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RESUMO

A reacdo de células gigantes multinucleadas (CGM) tem sido relatada em carcinomas de células
escamosas (CCE) que acometem diversas localiza¢cBes anatdbmicas. No CCE de lingua oral
(CCELO), a natureza dessa reacao e sua relacdo com o comportamento clinico e o progndstico
dessa neoplasia maligna néo estéo totalmente compreendidas. Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo avaliar a frequéncia e a distribuicdo da reacdo de CGMs no CCELO e verificar
a associacdo desse achado microscépico com pardmetros clinicopatoldgicos (sexo, idade,
tamanho/ extensdo do tumor, metastase linfonodal regional e a distancia, estagio clinico e grau
histopatoldgico de malignidade). Foi realizado um estudo observacional, analitico e com corte
transversal, cuja amostra foi composta por 61 casos de CCELO obtidos do Servigo de Anatomia
Patologica do Hospital Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB. Os dados clinicos foram
coletados por meio de prontuarios médicos. Sob microscopia de luz, dois avaliadores
previamente treinados examinaram cortes histologicos corados em hematoxilina e eosina para
identificar a presenca e distribuicdo da reagdo de CGMs em campos de grande aumento (high
power fields - HPF). Com base na mediana de HPFs apresentando a reagdo de CGMs, os casos
foram classificados como: distribui¢ao focal (< 5 HPF) ou distribuicdo difusa (> 5 HPF). No
estudo imunoistoquimico, o anticorpo anti-CD68 foi utilizado a fim de confirmar a natureza
monocitica/ macrofagica das CGMs. Os testes do Qui-quadrado e exato de Fisher foram
utilizados com o objetivo de analisar as possiveis associagdes entre a presenga e a distribuicao
da reagdo de CGMs e os parametros clinicopatoldgicos. O nivel de significancia estabelecido
foi de 5% (p < 0,05). Vinte e um (34,4%) casos de CCELO apresentaram a reacdo de CGMs,
com maior frequéncia do padrao de distribuicdo focal (n = 12; 57,1%). A frequéncia da reacédo
de CGMs foi 2,75 vezes maior nas neoplasias sem metastase nodal regional do que nas
neoplasias com metéastases linfonodais (p = 0,027; RP: 2,75; 95% IC: 1,05-7,20). A ocorréncia
desse achado microscépico foi 3,37 e 3,36 vezes maior, respectivamente, nos CCELOs que se
apresentavam em estagios clinicos iniciais (p = 0,006; RP: 3,37; 95% IC: 1,28-8,85) e bem
diferenciados (p = 0,001; RP: 3,36; 95% IC: 1,51-7,48), quando comparados aos casos que se
apresentavam em estagios clinicos avancados e moderadamente/pobremente diferenciados. A
presenca da reacdo de CGMs ndo revelou associacdo estatisticamente significativa com o
tamanho do tumor (p = 0,152), a metastase a distancia (p = 0,654), o sexo (p = 0,547) e a idade
dos pacientes (p = 0,202). Além disso, ndo foi constatada associacdo estatisticamente
significativa entre a distribuicdo da reacdo de CGMs e os parametros clinicopatoldgicos
analisados (p > 0,05). Em conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem que a auséncia
da reacdo de CGMs pode constituir um indicador de comportamento bioldgico mais agressivo
nos CCELOs. Além disso, a associacdo desse achado microscopico com o grau histopatoldgico
de malignidade dos CCELOs sugere que 0 mesmo pode representar uma resposta do tipo corpo
estranho a ceratina nessas neoplasias malignas.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; Lingua; Células gigantes; Imuno-
histoquimica.



ABSTRACT




ABSTRACT

The multinucleated giant cell (MGC) reaction has been reported in squamous cell carcinomas
(SCC) from several anatomical locations. In oral tongue SCC (OTSCC), the nature of this
reaction and its relationship with the clinical behavior and prognosis of this malignancy are not
fully understood. Thus, this study evaluated the frequency and distribution of the MGCs
reaction in OTSCC and verified the association of this microscopic finding with
clinicopathological parameters (sex, age, tumor size/ extension, node metastasis, distant
metastasis, clinical stage and histopathological grade of malignancy). An observational,
analytical and cross-sectional study was carried out and the sample consisted of 61 cases of
OTSCC obtained from the Pathological Anatomy Service of Napoleao Laureano Hospital/ Joao
Pessoa - PB. Clinical data were collected through medical records. Under light microscopy, two
previously trained evaluators examined the histological sections stained in hematoxylin and
eosin to identify the presence and distribution of the MGCs reaction in high power fields
(HPFs). Based on the median of HPFs presenting MGCs reaction, cases were classified as: focal
distribution (< 5 HPF) or diffuse distribution (> 5 HPF). In the immunohistochemical study, the
anti-CD68 antibody was used to confirm the monocytic/ macrophagic nature of the MGCs. The
Chi-square and Fisher's exact tests were used to analyze possible associations between the
presence and distribution of the MGCs reaction and the clinicopathological parameters. The
level of significance was set at 5% (p < 0.05). Twenty-one (34.4%) cases of OTSCC presented
MGCs reaction, with higher frequency of focal distribution pattern (n = 12; 57.1%). The
frequency of MGCs reaction was 2.75 times higher in neoplasms without regional nodal
metastasis than in neoplasms with lymph node metastases (p = 0.027; PR: 2.75; 95% CI: 1.05-
7.20). The occurrence of this microscopic finding in early clinical stages tumors and well
differentiated cases was 3.37 and 3.36 times higher when compared to advanced clinical stages
(p =0.006; PR: 3.37; 95% ClI: 1.28-8.85) and moderately/poorly differentiated (p = 0.001; PR:
3.36; 95% CI: 1.51-7.48), respectively. The presence of the MGCs reaction did not reveal a
statistically significant association with the tumor size (p = 0.152), distant metastasis (p =
0.654), sex (p = 0.547) and patients age (p = 0.202). In addition, no statistically significant
association was found between the distribution of the MGCs reaction and the
clinicopathological parameters analyzed (p > 0.05). In conclusion, the results of the present
study suggest that the absence of MGCs reaction may constitute an indicator of a more
aggressive biological behavior in OTSCCs. In addition, the association of this microscopic
finding with the histopathological grade of malignancy in OTSCCs suggests that it may
represent a foreign body reaction to keratin in these malignancies.

Keywords: Squamous cell carcinoma; Tongue; Giant cells; Immunohistochesmitry.
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1 INTRODUCAO

Com incidéncia de 200.000 novos casos por ano em todo o mundo (SHIELD et al.,
2017), o carcinoma de células escamosas (CCE) é a neoplasia maligna mais frequente da
cavidade oral. O CCE oral (CCEO), que exibe etiologia multifatorial associada ao uso do tabaco
e &lcool (SURESH et al., 2019), é usualmente diagnosticado em homens na sexta década de
vida e afeta a lingua com maior frequéncia (PIRES et al., 2013; FENG et al.,, 2017
BUCHAKUJIAN et al., 2018). Registros de cancer em todo o mundo revelam um aumento na
incidéncia do CCE de lingua oral (CCELO), variando de 0,4% a 3,3% ao ano (NG et al., 2017).
Além disso, apesar dos avangos no tratamento dos pacientes com CCELO, estudos revelam
taxas de sobrevida em cinco anos inferiores a 54% (NOBREGA et al., 2018; MUKDAD et al.,
2019).

InteracBes entre células do sistema imune e células neoplasicas, no microambiente
tumoral, tém sido alvo de investiga¢Oes para o desenvolvimento de imunoterapias contra 0s
CCEs (JIN; QIN, 2020). Dentre as células inflamatorias existentes nesse microambiente,
destacam-se os macrofagos (ESSA et al., 2014; ESSA et al., 2016; WU; DAI, 2017). Essas
células, derivadas dos mondcitos circulantes do sangue ou da proliferacdo local de macré6fagos
teciduais (LEITE et al., 2015; RUBIO et al., 2019), possuem ampla plasticidade funcional e
sdo capazes de se polarizarem em dois fendtipos principais: macréfagos classicamente ativados
(M1) e macrofagos ativados de forma alternativa (M2) (LEITE et al., 2015; SCUTTI et al.,
2016; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018).

Os macrofagos também séo capazes de realizar fusdo e dar origem a células gigantes
multinucleadas (CGMs) (ANDERSON, 2000; VIGNERY, 2005; BRODBECK; ANDERSON,
2009; PATIL; RAO; GAVANI, 2013; ARAMIN et al., 2019). Esse processo, modulado por
combinagBes de diversas citocinas, receptores, moléculas de adesdo e mediadores quimicos,
incluindo interleucina-4 (IL-4), interleucina-13 (IL-13), quimiocina CCL2, DC-STAMP,
STAT6, E-caderina, CD36 e TREM-2 (DEFIFE et al., 1997; KYRIAKIDES et al., 2004;
MORENO et al., 2007; HELMING; GORDON, 2009), pode resultar na formacdo de CGMs
com diferentes fenotipos, a exemplo das CGMs do tipo corpo estranho, do tipo Langhans e
semelhantes a osteoclastos (ARAMIN et al., 2019). A consideravel variacao fenotipica desses
tipos celulares, que estdo envolvidos em processos biologicos diversos, é suportada por
diferengas nos perfis imunoistoquimicos dos varios tipos de CGMs (ARAMIN et al., 2019).

Embora apresentem importantes variagdes nos perfis de imunoexpresséo, CGMs de origem
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monocitica/ macrofagica compartilham a positividade ao anticorpo anti-CD68 (SHISHIDO-
HARA et al., 2010; MOGHADDAM et al., 2018; ARAMIN et al., 2019).

A reacdo de CGMs tem sido reportada em CCEs que acometem diversas localizac6es
anatdmicas, como pulmao, colo uterino, pele, vesicula, mama, figado, tireoide e esdéfago
(AKATSU et al., 2006; BROOKS et al., 2009; SHISHIDO-HARA et al., 2010; YOZzZU;
GLENGARRY; AHMED, 2011; YU et al., 2014; DIOSCORIDI; BISOGNI; FRESCHI, 2015;
KONG et al., 2015; LEE, 2016). Embora a natureza dessa reacdo permaneca em discussdo na
literatura, alguns estudos indicam um carater reativo de provavel fenotipo osteoclastico
(EMANUEL; SHIM; PHELPS, 2007; ALEMAN-MEZA et al., 2014). Além disso, ha
evidéncias de que a reacdo de CGMs pode desempenhar fungdes pré-tumorais (SHISHIDO-
HARA et al., 2010; HATANO et al.,, 2014) e, adicionalmente, contribuir para um
comportamento mais agressivo dos CCEs (BROOKS et al., 2009; DIOSCORIDI; BISOGNI;
FRESCHI, 2015; CHUNG et al., 2016; MOGHADDAM et al., 2018).

Estudos sobre a reacdo de CGMs em CCEOs sdo escassos (BURKHARDT;
GEBBERS, 1977; BRANDWEIN; GENSLER, 2005; PATIL; RAO; GAVANI, 2013; ESSA et
al,. 2014; SANTOS et al., 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018) e, neste sentido, seu
potencial envolvimento na progressdo e no comportamento biolégico dessas lesdes permanece
pouco compreendido. Além disso, a natureza dessas CGMs no CCEO tem sido caracterizada
ora como uma reacdo com fen6tipo osteocléastico (SANCHEZ-ROMERO et al., 2018), ora
como uma reacdo do tipo corpo estranho em resposta a ceratina produzida pelas células
neoplasicas (PATIL; RAO; GAVANI, 2013; ESSA et al,. 2014; SANTOS et al., 2017).

Até o presente momento, ndo ha estudos que tenham avaliado a relacdo entre a
presenca da reacdo de CGMs e o comportamento bioldgico dos CCELOs (Pubmed DataBase,
acesso em 30/11/2020). Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a frequéncia e
a distribuicdo da reacdo de CGMs em CCELOs e relacionar esse achado microscopico com
parametros clinicopatoldgicos (sexo, idade, tamanho/ extensao do tumor, metastase linfonodal
regional e a distancia, estagio clinico e grau histopatologico de malignidade). Pretendeu-se,
com esta pesquisa, contribuir para um melhor entendimento sobre a influéncia da reagéo de

CGMs na progressédo tumoral dos CCELOs.
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2 METODOLOGIA

2.1 ASPECTOS ETICOS

Em consonancia com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/ Ministério
da Saude, a presente pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisas envolvendo
Seres Humanos (Plataforma Brasil) e submetida a anélise pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Conforme parecer n° 24294813.9.0000.5187
(ANEXO A), seu protocolo foi aprovado.

2.2 TIPO DE ESTUDO

Tratou-se de um estudo observacional, analitico e com corte transversal, caracterizado
pela avaliagdo da frequéncia, distribuicdo e das caracteristicas imunoistoquimicas (CD68) da
reacao de CGMs em casos de CCELO. Ademais, foram estabelecidas relagdes com parametros
clinicopatoldgicos (sexo, idade, tamanho/ extensdo do tumor, metastase em linfonodos
regionais, metastase a distancia, estagio clinico e grau histopatoldgico de malignidade) dos

Casos.
2.3 POPULACAO

A populagao do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCELO
diagnosticados e arquivados no Servico de Anatomia Patologica do Hospital Napoledo
Laureano/ Jodo Pessoa — PB, no periodo de Janeiro de 2000 a Setembro de 2015.
2.4 AMOSTRA

Por meio da técnica de amostragem do tipo nao probabilistica, por conveniéncia, foram
selecionados 61 casos de CCELO. Todas as amostras estavam emblocadas em parafina e foram
advindas do servigo anteriormente citado.

2.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CCELO tratados por excisao cirurgica,
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0s quais possibilitaram a avaliacdo do front de invasdo tumoral. Além disso, s6 foram incluidos
na pesquisa os casos cujos prontudrios continham informagdes relativas ao sexo e idade dos
pacientes, bem como a localizagdo anatomica da lesdao, tamanho/ extensao do tumor, metéstase

linfonodal regional, metastase a distancia e estagio clinico.
2.4.2 Critérios de exclusiao

Foram excluidas da amostra, as lesdes de pacientes submetidos previamente a
radioterapia ou quimioterapia. Adicionalmente, foram excluidos da pesquisa os casos que nao
apresentavam quantidades suficientes de material bioldgico para realizacdo dos estudos
morfoldgico e imunoistoquimico.

2.5 VARIAVEIS

As variaveis independentes e dependentes, analisadas no presente estudo, estdo listadas

nos Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Elenco de variaveis independentes analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA
) Feminino
Sexo Sexo do paciente )
Masculino
Idade Idade do paciente (em anos) -
Tl
T2
Tamanho do tumor Tamanho/ extensao do tumor primario 3
T4
NO
Metastase linfonodal _ N1
_ Metastase em linfonodos regionais
regional N2
N3
MO
Metastase a distancia Metastase a distancia M
Classificagdo da lesdo considerando o | Estagio I
Estagio clinico tamanho do tumor (T), a metastase | Estagio Il
regional (N) e a metastase a distancia (M) | Estagio III
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Estagio IV

Grau histopatologico de
malignidade proposto Classifica¢do histopatologica do tumor | Bem diferenciado

pela OMS (CARDESA | considerando o grau de diferenciagdo | Moderadamente diferenciado
et al., 2005; SLOAN et | celular Pobremente diferenciado

al., 2017)

Quadro 2. Elenco de varidveis dependentes analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA
Frequéncia da reacdo Presenca ou auséncia da reacdo de Presente
de CGM CGM Ausente
Distribui¢do da reagdo | Numero de HPF (400x) contendo Distribuigdo focal (< 5 HPF)
de CGM reacdo de CGM Distribuicdo difusa (> 5 HPF)

2.6 ESTUDO CLINICO

Por meio de prontuarios medicos, foram coletados dados relativos a idade e ao sexo
dos pacientes. Considerando os parametros apresentados na sexta edicao da Classificacdo TNM
dos Tumores Malignos (SOBIN; WITTEKIND, 2002), apresentados nos Quadros 3 e 4, foram
obtidas informacdes sobre a localizacdo da lesdo, o tamanho do tumor, a presenca de metéastase
em linfonodos regionais e a distancia e ao estagio clinico. Os dados recolhidos foram anotados
em uma ficha especifica (APENDICE A).

Quadro 3. Sistema de estadiamento clinico TNM para o CCE oral, preconizado por Sobin e
Wittekind (2002).

TAMANHO/ EXTENSAO DO TUMOR PRIMARIO (T)

TX | O tumor primério ndo pode ser avaliado

TO | Néo ha evidéncia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ

T1 | Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 | Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensédo

T3 | Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

T4a | Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical dssea, musculos profundos/ extrinsecos da

lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seios maxilares ou pele da face
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T4b | Tumor que invade o0 espaco mastigador, laminas pterigoides ou base do cranio ou envolve
artéria carétida interna
ENVOLVIMENTO DE LINFONODO REGIONAL (N)

NX | Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO | Auséncia de metéstase em linfonodos regionais

N1 | Metastase em um unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior

dimensao

N2 | N2a— Metastase em um tnico linfonodo homolateral com mais de 3 cm e até 6 cm em sua
maior dimensao

N2b — Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensao

N2c¢ — Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6

cm em sua maior dimensao

N3 | Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao

ENVOLVIMENTO POR METASTASES DISTANTES (M)

MX | A presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metastase a distancia

M1 | Metastase a distancia

Quadro 4. Categorias de estadiamento clinico TNM para o CCE oral, preconizado por Sobin e

Wittekind (2002).

ESTAGIO CLASSIFICACAO TNM
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio | T1 NO MO
Estagio Il T2 NO MO
Estagio Il T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

Estagio IVA T1,T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Estagio IVB Qualquer T N3 MO

T4b Qualquer N MO
Estagio IVC Qualquer T Qualquer N M1
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2.7 ESTUDO MORFOLOGICO

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com Sum de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro e,
posteriormente, submetidos a coloragdo de rotina da hematoxilina e eosina. Dois examinadores
previamente treinados analisaram a presenca ou auséncia da reacdo de CGMs sob microscopia
optica (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE). Critérios
histologicos para caracterizar a morfologia de uma CGM foram empregados por meio da
adaptacdo da metodologia proposta por Brooks et al. (2009). Assim, para serem consideradas
CGMs, as células deviam: estar localizadas no interior ou adjacente as ilhas/células
neoplasicas, apresentar citoplasma densamente eosinofilico e ter, pelo menos, trés nucleos
regularmente dispersos no citoplasma.

Para a analise da distribuicdo da reacdo de CGMs, adaptou-se a metodologia utilizada
no estudo de Brandwein-Gensler et al. (2005). Dessa forma, foram contabilizados os HPF
(400x) em que as CGMs estavam presentes e, com base no valor da mediana da quantidade de
HPF contendo CGMs, duas categorias referentes a distribuicdo foram estabelecidas: focal (< 5
HPF) e difusa (> 5 HPF). As informacdes obtidas foram transcritas para uma ficha especifica
(APENDICE B).

O grau histopatoldgico de malignidade dos CCELOs foi analisado com base no
sistema da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (CARDESA et al., 2005; SLOAN et al.,
2017). Para isso, toda a extensdo do tumor foi avaliada e as lesGes foram classificadas em:
bem, moderadamente e pobremente diferenciadas. Segundo esse sistema, lesbes bem
diferenciadas se assemelham ao epitélio escamoso normal, enquanto leses moderadamente
diferenciadas demonstram pleomorfismo nuclear distinto e atividade mitotica, incluindo
mitoses atipicas, além de menor ceratinizagdo. Nos carcinomas pobremente diferenciados,
células imaturas sdo predominantes, com numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como
minima ceratinizagdo (CARDESA et al., 2005). Os dados obtidos com esta avaliagdo foram
anotados em fichas apropriadas (APENDICE C).

Ressalta-se que, além do desconhecimento dos dados clinicos relacionados aos casos
por parte dos examinadores durante a analise da reacdo de CGMs e do grau histopatologico de
malignidade dos CCELOs, os casos discordantes foram resolvidos por consenso pelos

examinadores.
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2.8 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

2.8.1 Meétodo imunoistoquimico

A andlise imunoistoquimica foi realizada apenas com os casos contendo reacdo de
CGMs, anteriormente selecionados na analise morfologica. Sendo assim, a amostra
selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida a cortes com 3um
de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro devidamente preparadas com
adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,
USA). Em seguida, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela técnica
baseada em polimeros de dextrano (Reveal™, Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA),
utilizando o anticorpo monoclonal anti-CD68 (QUADRO 5). Cortes histoldgicos de granuloma
periapical foram usados como controle positivo para o anticorpo anti-CD68. O controle
negativo consistiu na omissdo do anticorpo primario no protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Departamento de Odontologia da UEPB descrito a seguir:
e Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);
e Reidratacdo em cadeia descendente de etandis:
e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 11 (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
e Remocdo de pigmentos formdlicos com hidréxido de aménia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
e Lavagem em agua corrente (10 minutos)
e Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
e Recuperacdo antigénica (QUADRO 5);
e Lavagem em agua corrente (10 minutos);
e Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
e Duas incubagdes dos cortes em solucdo de perdxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcdo de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos cada);
e Lavagem em agua corrente (10 minutos);

e Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
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e Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
e Incubacédo dos cortes com anticorpo primario, em solucao diluente (Antibody diluent,
Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara Umida;
e Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
e Incubacdo com anticorpo secundario (Complement, Spring Bioscience Corp.,
Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara umida (30 minutos);
e Passagens rapidas em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (2 trocas);
e Incubacdo com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP Conjugated, Spring
Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);
e Duas passagens em solucao de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
e Revelacdo da reacdo com solucdo cromdgena de 3,3-diaminobenzidina (DAB Substrate
system, Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA) (10 minutos);
e Lavagem em agua corrente (10 minutos);
e Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
e Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (8 minutos);
e Lavagem em agua corrente (10 minutos);
e Desidratacdo em alcool absoluto:
e Alcool etilico absoluto | (5 minutos):;
e Alcool etilico absoluto 11 (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

e Trés passagens em xilol (2 minutos cada);

Montagem em polimero de acrilatos (Entellan® new, Merck KGaA, Darmstadt, DE).

Quadro 5. Especificidade, n° do catalogo, fabricante, dilui¢éo, recuperacdo antigénica e tempo

de incubac&o do anticorpo primario utilizado no estudo.

Recuperacio
Especificidade | N°catilogo | Fabricante | Diluicao Incubacao
Antigénica

Citrato, pH 6,0
CD68 PG-M1 Dako 1:1500 60 minutos
Steamer, 90°C, 30 min

2.8.2 Analise imunoistoquimica

Ap06s o processamento dos cortes histoldgicos e tratamento imunoistoquimico, 0s
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espécimes foram analisados, sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems
Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), por dois examinadores previamente treinados. A andlise
imunoistoquimica foi realizada a fim de verificar a imunorreatividade ao anticorpo anti-CD68,

confirmando, assim, a natureza monocitica/ macrofagica das CGMs.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as analises clinicas e morfoldgicas foram submetidos a
andlise estatistica com o auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
(versdo 20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Estatistica descritiva foi utilizada para caracterizacdo da amostra. Os testes do Qui-
quadrado e exato de Fisher, dependendo da distribuicdo dos casos nas tabelas de contingéncia,
foram utilizados para analisar as possiveis associagdes entre a presenca e a distribui¢ao da
reagdo de CGMs e os parametros clinicopatologicos (sexo, idade, tamanho/ extensdo do tumor,
metastase em linfonodos regionais, metastase a distancia, estagio clinico e grau histopatolégico
de malignidade).

Para todos os testes da presente pesquisa, foi considerado o nivel de significancia de

5% (p < 0,05).
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3 RESULTADOS

Na presente amostra, foi observada uma maior frequéncia de casos de CCELO em
individuos do sexo masculino (n = 38; 62,3%), com uma propor¢do homem:mulher de 1,65:1.
A idade dos pacientes variou de 30 a 91 anos, com média de 65,02 + 14,84 anos. Em relagdo
ao tamanho do tumor, constatou-se maior frequéncia de casos classificados como T2 (n = 28;
45,9%). Auséncia de metastase linfonodal regional foi observada em maior frequéncia (n = 37,;
60,7%). Por sua vez, a presenca de metastase a distancia foi constatada em apenas seis casos
(9,8%). A anélise do estadiamento clinico revelou maior frequéncia dos casos classificados
como estagio | (n =17; 27,9%) e Il (n = 17; 27,9%) (Tabela 1).

Em relacdo ao grau histopatologico de malignidade, verificou-se uma maior frequéncia
dos casos moderadamente diferenciados (n = 30; 49,2%) (Tabela 1). A reacdo de CGMs foi
identificada em 21 (34,4%) dos 61 casos de CCELO (Figura 1) (Tabela 1). Nesses casos, a
quantidade de HPFs variou de 1 a 27 (mediana = 5). Os casos com <5 HPFs contendo a reagéo
de CGMs foram classificados como uma distribuicdo focal de CGMs e aqueles com > 5 HPFs
como uma distribuicao difusa. Doze (57,1%) casos apresentaram distribuicdo focal (Tabela 1).
Ressalta-se que, em todos o0s casos, as CGMs exibiram positividade citoplasmatica para CD68
(Figura 1D).

N&do foram constatadas associaches estatisticamente significativas entre a
presenca/auséncia da reacdo de CGMs e 0 sexo (p = 0,547) e a idade dos pacientes (p = 0,202)
(Tabela 2). Em relacdo as carateristicas clinicas dos CCELOs, foi observada associacdo
significativa entre a auséncia da reacdo de CGMs e a presenca de metéstases linfonodais
regionais (p = 0,027) e estagios clinicos avancados (p = 0,006) (Tabela 2). Nao foram
constatadas associacdes estatisticamente significativas entre a presenca/auséncia da reacdo de
CGMs e o tamanho do tumor (p = 0,152) e a metastase a distancia (p = 0,654). Em relacdo ao
grau histopatologico de malignidade, houve forte associacdo entre a auséncia de reacdo das
CGMs e os tumores moderadamente / pobremente diferenciados (p = 0,001) (Tabela 2).

A frequéncia da reacdo de CGMs foi 2,75 vezes maior nos tumores sem metastase
nodal regional do que nos tumores com presenca de metéstases linfonodais (RP: 2,75; IC 95%:
1,05-7,20). Ademais, a ocorréncia desse achado microscopico foi 3,37 e 3,36 vezes maior,
respectivamente, nos CCELOs que se apresentavam em estagios clinicos iniciais (RP: 3,37;
95% IC: 1,28-8,85) e bem diferenciados (RP: 3,36; 95% IC: 1,51-7,48), quando comparados
aos casos que se apresentavam em estagios clinicos avangados e moderadamente/pobremente
diferenciados (Tabela 2).
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Na avaliacdo da distribuicdo da reacdo de CGMs nos CCELOs, a andlise estatistica
revelou auséncia de associacdo significativa com o sexo (p = 0,087) e a idade (p = 1,000) dos
pacientes (Tabela 3). De forma similar, ndo foram constatadas associacdes estatisticamente
significativas entre a distribuicdo da reacdo de CGMs e o tamanho/ extensdo do tumor (p =
1,000), a metéastase linfonodal regional (p = 0,603), a metastase a distancia (p = 0,429), o estéagio
clinico (p = 0,603) e o grau histopatoldgico de malignidade (p = 0,523) das lesdes (Tabela 3).

Tabela 1. Distribuicdo dos casos de CCELO de acordo com os parametros clinicopatoldgicos.

Parametros clinicopatoldgicos n (%)

Sexo

Masculino 38 (62,3)

Feminino 23 (37,7)
Tamanho do tumor

T1 19 (31,1)

T2 28 (45,9)

T3 8(13,1)

T4 6(9.8)
Metastase regional

NO 37 (60,7)

N1 13 (21,3)

N2 6 (9,8)

N3 5(8,2)
Metéstase a distancia

MO 55 (90,2)

M1 6 (9,8)
Estagio clinico

Estégio | 17 (27,9)

Estégio Il 17 (27,9)

Estégio 111 15 (24,6)

Estéagio IV 12 (19,7)
Grau Histopatolégico

Bem diferenciado 26 (42,6)

Moderadamente diferenciado 30 (49,2)

Pobremente diferenciado 5(8,2)

Reacdo de CGMs
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Presente
Ausente

Quantidade de HPFs com reacdo de CGMs

<5 HPFs
> 5 HPFs

21 (34,4)
40 (65,6)

12 (57,1)
9 (42,9)

Tabela 2. Distribuicdo dos casos de CCELO de acordo com a presenca de CGMs e 0s

pardmetros clinicopatoldgicos.

Reacdo de CGMs
Parametros clinicopatol6gicos Presente Ausente P IC 95%
n (%) n (%)

Sexo
Masculino 12 (31,6) 26 (68,4) 0,547* 0,80 (0,40-1,61)
Feminino 9(39,1) 14 (60,9)

Idade
Até 67 anos 9(27,3) 24 (72,7) 0,202* 0,63 (0,31-1,28)
Acima de 67 anos 12 (42,9) 16 (57,1)

Tamanho do tumor
T1 9 (47,4) 10 (52,6) 0,152* 1,65 (0,84-3,25)
T2-T4 12 (28,6) 30 (71,4)

Metastase regional
NO 17 (45,9) 20 (54,1) 0,027** 2,75 (1,05-7,20)
N1-N3 4 (16,7) 20 (83,3)

Metastase a distancia
MO 20 (36,4) 35 (63,6) 0,654** 2,18 (0,35-13,50)
M1 1(16,7) 5(83,3)

Estagio clinico
-1 17 (50,0) 17 (50,0) 0,006** 3,37 (1,28-8,85)
" —1v 4 (14,8) 23 (85,2)

Grau Histopatolégico
Bem diferenciado 15 (57,7) 11 (42,3) 0,001* 3,36 (1,51-7,48)
Moderadamente/pobremente 6 (17,1) 29 (82,9)

diferenciado

*Teste Qui-quadrado **Teste exato de Fisher.
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Tabela 3. Distribuicdo dos casos de CCELO de acordo com a distribuicdo da CGMs e os
pardmetros clinicopatoldgicos.

Reacao de CGMs
Parametros clinicopatologicos <5 HPFs > 5 HPFs P IC 95%
n (%) n (%)
Sexo
Masculino 9 (75,0) 3(25,0) 0,087* 0,37 (0,12-1,10)
Feminino 3(33,3) 6 (66,7)
Idade
Até 67 anos 5 (55,6) 4 (44,4) 1,000* 1,06 (0,39-2,87)
Acima de 67 anos 7 (58,3) 5(41,7)
Tamanho do tumor
Tl 5 (55,6) 4 (44,4) 1,000* 0,95 (0,44-2,02)
T2-T4 7 (58,3) 5(41,7)
Metastase regional
NO 9(52,9) 8 (47,1) 0,603* 0,70 (0,34-1,45)
N1-N3 3(75,0) 1(25,0)
Metéstase a disténcia
MO 12 (60,0) 8 (40,0) 0,429* -
M1 0 (0,0 1 (100,0)
Estégio clinico
-1l 9(52,9) 8 (47,1) 0,603* 0,70 (0,34-1,45)
- 1v 3(75,0) 1(25,0)
Grau histopatoldgico
Bem diferenciado 9 (60,0) 6 (40,0) 0,523* 1,20 (0,48-2,95)
Moderadamente/pobremente 3 (50,0) 3(50,0)

diferenciado

*Teste exato de Fisher.
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Figura 1. Aspectos histopatoldgicos e imunoistoquimico da reacdo de CGMs em CCELO. A)

Fotomicrografia em menor aumento exibindo CCELO com intenso infiltrado inflamatério e
reacdo de CGMs em proximidade com o parénquima tumoral (Hematoxilina e eosina, escala =
200 pm). B-C) CGMs em intima associa¢do com a ceratina e as células neoplésicas de CCELO
bem diferenciado (Hematoxilina e eosina, escala = 100 um). (D) Forte imunorreatividade
citoplasmatica para CD68 em CGMs (Reveal, 50 pum).
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4 DISCUSSAO

A reacdo de CGMs tem sido investigada em diversas neoplasias intra e extraorais
(BROOKS et al., 2009; SHISHIDO-HARA et al., 2010; DIOSCORIDI; BISOGNI; FRESCHI,
2015; BRANDWEIN; GENSLER, 2005; PATIL; RAO; GAVANI, 2013; SANTOS et al.,
2017; SANCHEZ-ROMERQO et al., 2018). Este estudo avaliou a frequéncia e distribuicdo da
reacdo de CGMs em CCELOs e a relagdo desse achado histopatolégico com parametros
clinicopatoldgicos. Os resultados sugerem que a auséncia dessa reacdo esta associada com a
progressao tumoral e 0 comportamento bioldgico mais agressivo dessas neoplasias. Além disso,
sugere-se que a presenca desse achado microscépico representa uma resposta do tipo corpo
estranho a ceratina, em virtude de sua associagdo com o grau histopatolégico de malignidade
dos CCELOs.

Estudos que tenham avaliado a frequéncia da reagdo de CGMs em CCEOs sao escassos
(BRANDWEIN; GENSLER, 2005; SANTOS et al., 2017). Em um estudo que avaliou 292
casos de CCEO, incluindo amostras de CCELOs, Brandwein-Gensler et al. (2005)
identificaram a presenca da reacdo de CGMs em 21% (n = 62) dos casos analisados. Nesse
contexto, Santos et al. (2017), ao analisarem a frequéncia e a distribuicdo da reacdo em CCEs
de labio inferior, observaram a existéncia da reacdo de CGMs em 39,6% (n = 36) dos 91 casos
examinados. Este estudo identificou a presenca da reagdo de CGMs em 34,4% (n = 21) nos 61
casos de CCELO investigados. Desse modo, os achados da presente pesquisa, em conjunto com
os reportados por outros estudos, demonstram que a reacdo de CGMs é um achado
microscopico relativamente comum em CCEOs e de labio inferior.

Até o presente momento, os significados clinico e bioldgico da reacdo de CGMs em
CCEOs nédo sdo bem compreendidos. Brandwein-Gensler et al. (2005) observaram que nédo
houve associacéo estatistica da reagdo de CGMs em CCEOs com a sobrevida geral e recorréncia
local. De forma similar, um estudo em CCEs de labio inferior também observou auséncia de
associacdo significativa desse achado microscopico com os parametros clinicos avaliados
(SANTOS et al., 2017). Em contrapartida, a presente pesquisa revelou associagéo significativa
entre a auséncia da reacdo de CGMs em CCELOs e presenca de metastase linfonodal regional
(p = 0,027), estadgios clinicos mais avancados (p = 0,006) e tumores
moderadamente/pobremente diferenciados (p = 0,001). Em conjunto, tais resultados sugerem
que a auséncia da reacdo de CGMs pode constituir um indicador de maior agressividade nos
CCELGO:s.
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Alguns estudos tém demonstrado que, em carcinomas extraorais, a presenca da reacao
de CGMs pode estar associada a um comportamento biolégico mais agressivo (RYDER et al,
2008; BROOKS et al., 2009; GULUBOVA; IVANOVA, 2019). Em um estudo com carcinoma
papilifero da tireoide (CPT), Brooks et al. (2009) demonstraram que neoplasias com maior
quantidade de CGMs (> 3 células) eram mais propensas a ter extensdo extratireoidiana (p =
0,028) e maior tamanho (2,5 cm) (p = 0,0025) que casos com pouca ou nenhuma CGM. De
forma semelhante, Gulubova e Ivanova (2019) observaram que CPTs com maior densidade de
CGMs (> 3 células) estavam associados a estagios clinicos mais avangados (p = 0,013). As
razBes para 0s papeis aparentemente divergentes da reacdo de CGMs em carcinomas extraorais
e CCEOs ainda sdo desconhecidas, mas podem estar relacionadas a ampla plasticidade
funcional destes tipos celulares.

A maior ocorréncia da reacdo de CGMs em CCELOs bem diferenciados, reportada
neste estudo, pode sugerir que estas células representem uma resposta do tipo corpo estranho a
ceratina produzida pela neoplasia, assim como relatado em outras investigacdes com CCEOs
(PATIL; RAO; GAVANI, 2013) e CCEs de labio inferior (SANTOS et al., 2017). A ceratina
produzida no estroma tumoral € considerada um corpo estranho e sua presenca pode
desencadear uma inflamagéo granulomatosa (PATIL; RAO; GAVANI, 2013). Em virtude da
ineficiéncia dos macrdéfagos mononucleares para a digestdo da ceratina, estas células séo
levadas a se fusionarem para finalizar o processo de degradagdo (SANTOS et al., 2017). Por
outro lado, Sanchez-Romero et al. (2018) identificaram, por meio de imunopositividade para
citogueratinas AE1/AE3, células epiteliais neoplasicas no citoplasma de CGMs em um caso de
CCELO. De acordo com esses autores, a presenca de células epiteliais fagocitadas, sem
aparente ceratinizagcdo ou apoptose, no interior de CGMs, sugere que essa reagcdo nao esteja
associada a ceratina extracelular no microambiente tumoral (SANCHEZ-ROMERO et al.,
2018).

Investigagdes anteriores demonstraram evidéncias da origem monocitica da reagéo de
CGMs em neoplasias malignas ao exibirem positividade ao CD68 em todos os casos (BROOKS
et al., 2009; PATIL; RAO; GAVANI, 2013; ESSA et al., 2014; SANTOS et al., 2017;
MOGHADDAM et al., 2018; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). No que diz respeito ao perfil
de polarizacdo destas células, um estudo sobre CGMs em CCEs de labio inferior sugeriu a
existéncia do fendtipo M1 ao observarem maior expressdo do HLA-DR em comparag¢do com o
CD163, nestas células, pela técnica de imunoistoquimica (SANTOS et al., 2017). Nesse
contexto, Sanchez-Romero et al. (2018) também indicaram o mesmo perfil de polarizagdo em

um relato de CCELO ao detectaram que essas células exibiam positividade ao marcador CD11-
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C, que é comumente utilizado para caracterizar o fenotipo M1 (ALVES; DIEL; LAMERS,
2018). Esse fendtipo é relacionado a atividades antitumorais, com producéo de espécies reativas
de nitrogénio e oxigénio e citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-12 (IL-12) e
interleucina-23 (IL-23) (FUNES et al., 2018).

Ao analisarem 30 casos de CCEOs, Essa et al. (2014) observaram gque as CGMs eram
CD68", CD204" e CD163". O mesmo perfil imunoistoquimico foi constatado por Essa et al.
(2016), em cocultura direta de CGMs com células ZK-1 (linhagem celular derivada de CCE de
lingua), sugerindo uma diferenciacao parcial para o fendtipo M2. Comumente, esse perfil de
polarizagdo € associado a mecanismos pro-tumorais, incluindo a sintese de fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), metaloproteinases de
matriz (MMPs) e citocinas anti-inflamatorias, tais como a interleucina-10 (IL-10) e o fator
transformante de crescimento beta (TGF-B) (LASKIN etal., 2011; LEITE etal., 2015; SCUTTI
etal., 2016; EDHOLM; RHOO; ROBERT, 2017).

No caso de CCELO reportado por Sénchez-Romero et al. (2018), os autores
observaram um perfil fenotipico peculiar para a reacdo de CGMs. A andlise imunoistoquimica
revelou positividade dessas células para o receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK)
e seu ligante (RANK-L), sugerindo um possivel feno6tipo osteoclastico. Por outro lado, na
pesquisa realizada por Santos et al. (2017), a maioria das CGMs no microambiente de CCEs de
labio inferior apresentaram positividade para HLA-DR, sugerindo auséncia de um fenotipo
antigénico osteoclastico. Escassos estudos com carcinomas que acometem outras localizacdes
anatdmicas, como figado e mama, também tém sugerido um possivel fenétipo osteoclastico
para as CGMs (SHISHIDO-HARA et al., 2010; DIOSCORIDI; BISOGNI; FRESCHI, 2015).
Nesse contexto, uma analise imunoistoquimica em dois casos de carcinoma de mama revelou
expressao de marcadores osteoclasticos (MMP-9, MMP-12, VEGF, fosfatase acida resistente
ao tartarato [TRAP] e catepsina K), mas ndao de HLA-DR, em CGMs (SHISHIDO-HARA et
al., 2010). Resultados de estudo in vitro e em modelo xenografico in vivo sugerem que CGMs
com fenotipo osteoclastico podem desempenhar atividades pro-tumorais, contribuindo para o
crescimento neoplasico por estimularem a linfangiogénese atraves da secrecdo do fator de
crescimento vascular endotelial-C (VEGF-C) (HATANO et al., 2014).

Em conjunto, os resultados do presente estudo e os achados imunoistoquimicos
reportados por Santos et al. (2017) e Sanchez-Romero et al. (2018) sugerem um predominio de
CGMs com perfil de polarizagdo M1 no microambiente dos CCELOs. Dessa forma, nessas
neoplasias malignas, as CGMs poderiam desempenhar atividades predominantemente

antitumorais. Ressalta-se, no entanto, a necessidade de estudos para confirmar o perfil de
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polarizacdo das CGMs, bem como investigar um possivel feno6tipo osteocléstico dessas células
no microambiente dos CCELOs. Essas iniciativas seriam importantes para esclarecer os
significados clinico e bioldgico da reacdo de CGMs nessas neoplasias malignas.

Apesar dos importantes achados desta pesquisa, algumas limitagdes devem ser
consideradas. Em particular, deve-se ressaltar o tamanho relativamente pequeno da amostra de
CCELOs e a auséncia de dados referentes a sobrevida dos pacientes. Essas observacGes
destacam a necessidade de novas investigacdes para uma melhor compreensao do papel da
reacdo de CGMs na progressao dos CCELOs, bem como sua possivel influéncia no progndstico
destas lesdes.

Em conclusdo, os achados deste estudo sugerem que auséncia da reacdo de CGMs
pode constituir um indicador de comportamento bioldgico mais agressivo nos CCELOs. No
microambiente dessas neoplasias, a presenca desse achado microscopico pode representar uma
resposta do tipo corpo estranho a ceratina produzida pelas células neoplésicas. Ademais, 0s
resultados desta pesquisa alicercam a realizacdo de estudos que avaliem um potencial emprego

da reacdo de CGMs como indicador prognostico nos CCELOs.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a auséncia da reacdo de CGMs pode
constituir um indicador de comportamento biologico mais agressivo nos CCELOs. Além disso,
a associacdo desse achado microscopico com o grau histopatolégico de malignidade dos
CCELOs sugere que 0 mesmo pode representar uma resposta do tipo corpo estranho a ceratina
nessas neoplasias malignas. Os achados desta pesquisa, em conjunto com os resultados
provenientes de estudos com CCEO, alicercam a realizacdo de novas investigacdes que
esclaregcam as funcdes das reacdes de CGMs no microambiente tumoral dos CCELOs, bem
como que possam avaliar sua potencial aplicacdo como indicador progndstico em pacientes

com essas neoplasias malignas.
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APENDICE A - Ficha para coleta de dados referente & analise clinica dos casos de CCELO.

Caso

Parametros
Idade | Sexo | Tamanho Metastase Metastase a Estagio
do tumor | linfonodal regional distancia clinico
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APENDICE B — Ficha para coleta de dados referente a analise morfoldgica da reagdo de CGMs

em CCELDO.

Anélise morfoldgica da reacdo de CGM em CCELO

Caso

Presente

Ausente

Quantidade de HPF
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APENDICE C - Ficha para coleta de dados referente & analise do grau histopatoldgico de
malignidade proposto pela OMS (CARDESA et al., 2005; SLOAN et al., 2017).

Caso

SGHM proposto pela OMS

Bem diferenciado

Moderadamente
diferenciado

Pobremente diferenciado




