar o nimero de neutrofilos
e linfécitos em uma amostra de CEC de labio e verificar sua associacdo com o
grau histolégico dos tumores e o BT.

2. METODOLOGIA
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) (#1143507). Quarenta e
trés espécimes de excisdo de CEC de labio foram recuperadas dos arquivos do
Centro de Diagnéstico das Doencas da Boca (UFPel). Dados clinicos dos
pacientes foram obtidos das fichas de bidpsia. A gradacdo histologica dos
tumores, conforme critérios de Bryne et al. (1992), foi realizada simultaneamente
por dois observadores cegados em relacao as caracteristicas clinicas das lesdes.

Foi realizada técnica imunoistoquimica para a identificacdo de neutrofilos,
linfécitos e citoqueratinas, utilizando os anticorpos CD66b (1:600; clone GF10F5;
BD Biosciences, EUA), CD3 (1:200; clone F7.2.38; Dako Cytomation, Dinamarca)
e um pan de citoqueratinas (1:100; clone AE1l/AEl; Dako Cytomation,
Dinamarca), respectivamente. Para 0os dois primeiros, a recuperacao antigénica
foi realizada com solucdo de Tris-EDTA (pH 9,0), em banho-maria a 96°C,
durante 20 min. J& para o AE1/AE3, utilizou-se solu¢éo de acido citrico (pH 6,0),
em banho-maria a 96°C, durante 30 min. O bloqueio da peroxidase enddgena e
de proteinas, bem como as etapas de deteccdo foram realizadas com solugdes
prontas para uso (Kit Spring BioScience).

A analise do BT foi realizada simultaneamente por dois avaliadores, sendo
identificada primeiramente a area do hot spot (100x). BT foi considerado presente
quando havia células isoladas ou pequenos grupos de no maximo quatro células,
totalizando pelo menos cinco buds em um campo (200x) (UENO et al, 2002;
WANG et al, 2011).

Para a andlise de neutrdfilos e linfocitos, todos os casos foram avaliados
por um unico observador, usando reticulo acoplado a um microscépio Optico.
Andlise semiquantitativa foi realizada, conforme Caldeira et al. (2015). Essas
células foram contadas em cinco campos consecutivos no FIT (400X), sendo a
positividade classificada em relagcdo ao infiltrado total como escore 0 (sem
imunomarcacao), 1 (1-25%), 2 (>25-50%), ou 3 (>50%). O valor médio dos
escores dos cinco campos foi definido como o indice de CD66b* e CD3* para
cada caso, a partir dos quais se pode obter a RNL.

Testes estatisticos foram realizados utilizando o programa SPSS® verséo
22. Frequéncias absolutas e relativas foram estimadas. Qui-quadrado de Pearson,
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram utilizados para verificar a associacao entre
as variaveis. Para todos os testes, o nivel de significancia estabelecido foi 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O padrao classico de ocorréncia do CEC em labio foi confirmado na
amostra avaliada, com maior prevaléncia no sexo masculino, individuos acima
dos 40 anos de idade, pessoas de pele branca, e trabalhadores expostos
cronicamente a radiacéo solar (DOMINGUEZ-GORDILLO et al., 2015; SILVEIRA
et al., 2010). As caracteristicas clinicas e patolégicas dos 43 pacientes podem ser
observadas na Tabela 1.

A analise imunohistoquimica de neutréfilos CD66* e linfocitos CD3*
revelou, a partir dos valores médios gerados para cada caso, que a mediana de
imunomarcacao para neutréfilos foi 0,8 (min 0,0; max 2,4) e para linfocitos 2,0
(min 0,0; max 3,0), portanto, a mediana para a RNL foi 0,4 (0,0 min; max 2,4),
apresentando-se baixa em relacdo a observada em outros estudos, os quais
encontraram associacdo entre alta RNL e pobre progndstico com reduzida
sobrevida (PERISANIDIS et al., 2013; TRELLAKIS et al., 2011). Dessa forma, o
resultado encontrado € provavelmente favoravel para os casos avaliados.

Apesar da andlise do fenétipo anti ou pro-tumoral dos neutréfilos nao ter
sido realizada, acredita-se que eles possam apresentar um perfil benéfico nas
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amostras analisadas, de acordo com o melhor comportamento dos CECs de labio
(BHANDARI et al, 2014; SILVEIRA et al., 2010). Similarmente, atribui-se efeito
protetor para a alta contagem de linfocitos CD3*, de acordo com a hipdtese de
Bryne et al. (1992) para o papel do infiltrado linfocitario no CEC oral.

De acordo com a literatura revisada este parece ser o primeiro estudo que
avalia o BT em CEC de labio, estando presente em 11 (25,6%) e ausente em 32
(74,4%) casos. A presenca de BT esta associada com pior prognostico em varios
tipos de carcinomas (ALMANGUSH et al, 2016; WANG et al, 2011). N&o houve
associacdo estatisticamente significante entre BT e a contagem de neutrdfilos
CD66b* e linfécitos CD3*, entretanto, o padrdo de invasdo (BRYNE et al., 1992) e
a presenca de BT mostraram-se associados (p=0,03), conforme também
revelaram outros estudos (BRANDWEIN-GENSLER et al, 2010; WANG et al,
2011). Este fato sugere que tanto o padréo de invasdo quanto o BT podem refletir
a agressividade do tumor no FIT.

Em relacdo ao sistema de gradacao histologica, a maioria, 36 (83,7%), dos
tumores sdo bem diferenciados, apresentando bom progndéstico, o que esta de
acordo com o que a literatura reporta para o CEC de labio (SENA et al., 2010;
SILVEIRA et al, 2010). O parametro infiltrado inflamatério linfoplasmocitéario do
sistema de Bryne et al. (1992) e a contagem de células CD3* mostraram-se
associados (p=0,03), quando avaliados os parametros desse sistema e a
contagem de neutrofilos CD66b* e linfocitos CD3".

Tabela 1. Analise descritiva das caracteristicas clinico-patolégicas da amostra

(n =43).
Caracteristicas n (%) Caracteristicas n (%)
Sexo Tamanho
Feminino 11 (25,6) T1 (até 2cm) 30 (79,0)
Masculino 32 (74,4) T2 (>2-4) 6 (15,8)
Idade T3 (>4cm) 2 (5,3)
<40 anos 2(4,9) Aspecto Clinico
40-60 anos 16 (39,0) Eritroplasia 2(,1)
>60 anos 23 (56,1) Ulcera 33 (84,6)
Cor de pele” Associagdo™ 4(10,3)
Branca 40 (100) Tempo de evolucéo
N&o-branca 0(0) 0-6 meses 13 (43,3)
Ocupacéo 6-12 meses 6 (20,0)
Ambiente interno 7 (18,0) >12 meses 11 (36,7)
Ambiente externo 24 (61,5)
Aposentado 8 (20,5)

O namero maximo de informacdes perdidas foi para a variavel tempo de evolugao (n=13).
*Percepc¢do do profissional **Eritroplasia+ulcera e Ulcera+leucoplasia

4. CONCLUSOES
Desta forma, nossos resultados podem explicar, em parte, as baixas taxas
de metastase local e sistémica do CEC de labio, uma vez que a baixa infiltracao
de neutrofilos no FIT e a auséncia de BT observados na maioria dos casos podem
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desfavorecer este processo e estarem associadas ao melhor comportamento dos
CECs nesse sitio, quando comparados aos casos de CEC intraorais.
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