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RESUMO

REGO, J. N. I. Aplicabilidade de PD-L1 e infiltrado inflamatério como
biomarcadores de progndéstico em carcinoma epidermoéide de laringe.
2022. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pos-

graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil

Compreender o microambiente tumoral e os agentes de inflamacédo envolvidos
no processo de iniciacao e disseminacao do cancer sao essenciais para revelar
biomarcadores de progressao tumoral, além de esclarecer seu valor
progndstico. Este estudo teve por objetivo avaliar a aplicabilidade de PD-L1 e
infiltrado inflamatério como biomarcadores de progndstico em carcinoma
epiderméide de laringe. Dados clinico-patoldgicos e amostras de tecido tumoral
de 30 pacientes com carcinoma epiderméide de laringe foram obtidos e
analisados. A relacdo neutrdfilo-linfocito foi estabelecida a partir de resultados
de hemograma pré-tratamento. Laminas coradas com hematoxilina e eosina
foram analisadas quanto ao padrdo de infiltrado linfocitario tumoral. Laminas
foram confeccionadas para imuno-histoquimica de dupla marcacdo de
neutroéfilos associados ao tumor e expressdo de PD-L1. Analise estatistica foi
realizada através da associacdo de variaveis, utilizando o teste de qui-
quadrado e exato de Fisher. A relacdo neutrdfilo-linfécito foi dicotomizada de
acordo com o ponto de corte, estabelecido por meio de uma curva ROC.
Sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram estimadas usando o
método de Kaplan-Meier. Comparacdo entre as curvas de sobrevida foram
realizadas com o teste Log-Rank. Os resultados obtidos evidenciaram relacéo
significativa entre baixa relagdo neutrofilo-linfocito e sobrevida global em 36
meses (p=0,005). Nao houve significancia nas correlacées de sobrevida global
com neutrofilos associados ao tumor, infiltrado linfocitario tumoral e PD-L1. Nao
houve também relacdo significante de sobrevida livre de doenca com estes
biomarcadores. As variaveis clinico-patolégicas néo apresentaram relacéo

significativa com os biomarcadores. Estes achados sugerem que a relagéao



neutrofilo-linfécito pode ser considerado um biomarcador de progndéstico em
carcinoma epidermoide de laringe e que outros fatores podem estar associados

ao prognaostico e novas investigacdes tornam-se necessarias para elucidacao.

Palavras-chave: Carcinoma epiderméide de laringe. PD-L1. Infiltrado

inflamatério. Biomarcadores.



ABSTRACT

REGO, J. N. I. Applicability of PD-L1 and inflammatory infiltrate as
prognostic biomarkers in laryngeal squamous cell carcinoma. 2022. 77p.
Dissertation (Master in Biotechnology) — Postgraduate Program in

Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil

Understanding the tumor microenvironment and the inflammatory agents
involved in the process of initiation and dissemination of cancer are essential to
reveal biomarkers of tumor progression, in addition to clarifying their prognostic
value. This study aimed to evaluate the applicability of PD-L1 and inflammatory
infiltrate as prognostic biomarkers in laryngeal squamous cell carcinoma.
Clinicopathological data and tumor tissue samples from 30 patients with
laryngeal squamous cell carcinoma were obtained and analyzed. The
neutrophil-lymphocyte ratio was established from pre-treatment blood count
results. Slides stained with hematoxylin and eosin were analyzed for the pattern
of tumor lymphocytic infiltrate. Slides were prepared for double-labeling
immunohistochemistry of tumor-associated neutrophils and PD-L1 expression.
Statistical analysis was performed through the association of variables, using
the chi-square test and Fisher's exact test. The neutrophil-lymphocyte ratio was
dichotomized according to the cut-off point, established by means of an ROC
curve. Overall survival and disease-free survival were estimated using the
Kaplan-Meier method. Comparisons between survival curves were performed
using the Log-Rank test. The results obtained showed a significant relationship
between low neutrophil-lymphocyte ratio and overall survival at 36 months
(p=0.005). There was no significance in the overall survival correlations with
tumor-associated neutrophils, tumor lymphocytic infiltrate and PD-L1. There
was also no significant relationship of disease-free survival with these
biomarkers. The clinicopathological variables did not show a significant
relationship with the biomarkers. These findings suggest that the neutrophil-

lymphocyte ratio can be considered a prognostic biomarker in laryngeal



squamous cell carcinoma and that other factors may be associated with

prognosis and further investigations are necessary for elucidation.

Keywords: Laryngeal squamous cell carcinoma. PD-L1. Inflammatory infiltrate.
Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

O céancer de laringe € um dos tipos de neoplasia mais comum entre as que
acometem a regido de cabeca e pescocgo e é a 182 causa de 6bitos no mundo
por malignidade. Sua maior incidéncia tem sido observada na populagdo com
idade superior a 40 anos e em individuos do sexo masculino (STEUER et al.,
2017; MINISTERIO DA SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019; KOROULAKIS, 2021) .

O diagnéstico precoce do carcinoma de laringe geralmente est4 associado a
um bom progndostico e em maiores chances de cura (BACK; SOOD, 2005). A
conduta terapéutica geralmente € uma abordagem multidisciplinar desafiadora
uma vez que o 6rgdo esta envolvido na vocalizacdo, respiracdo e degluticao,
mas também contribui para o paladar e olfato . Em geral, a cirurgia e a
radioterapia, isoladas ou em combinacéo, representam as modalidades de
tratamento curativo de preferéncia. Em casos mais recorrentes, avancados e
metastaticos, tratamentos sistémicos também sdo realizados. No entanto,
novas abordagens na conduta terapéutica sao consideradas quando se propde
a controlar a sintomatologia, melhorar a qualidade de vida e aumentar a
sobrevida global e livre de doenca (CHAWLA; CARNEY, 2009; STEUER et al.,
2017).

Com o avanco da ciéncia, terapias-alvo foram desenvolvidas, muitas das quais
tém por objetivo estimular o sistema imunolégico contra o cancer e, com isso
objetiva-se uma melhor resposta ao tratamento com consequente ganho nas
taxas de sobrevida global e livre de doenca (MERCK S/A, 2013).

A inflamagédo persistente associada ao cancer estd relacionada ao
comprometimento e deterioracdo dos processos imunolégicos normais,
contribuindo para a tumorigénese e para a angiogénese. Por isso, cada vez
mais pesquisas vém sendo realizados a fim de explorar o microambiente
tumoral e os agentes envolvidos no processo de iniciacdo e disseminacdo da
doenca (ZHANG; VEERAMACHANENI, 2022; ELMUSRATI; WANG; WANG,
2021; SADEGHI RAD et al., 2021).
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A relacao neutrofilo/linfécito (RNL) € estudada em diferentes grupos de cancer

e tem sido relacionada com prognadstico e sobrevida (DUZLU et al., 2015).

A infiltracdo de células imunes no tecido tumoral e tem aumento significativo de
leucocitos, sendo os neutrdfilos os tipos de leucdcitos que sofrem maior
recrutamento para tumores e desempenham papel fundamental nas respostas
inflamatorias. Os linfocitos T sdo o0s componentes centrais da resposta
antitumoral, regulando a resposta imuno adaptativa e induzindo a resposta
citotbxica aos tumores. Quando em constante exposicdo a antigenos e
estimulacdo persistente, as células T ficam desreguladas, afetando diretamente
a sua funcéo e reatividade, levando-as a disfuncédo e, consequente, exaustédo
celular (CURRY et al., 2014; SADEGHI RAD et al., 2021).

Evidéncias cientificas tém demostrado que as moléculas de checkpoint co-
inibitérias desempenham um papel crucial na exaustao de células T, sendo a
via PD-1 — PD-L1 amplamente estudada devido seu comprovado valor como
alvo terapéutico em inimeras neoplasias (WANG et al., 2018).

Sendo assim, a compreensdo da imunologia do céancer configura objeto
importante de estudo quando pretende-se avaliar potenciais biomarcadores e

sua aplicacao para fins progndésticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA DO CANCER DE LARINGE NO BRASIL E NO MUNDO

O cancer de laringe representa um terco de todos os canceres de cabeca e
pescoco. Mundialmente, entre todos os tipos de cancer, as doencas malignas
da laringe séo listadas como o 22° em termos de incidéncia (0,89% de todos os
canceres), o 18° em termos de prevaléncia (1,44% de todos os canceres), 0
18° em termos de incapacidade [ajustada por ano de vida] (1,50% de todas as
neoplasias) e mortalidade (1,39% de todas as mortes por cancer)
(KOROULAKIS, 2021).

A cada ano cerca de 13.000 pessoas sdo diagnosticadas com cancer de
laringe nos Estados Unidos (KOROULAKIS, 2021). Mundialmente, foram
estimados 184.615 novos casos e 99.840 oObitos pela doenca para o ano de
2020 (Figuras 1 e 2) (SUNG et al., 2021).
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Figura 1 - Numero estimado de novos casos de cancer por topografia ao redor do
mundo para ambos 0s sexos e todas as idades em 2020. Fonte: The Gobal Cancer
Observatory, 2020.
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Figura 2 - Numero de 6bitos por tipo de neoplasia ao redor do mundo para ambos 0s
sexos e todas as idades em 2020. Fonte: The Gobal Cancer Observatory, 2020.

Para o Brasil, sdo esperados 6.470 novos casos em homens e 1.180 novos
casos em mulheres para o periodo de 2020 a 2022, sendo o risco estimado de
6,20 casos novos a cada 100 mil homens e de 1,06 casos novos a cada 100
mil mulheres. Para a populacdo masculina brasileira, a neoplasia de laringe
ocupa o 9° lugar na distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais
incidente estimados para 2020 (Figura 3). No estado do Espirito Santo, para o
ano de 2020, a incidéncia em homens foi estimada em 110 novos casos a cada
100 mil habitantes. Para mulheres o niumero de casos estimado foi menor que
20 a cada 100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE. INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).
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Tragueiz, brinquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do otero 16.590
Estémago 13.360 5,9% Traqueia,bringuio e pulmao 12.440
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tiregide 11.950
Esdfago 3.640 3.9% Estémago 7.870
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Linfoma néo Hodgkin 6.580 2 0% Corpo do atero 6.540
Laringe 6.470 2 0% Linfoma ndo Hodgkin 5.450
Lewcemias 5.920 2 6% Sistema nervoso central 5.220

“Mimeros arredondados para maltiplos de 10

Figura 3 - Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2020 por sexo, exceto pele nao mejanoma. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE.
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 20109.

O tipo histoldgico mais comum € o escamoso, representando 85-90% dos
tumores malignos de laringe (BACK; SOOD, 2005). Aproximadamente 60% dos
pacientes apresentam doenca avancada (estagios Il e 1V) ao diagndstico e,
infelizmente, a taxa de sobrevida de 5 anos tem diminuido nos ultimos 40 anos
(STEUER et al., 2017a).

Os fatores de risco mais frequentemente associados ao desenvolvimento de
cancer de laringe incluem o consumo de tabaco e o consumo de bebidas
alcoolicas, sendo demonstrado um efeito sinérgico quando ambos os fatores se
encontram presentes. A exposicao a varios outros fatores, tais como asbestos,
hidrocarbonetos arométicos policiclicos e poeira téxtil, podem potencialmente
aumentar as chances de desenvolver cancer de laringe. Fatores dietéticos
também tém sido descritos como envolvidos no risco de cancer de laringe, tais
como o consumo de carne vermelha, podem aumentar o risco, enquanto a
ingesta de frutas e verduras é descrita como capaz de exercer potencial efeito
protetivo (STEUER et al., 2017a).

Segundo dados da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do
inglés International Agency for Research on Cancer), o cancer de laringe é a
182 causa de 6bitos por malignidade no mundo, considerando ambos 0s sexos

(site IARC, 2021). Em virtude de sua importancia, € crescente o numero de
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ensaios clinicos ocorrendo ao redor do mundo, seja envolvendo técnicas de
diagndstico, desenvolvimento e/ou aprimoramento de abordagens terapéuticas,
estilo e qualidade de vida, e reabilitacdo do 6rgdo. De acordo com o site

www.clinicaltrials.gov, na atualidade h& o registro de 51 estudos em cancer de

laringe ativos e/ou recrutando ao redor do mundo.

Além dos clinicos, estudos translacionais e epidemiologicos também tém sido
realizados com o intuito de contribuir para melhor compreensao e definicdo de
condutas no cenario de neoplasias de cabeca e pescoco, incluindo a laringe.
Como exemplo, podemos citar o interCHANGE, um estudo coordenado pelo
IARC e conduzido em paises da América Latina, incluindo o Brasil, o0 qual a
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) contribui como centro
participante. O objetivo deste estudo é poder compreender melhor o papel do
HPV, da genética, do consumo de bebidas alcodlicas e do uso de tabaco na
etiologia e nos desfechos clinicos das neoplasias de cabeca e pescoco. Além
disso, espera-se identificar biomarcadores preditivos de recidiva e da

ocorréncia de um segundo tumor primério (INTERCHANGE, 2022).

2.2 LARINGE

Anatomicamente, a laringe é composta pelas cartilagens da tiredide, aritenoide
e cricéide e estd subdivida em trés sitios, supraglote, glote e subglote. A
supraglote consiste na epiglote, cordas vocais falsas, superficies lateral e
superior dos ventriculos, pregas ariepigldticas e aritendides. A glote inclui as
cordas vocais verdadeiras e a comissura anterior. A subglote tem 2 cm de
comprimento e se estende de 10 mm abaixo do apice ventricular até a margem
inferior da cartilagem cricéide (Figura 4) (DEVITA JR; LAWRENCE;
ROSENBERG, 2019; STEUER et al., 2017b).


http://www.clinicaltrials.gov/
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Figura 4 - A anatomia da laringe (THANC GUIDE, 2022).

Fisioldgica e primariamente, a laringe é responsavel pela manutencéo das vias
aéreas, durante a degluticdo e respiracao. Posteriormente, foi elucidada a sua
relacdo com a fonacdo. Denk et al (1998) descrevem a funcdo da laringe
durante a degluticho como protetora da via aérea através do reflexo do
processo de degluticdo que induz ao fechamento laringeo em trés niveis e um
movimento anterossuperior da laringe e do osso hidide, fazendo com que o
alimento ndo seja direcionado para o pulméo, comprometendo a via aérea
laringea. Por sua vez, a via aérea laringea é mantida pela circunferéncia da
cartilagem cricéide. J& a fonacdo pode ser explicada pela teoria mioelastica-
aerodinamica. Essa teoria € baseada no efeito Bernoulli que diz que a presséo
do ar proveniente dos pulmdes, ao passar pela laringe, distancia as pregas
vocais e, em seguida, com a diminuicdo dessa pressdo as pregas vocais
voltam a reaproximar-se. Esse ciclo se repete a cada novo curso de ar
(BEHLAUL, 2001).

2.3 DIAGNOSTICO

Considerando a funcéo fisiolégica da laringe, varios sintomas comuns devem

ser avaliados numa investigacdo clinica, tais como rouquiddo, disfonia,
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dispneia e dificuldade de degluticdo. Esses sintomas podem variar de acordo
com o sitio acometido. As queixas iniciais dos pacientes sao rouquidao e dor a
degluticdo. Em tumores mais avancados 0s principais sintomas incluem
disfagia, perda de peso, mau halito, aspiracdo e obstrucdo das vias aéreas. Ao
exame fisico, uma massa cervical pode ser o primeiro sinal de um céancer
supraglético (DEVITA JR; LAWRENCE; ROSENBERG, 2019).

Como a sintomatologia do cancer de laringe ndo é especifica faz-se necessaria
uma avaliacéo inicial que inclua uma historia detalhada do inicio dos sintomas
e um exame fisico especifico para averiguar os fatores de risco e a severidade
dos sintomas. Essa avaliacdo clinica geralmente € acompanhada de uma
laringoscopia com bidépsia para conclusdo do diagnéstico. Avaliagbes de
imagem por tomografia computadorizada, ressonancia magnética e tomografia
com emissdo de positrons (PET-TC) também sdo requeridas para obter
maiores detalhes quanto ao local, extensdo e acometimento em estruturas

adjacentes ou a distancia dos tumores de laringe (STEUER et al., 2017).

O diagndstico precoce do carcinoma de laringe geralmente esta associado a
um bom progndstico e em maiores chances de cura (BACK; SOOD, 2005). A
conduta terapéutica geralmente é uma abordagem multidisciplinar desafiadora
uma vez que o 6rgdo esta envolvido na vocalizacdo, respiracdo e degluticao,

mas também contribui para o paladar e olfato.

A existéncia de outros tumores primarios sincrénicos é comum, portanto, uma
varredura de outras malignidades primarias do trato aerodigestivo superior
deve ser realizada. Exames por imagens, como a tomografia computadorizada
(TC) e ressonéancia magnética (RM), ambas com uso de contraste, permitem
uma excelente avaliacdo do tumor primario e dos locais de drenagem nodal.
Mais recentemente, a tomografia por emissao de pésitrons (PET-TC) também
vem sendo utilizada para estadiamento, avaliacdo do tratamento e vigilancia e
apresenta vantagem na deteccdo de um tumor primario clinicamente oculto. Os
exames de imagem tornam-se ferramentas importantes para avaliagdo de
outras areas pelo tumor, principalmente nos estagios mais avancados, onde é

dificil identificar todos os critérios apenas com 0 uso da laringoscopia e no
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exame clinico por apalpacdo (AJCC CANCER STAGING MANUAL, 2018;
STEUER et al., 2017).

O tipo histologico predominante € o carcinoma de epidermdide, também
chamado de carcinoma epitelial ou escamoso. As diretrizes de estadiamento
sdo aplicaveis a todas as formas de carcinoma epitelial (AJCC CANCER
STAGING MANUAL, 2018). A avaliacdo histologica € realizada por meio de

analise histopatoldgica, bem como a definicdo do grau de diferenciacdo celular.

2.4 ESTADIAMENTO

O estadiamento € a principal ferramenta de classificacdo utilizada para
pacientes com cancer, pois fornece referéncias capazes de auxiliar na
definicdo do progndstico e da melhor abordagem terapéutica. A American Joint
Committe on Cancer (AJCC) foi fundada em 1959 nos Estados Unidos e em
colaboracdo com a Union for Internacional Cancer Control (UICC) mantém o
sistema que € utilizado em todo o mundo, a classificacdo TNM. Esta
classificacdo fundamenta-se na extensdo da doenca (T) com base no tumor
primério, no comprometimento dos linfonodos regionais (N) e na presenca ou

auséncia de metéstases a distancia (M) (AJCC, 2017).

A AJCC organiza as diretrizes do estadiamento clinico e publicou o seu
primeiro manual em 1977. Em sua versdo mais recente, a 82 edicdo publicada
em 2017 e atualmente em vigor, trouxe como uma das principais modificacfes
para todos os canceres de cabeca e pescoco a inclusdo do extravasamento
capsular na classificacdo de todos os tumores HPV negativos para o
estadiamento linfonodal (ANTONIO et al.,, 2019). O extravasamento capsular
ou extensdo extranodal nos canceres de cabeca e pesco¢o ndo causados pelo
HPV foi considerado importante caracteristica prognéstica e fator critico

durante a revisao do estadiamento.
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De acordo com a Classificacdo Internacional de Doencas para Oncologia (CID-
O, ou International Classification of Disease for Oncology — ICD-O) a laringe é
classificada em 6 categorias considerando sua topografia, conforme
demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Cdodigos de Topografia da Laringe segundo CID-O.

Caddigo Descricédo

Cl10.1 Superficie anterior (lingual) da epiglote

C32.0 Glote

C32.1 Supraglote (superficie laringea)

C32.2 Subglote
Leséo sobreposta da laringe

C32.8 o L )
(Estagio pela localiza¢éo do volume do tumor ou epicentro)
Laringe, ndo especificada

C32.9 o ) _
(Estagio pela localizagéo do volume do tumor ou epicentro)

Fonte: AJCC, 82 edicéo

Para fins de estadiamento clinico, a laringe € dividida em trés regides:
supraglote, glote e subglote. A supraglote é composta pela epiglote (porcées
supra e infra-hidideas), pregas ariepigloticas, aritenoides e bandas
ventriculares (falsas cordas) (Figura 5). A glote € composta pelas superficies
superior e inferior das cordas vocais verdadeiras, incluindo as comissuras
anterior e posterior (Figura 6). A subglote é a regido que se estende desde o
limite inferior da glote até a margem inferior da cartilagem cricéide (AJCC
CANCER STAGING MANUAL, 2018).
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Figura 5 - Sitios anatdmicos e subsitios das trés regides da laringe: supraglote, glote e
subglote. Os subsitios supraglote (C32.1) incluem epiglote supra-hididea (i), prega
ariepiglética, aspecto laringeo (ii), epiglote infra-hididea (iv) e bandas ventriculares ou
falsos corddes (v). Fonte: AJCC, 2018.

C32.11(1)
C32.0M
C32.1 ()

C32.0 (1) =

C32.1(v)

C32.0 ()
C32.1 (i)

Figura 6 - Sitios anatbmicos e subsitios da supraglote e da glote. Os subsitios
supraglote (C32.1) incluem epiglote supra-hiéidea (i), prega ariepiglética, aspecto
laringeo (ii), aritendides (iii) e bandas ventriculares ou falsos corddes (v). Os subsitios
da glote (C32.0) incluem cordas vocais (i), comissura anterior (i) e comissura osterior
(iii). Fonte: AJCC, 2018

Em resumo, a divisdo da laringe entre sitios e subsitios é feita conforme a

tabela 2:
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Tabela 2 - Divisdo da laringe em sitios e subsitios.

Sitio Subsitio
Epiglote supra-hibide
Epiglote infra-hidide

Supraglote . ) )
prag Pregas ariepigldticas; aritenoides
Bandas ventriculares
Cordas vocais verdadeiras, incluindo as
Glote

comissuras anterior e posterior

Subglote Subglote
Fonte: AJCC, 2017.

O sistema TNM para tumores de laringe estabelece critérios especificos para

definicdo de T considerando o sitio de acometimento primario.

O acometimento nodal cervical do cancer de laringe varia de acordo com o
local de origem e a categoria T do tumor primario. As cordas vocais
verdadeiras possuem poucos vasos linfaticos e os tumores que estao limitados
a glote raramente se espalham para os linfonodos regionais. No entanto, 0s
tumores avancados de glote podem se disseminar para tecidos moles
adjacentes, para linfonodos pré-laringeos, pré-traqueais, paralaringeos e
paratraqueais, entre outros. A supraglote possui uma rede linfatica abundante e
interconectada bilateralmente de maneira que o0s tumores supragléticos
primarios usualmente vém acompanhados por disseminacdo linfonodal
regional, geralmente acometendo linfonodos jugulares superiores e médios,
linfonodos submentuais e submandibulares de maneira menos comum e,
casualmente linfonodos retrofaringeos. Os raros tumores primarios subgléticos
se espalham inicialmente para os tecidos moles adjacentes e linfonodos pré-
laringeos, pré-traqueais, paralaringeos e paratraqueais, depois para 0S
linfonodos jugulares médios e inferiores. Qualquer manipulagdo anterior no
pescoco, por meio de cirurgia ou radiagéo, pode alterar os padrdoes normais de
drenagem linfatica, resultando em distribuicdo incomum da disseminacao
regional da doenca para os linfonodos cervicais (AJCC CANCER STAGING
MANUAL, 2018).
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Em pacientes com linfadenopatia regional volumosa é comum a ocorréncia de
metastases a distancia. Nesses casos, 0s sitios mais comuns de implantes
secundérios sdo os pulmdes, seguidos dos esqueléticos ou hepaticos (AJCC
CANCER STAGING MANUAL, 2018).

7

O estadiamento clinico dos tumores de laringe é essencial e sua avaliacdo
usualmente inicia-se com um exame clinico direcionado e laringoscopia.
Durante a avaliacdo clinica do pesco¢o as massas nodais devem ter seu
tamanho mensurado. Para a laringe, ha trés categorias de linfonodos
clinicamente envolvidos, classificados como N1, N2 e N3. Faz-se necessario
avaliar os linfonodos regionais quanto ao nivel do pescoco envolvido. Além
disso, a evidéncia inequivoca de extensao extranodal (ENE), também chamada
de extravasamento capsular macro € indicio suficiente para classificar o caso
como ENE clinico (ENEc) ou ENE (+) para a definicdo clinica de N. A ENE
envolve a invasao de pele, infiltracdo da musculatura, fixagdo a estruturas
adjacentes pelo exame clinico ou invasdo do nervo craniano, plexo braquial,
tronco simpatico ou nervo frénico com disfuncdo. Exames de imagem
evidenciando margens espiculadas amorfas de linfonodos ou envolvimento de
gordura internodal resultando em alteracdo do formato oval a redondo normal
sugerem disseminacdo extranodal. Todavia, esses achados isolados nédo séo
suficientes para documentar o ENE (+) sem qualquer evidéncia ao exame
fisico. Nestes casos, 0 exame patoldgico é essencial para averiguar a extensao
da doenca (AJCC CANCER STAGING MANUAL, 2018; DEVITA JR;
LAWRENCE; ROSENBERG, 2019).

O estadiamento patoldgico utiliza-se das informacgfes obtidas no estadiamento
clinico e do estudo histolégico a amostra tumoral. A analise anatomopatologica
da resseccdo completa do sitio priméario e/ou de dissec¢cbes nodais regionais
permite a definicdo de pT e/ou pN. Para carcinomas escamosos a classificacao

7

histopatologica é recomendada, bem como a definicho do grau do tumor.
Também é aconselhavel determinar, quando possivel, a profundidade de
invasdo do tumor primério e a presenca ou auséncia de invasdo vascular e

invasao perineural (AJCC CANCER STAGING MANUAL, 2018).
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Na linfadenectomia a descricdo patoldgica deve detalhar sobre o tamanho,
namero, localizagdo dos linfonodos envolvidos e a presenca/auséncia de ENE.
Em casos de linfonodos metastaticos cirurgicamente ressecados também se
deve investigar sobre a presenca/auséncia de ENE. O exame
anatomopatoldgico é instrumento fundamental para documentar a extensao da
doenca. Se houver deteccdo de ENE em um exame histopatologico, este sera
chamado de ENE,;, se £ 2mm, ou de ENE,,, se > 2mm. Em ambos os casos a
classificacdo ser4d de ENE (+) para determinacdo de pN (AJCC CANCER
STAGING MANUAL, 2018).

Contudo, apesar de apresentar informacdes importantes, o estadiamento
patolégico ndo sobrepuja o estadiamento clinico, mas ambos compfdem a

propedéutica que definird o diagnéstico e norteara quanto ao tratamento.

De acordo com 82 edicdo do AJCC (2018), a definicdo de M é Unica para o

orgao e classifica-se pela presenca ou auséncia de metastase a distancia.

Em sintese, os critérios prognosticos previamente descritos sao identificados e

agregados em grupos de estadiamento, conforme tabela 3.

Tabela 3 - Grupos de estadiamento AJCC 82 ed. para tumores de laringe.

Quando T for e N for e M for entdo o Grupo sera
Tis NO MO 0
T1 NO MO |
T2 NO MO ]
T3 NO MO 11
T1,T2, T3 N1 MO 11
T4a NO, N1 MO IVa
T1,T2, T3, Tda N2 MO IVa
Qualquer T N3 MO IVb
T4b Qualquer N MO IVb
Qualquer T Qualquer N M1 IVe

Fonte: AJCC, 2017.
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E recomendado ainda o registro e acompanhamento de outros dados que
atualmente ja apresentam evidéncias de atuarem como fatores prognosticos,
tais como a presenca/auséncia de ENE; comorbidades e seus impactos no
status geral do paciente; e habitos de vida, como o consumo de bebidas
alcoolicas, tabaco, estado nutricional e historico de depressdo. Essas
informacdes irdo contribuir para o0 modelo de avaliacdo de risco e poderdo ser
utilizadas no futuro para aprimorar ainda mais a capacidade preditiva do
sistema de estadiamento (AJCC CANCER STAGING MANUAL, 2018).

2.5 TRATAMENTO

Tradicionalmente, o tratamento para céancer de laringe se resumia a
laringectomia total e radioterapia, tanto de modo combinado como isolado. No
entanto, com o0 avanco das tecnologias nos campos da radioterapia e das
técnicas cirurgicas, além do entendimento da importancia da modalidade de
tratamento escolhida na qualidade de vida e nos eventos adversos, atualmente
o tratamento considera alternativas que visam preservar o 6rgdo e suas
funcionalidades (CHAWLA; CARNEY, 2009).

Independente do sitio primario, o tratamento da doenca inicial (estagios | e Il)
geralmente é realizado por cirurgia conservadora ou radioterapia (RT). Dentre
as técnicas existentes destacam-se as abordagens cirlrgicas abertas, tais
como a laringectomia parcial vertical, laringectomia supragldtica e laringectomia
supracricoidea, e as técnicas endoscépicas como a microcirurgia transoral a
laser, ablac&o por radiofrequéncia e a cirurgia robdtica transoral (ANTONIO et
al., 2019).

A laringectomia parcial vertical ou aberta é realizada para tumores gléticos T1
extensos e T2 com extensdo minima para supraglote ou subglote, tumores
gldticos iniciais de dificil visualizacdo endoscopica e cirurgia de resgate. Para

0s casos em que ha envolvimento da cartilagem tiredidea, da juncao
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cricoaritenoide e envolvimento de mais de 1/3 da corda vocal contralateral, esta
abordagem € contraindicada. Apesar desta técnica produzir taxas de cura
comparaveis para lesbes de cordas vocais Tl ou T2 selecionadas, a RT
geralmente é preferida porque € menos onerosa e a qualidade da voz é
superior (ANTONIO et al., 2019; DEVITA JR; LAWRENCE; ROSENBERG,
2019).

A laringectomia supraglética é indicada para tumores supragléticos T1 e T2 e
para pacientes com lesdo anatomicamente viavel, doenga cervical ressecavel e
reserva pulmonar adequada para suportar aspiracdo temporaria. As restricdes
anatdmicas representam um desafio por apresentarem associacado com espaco
pré-epiglético e paraglético, rica drenagem linfatica com maior risco de
metastase linfatica, limites anatémicos distintos decorrentes da origem
embriol6gica da membrana bucofaringea. A RT é recomendada para pacientes
gue ndo tém indicacgao cirdrgica ou também como combinacao para controlar a
doenca do pescoco (ANTONIO et al, 2019; DEVITA JR; LAWRENCE;
ROSENBERG, 2019).

Para tumores gloticos, transgléticos e supragloticos T1, T2 e T3, alguns casos
especificos de tumores T4 com invasdo exclusiva da lamina interna da
cartilagem tireéidea € indicada a laringectomia supracricéidea. No entanto,
qguando ha envolvimento do espaco inter-aritenoideo, comissura posterior, de
ambas aritendides, fixacdo de aritendide, extensdo subglotica, extensédo extra
laringea, invasdo do osso hioide e invasao do espacao pré-epiglético, essa
técnica ndo é indicada (ANTONIO et al., 2019).

7

Outra técnica utilizada é a laringectomia near total que, ao contrario das
anteriores, exige o uso definitivo da canula de traqueostomia. Ela também
permite a criacdo de shunt estreito que comunica a tragueia e a faringe, e com
iIsso possibilita a emisséo de sons com vibracdo da aritenoide remanescente.
Geralmente esta técnica € aplicada as lesdes gldticas T3 que ndo apresentam
envolvimento de ambas aritenoides, de maior parte do espaco inter-aritenoideo

ou envolvimento da area pés-cricoide (ANTONIO et al., 2019).
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A laringectomia total é indicada para tumores T3, quando as abordagens
parciais ndo se aplicam ou quando as condi¢des clinicas do paciente ndo
permitem, e para tumores T4. Geralmente ela é associada ao esvaziamento
cervical (niveis 1l, Ill e IV). No entanto, para cirurgias de resgate o
esvaziamento cervical ndo é realizado (ANTONIO et al., 2019).

Em muitos centros oncolégicos a RT € o tratamento inicial e a cirurgia é
indicada para resgate de falhas a RT. Alguns estudos retrospectivos mostraram
taxas de controle local variando de 81% a 95% em tumores T1 e de 70% a
80% em tumores T2 de laringe, valores semelhantes aos adquiridos com a
cirurgia. A técnica padrdo utilizada é a RT conformacional ou 3D. A IMRT
também é utilizada, porém ha indicios de que essa técnica possa estar
associacdo a diminuicdo da sobrevida global (SG) (ANTONIO et al., 2019;

DEVITA JR; LAWRENCE; ROSENBERG, 2019).

Para o tratamento de doenca localmente avancada ressecavel (T3 e T4a) é
importante avaliar a preservacdo do o6rgao funcional. Para tumores T3 com
indicacao de laringectomia total a sugestdo de tratamento é RT associada a
qguimioterapia. Para tumores T4 a conduta terapéutica habitual é laringectomia
total seguida de RT ou de radioguimioterapia adjuvante. Quimioterapia
concomitante ou prévia a RT é utilizada no tratamento de doenga localmente
avancada irressecavel (ANTONIO et al., 2019).

Quando houver recidiva local ou regional o tratamento de escolha é a cirurgia
de resgate. No entanto, se a doenca for irressecavel, a terapéutica deve ser
personalizada, podendo-se optar por reirradiacdo, quimioterapia paliativa ou
cuidados paliativos. Para doenca metastatica o tratamento é sistémico e a
guimioterapia € escolhida considerando parametros como o performance
status, idade, comorbidades, tratamentos prévios e preferéncia do paciente.
Neste caso, 0s objetivos principais sdo controlar a sintomatologia, melhorar a
qualidade de vida e aumentar a SG e a sobrevida livre de doenca (SLD)
(ANTONIO et al., 2019).

Os medicamentos utilizados nos tratamentos sistémicos para a doenca

localmente avancada ou metastatica de laringe variam de acordo com o
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protocolo. As quimioterapias (QT) mais utilizadas sdo: a cisplatina, um agente
alquilante que ao ligar-se ao DNA promove a inibicdo da transcricdo e
replicacdo, induzindo a apoptose celular; o fluorouracil, um anélogo de
pirimidina, inibe a enzima timidilato sintase que atua na formacdo de
componentes que sao adicionados a fita de DNA e, ao fazer isso impede a
duplicacdo do DNA e das células; e o docetaxel, um taxano com acao
antimitotica que atua nos microtubulos de tubulinas, estabilizando-os e,
consequentemente, alterando o equilibrio celular, resultando em apoptose.
Para o protocolo de inducédo de doenca volumosa (T ou N) séo realizados 03
ciclos de cisplatina, flurouracil e docetaxel seguido de cisplatina isolada com
RT. De forma geral, o protocolo padréo € realizado com cisplatina isolada,
semanalmente na dose de 40mg/m?, ou a cada 21 dias na dose de 100mg/m?.
Estas medicacGes atuam em nivel de DNA celular, tanto das células tumorais

guanto das células sadias, 0 que explica o alto grau de toxicidade.

Com o avanco da ciéncia, terapias-alvo foram desenvolvidas, muitas das quais
tém por objetivo estimular o sistema imunoldgico contra o cancer, chamadas de
imunoterapia, e algumas sdo utlizadas no tratamento do carcinoma
epidermdide de laringe (CEL). Dentre elas podemos citar o cetuximabe, um
anticorpo monoclonal que se liga ao receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor) O EGFR atua na via
de sinalizagdo que envolve a progressao do ciclo celular, angiogénese,
migracdo e invasao celular e esta presente na superficie de células tumorais
humanas. A ligacdo cetuximabe-EGFR tem maior afinidade do que o ligante
enddgeno e, por isso inibe a funcdo do receptor, resultando na inibicdo da
proliferacéo e inducdo da apoptose das células tumorais que expressam EGFR
(MERCK S/A, 2013). O cetuximabe & uma alternativa terapéutica para CEL de

laringe, mas por provocar radiodermite ndo € amplamente utilizada.

A imunoterapia contra o cancer vem sendo desenvolvida arduamente com o
objetivo de desenvolver tratamentos eficazes e mais especificos, capazes de
estimular o sistema imunoldgico contra o cancer. A proteina 1 de morte celular
programada (PD-1) € um inibidor das respostas imunes adaptativas e inatas e

€ altamente expresso e células T especificas do tumor (HU et al., 2020).
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O nivolumabe e o pembrolizumabe, sdo anticorpos monoclonais que se ligam
ao receptor de morte programada 1 (PD-1) e inibem a interagdo com seus
ligantes, PD-L1 e PD-L2. Como o receptor PD-1 é um checkpoint que limita a
atividade das células T, ao bloquear a ligacdo de PD-1 com seus ligantes,
estas medicacbes sdo capazes de reativar os linfécitos T citotoxicos
especificos do tumor no microambiente tumoral e a imunidade antitumoral.
Para CEL de laringe, ambas as medicacOes s&o utilizadas, sendo que o
nivolumabe é preferencialmente prescrito em casos paliativos. Pembrolizumabe
€ prescrito em combinacdo com quimioterapia (cisplatina e flurouracil) como
tratamento de 12 linha para pacientes com doenca metastatica ou quando
houver recidiva e o paciente ndo for elegivel para nova resseccdo ou
tratamento bimodal com QT + RT. Pembrolizumabe também pode ser prescrito
como monoterapia para doenca metastatica ou recidivada, porém, Burtiness et
al (2019) demonstraram taxas de sobrevida global superiores quando utilizado
em combinacdo com quimioterapia em pacientes com carcinoma epiderméide

de cabeca e pescoco, incluindo laringe.

2.6 MICROAMBIENTE TUMORAL E INFILTRADO INFLAMATORIO

O microambiente tumoral (TME, do inglés tumor microenvironment) é
considerado parte importante no processo de iniciagdo e disseminacdo das
neoplasias malignas e varios estudos tém sido conduzidos com o intuito de
descrever melhor o papel do microambiente tumoral na progressao do tumor e
0s mecanismos envolvidos. Acredita-se que sua melhor compreensao possa
contribuir na identificacéo de biomarcadores preditivos de resposta que possam
influenciar no resultado terapéutico (ELMUSRATI; WANG; WANG, 2021;
SADEGHI RAD et al., 2021).

O microambiente tumoral possui caracteristicas importantes que
desempenham papel fundamental no metabolismo do cancer, tais como as

condicbes de pH acido, hipoxia, perdxido de hidrogénio enddgeno e a
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expressao alterada de proteinas da matriz extracelular (MEC). O pH acido
aumenta a expressado de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento
endotelial A (VEGFA) e interleucina-8 (IL-8), importantes para a migracdo e
invasdo das células tumorais. As células do centro da massa tumoral séo
privadas de oxigénio pela distancia dos vasos sanguineos e precisam regular
os fatores angiogénicos induziveis de hipoxia, como o VEGF. Todavia, a
neovascularizacdo promove vasos sanguineos funcional e fenotipicamente
diferentes dos vasos normais, pois 0s vasos associados ao tumor sao rombos
e mal perfundidos. Além disso, as células endoteliais dos vasos associados ao
tumor possuem fluxo ndo laminar e tém multiplas lacunas que contribuem para
0 vazamento vascular, promovendo coagulacdo sanguinea e edema no tecido
local. N&o obstante, a superexpresséo do fator alfa induzivel por hipoxia (HIF-
a) e do fator 1-beta induzivel por hipéxia (HIF1B), principais mediadores da via
de resposta hipoxica, mostrou estar relacionada ao crescimento tumoral, uma
vez que sao capazes de se conectarem a elementos de resposta de hipoxia de
genes envolvidos na sobrevivéncia tumoral e angiogénese (CURRY et al.,
2014; SADEGHI RAD et al., 2021; WANG et al., 2021).

A inflamacdo persistente associada ao cancer estd relacionada ao
comprometimento e deterioragdo dos processos imunolégicos normais,
contribuindo para a tumorigénese, para a angiogénese e producdo de ROS
(ZHANG; VEERAMACHANENI, 2022).

As espécies reativas de 6xidos (ROS), em particular o perdoxido de hidrogénio
(H20,), demonstraram exercer acao critica em diversos processos fisioldgicos.
A concentracdo intracelular de H,O, em condicdes fisioldgicas é necesséria
para a harmonia de diferentes processos em células e 6rgdos , incluindo a
proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo e angiogénese. Entretanto, em
condicoes fisiopatoldgicas, ocorre a oxidacao inespecifica de proteinas e danos
reversiveis e irreversiveis de outras macromoléculas intracelulares, interferindo
em suas funcdes. As células tumorais utilizam a producdo de ROS para
modular vias de sinalizacdo e transcricdo, aumentar a taxa de proliferacéo,

mediar o metabolismo celular e se adaptar a condigbes hipoxicas
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(ELMUSRATI; WANG; WANG, 2021; SADEGHI RAD et al., 2021; WANG et al.,
2021).

As células imunes no TME desempenham inimeras funcées que podem mudar
a medida que o tumor progride, como é o caso dos neutrdéfilos que passam de
um fendtipo inflamatério para um imunossupressor. Papéis opostos no cancer,
tanto supressores quanto promotores de tumores, foram descritos também
para células T CD4+, T CD8+, natural killer (NK) e macrofagos. As células
dendriticas (DCs, do inglés dendritic cells) respondem a citocinas no ambiente,
adotando um fendétipo tolerogénico e secrecdo de citocinas inflamatdrias. As
células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs - myeloid-derived
suppressor cells) também contribuem para a imunossupressdo e aumentam o
potencial metastatico das células cancerigenas. Os macréfagos associados ao
tumor sédo heterogéneos e desempenham diferentes papéis na invasao tumoral
e na angiogénese baseados em seu fendtipo, podendo ser inflamatoério (M1) ou
imunossupressor (M2, promotor de tumor). A propor¢cao de macréfagos M2 é
maior que a de M1 no microambiente tumoral e geralmente esta associada a
mau prognéstico. A inflamac&o induzida por varios estimulos, incluindo terapia,
modula o microambiente e pode promover o crescimento e progressao do

tumor.

A inflamacéo sistémica refletida pela relacdo neutrofilo/linfocito (RNL) é
estudada em diferentes processos inflamatoérios, mostrando-se como
biomarcador util na diferenciacdo de lesdes benignas e malignas. No cenério
oncoldgico, ja foi estudada em diversos grupos de cancer e foi relacionada com
prognastico e sobrevida (DUZLU et al., 2015).

Durante o desenvolvimento do tumor, ocorre a diminuicdo dos niveis de
expressdo das proteinas da MEC que estdo envolvidas na ligacdo célula-
célula. Ha na tumorigénese a inducdo da expressdao de proteinas
matrissdmicas que sdo responsaveis pela migracdo celular e invasao tumoral,
incluindo fibronectina, proteina de matriz oligomérica de cartilagem, catepsina
B e cadeia de coladgeno alfa-1. Ocorre ainda alteracdo da composicéo celular

das células vizinhas. No tecido normal a infiltracdo de células imunes é
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limitada, enquanto que no tecido tumoral ha intensa inflamacéo associada ao

tumor e aumento significativo de leucocitos (SADEGHI RAD et al., 2021).

Os neutroéfilos s@o os leucdcitos circulatorios que mais sao recrutados para os
tumores e desempenham papel fundamental nas respostas inflamatorias. Foi
descoberto que no contexto da tumorigénese os neutrofilos liberam fatores de
crescimento e citocinas no microambiente tumoral, o que ira afetar diretamente
o crescimento do tumor. Foi descrito que o VEGF, um fator de crescimento
derivado de neutrdfilos, promove o crescimento do tumor regulando a
angiogénese. Em contrapartida, o interferon-gama (IFN-y) demonstrou suprimir
o desenvolvimento do tumor por recrutamento e ativacdo de células imunes
adaptativas e inatas. Ainda foi relatado que os neutroéfilos associados ao tumor
(TANs) secretam metaloproteases de matriz (MMPs), promovendo a
reorganizacdo da MEC (SADEGHI RAD et al., 2021).

Os linfocitos T sdo 0os componentes centrais da resposta antitumoral, regulando
a resposta imuno adaptativa e induzindo a resposta citotoxica aos tumores. As
células T CD4+ séo células imunes linfoides envolvidas na resposta imune
adaptativa e atuam através da secrecdo de varias quimiocinas. O complexo
principal de histocompatibilidade (MHC — major histocompatibility complex) de
classe Il apresenta o0s antigenos expressos nha superficie das células
apresentadoras de antigenos aos linfocitos T CD4+ que, por sua vez, irdo
modular o estado e funcdo de outras células imunes. A depender da
diferenciacdo das células CD4+, elas podem exercer funcdo imunoativadora,
ao inibir o crescimento das células tumorais, ou imunossupressora,
promovendo o crescimento das células neoplasicas. Varios mecanismos foram
demonstrados para descrever a acdo mediadora da resposta antitumoral das
células T CD4+. As células T helper tipo 1 (Thl), uma das populagbes CD4+
mais estudadas, sdo responsaveis pela imunidade contra patégenos
intracelulares, aumentando a resposta de ceélulas T CD8+ e ativando
macrofagos para fagocitar estes patdogenos. Contudo, no ambiente tumoral as
células Thl induzem a resposta de células T CD8+ aumentando a capacidade
estimuladora das células dendriticas (DCs). Por conseguinte, as DCs podem

atrair, reestimular e expandir as células T CD8+ especificas do tumor. As
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células Thl também secretam citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-y, capazes
de aumentar a diferenciacdo de células T CD8+ e também de deter o
crescimento de células tumorais, induzindo a senescéncia. Além disso, as
células T CD4+ também podem se diferenciar em células T reguladoras (Tregs)
que expressam o0 marcador de proteina P3 (FoxP3), um repressor
transcricional necessario para a maturacao e funcionalidade imunossupressora
e, com isso promover a imunidade antitumoral. As Tregs também contribuem
para a preven¢do da resposta imune exacerbada contra patdégenos e inibicdo
de doencas autoimunes. Varios estudos demonstraram que as Tregs
promovem a progressao do cancer, impedindo a imunidade efetiva. Com isso,
descobriu-se que as Tregs infiltrantes de tumor expressam uma grande
quantidade de moléculas de superficie celular envolvidas na inibicdo das
células T CD8+, como por exemplo os ligantes de morte programada 1 e 2 (PD-
L1 e PD-L2). Quando expressos em Tregs, o PD-L1 e PD-L2 ligam-se aos
receptores de morte programada (PD-1) das células T CD8+, resultando na
inibicdo da sinalizagdo do receptor de células T (TCR) e, consequentemente,
impedindo a acao das células T CD8+. As Tregs ainda secretam interleucina 10
(IL-10) e fator de crescimento transformante beta (TGF-B) a fim de inibir a
infiltracdo e a atividade das células T tumor-especificas e, com isso, silenciar a
imunidade antitumoral. Estudos foram realizados a fim de avaliar os
mecanismos envolvidos na interacdo entre anticorpos anti-CDLA-4 e anti-PD-1
e o infiltrado linfocitario tumoral (TIL — tumor-infiltrating lymphocytes) CD4+ e
CD8+ e os resultados evidenciaram um aumento das células T apds o
tratamento com esses inibidores de checkpoint imunoldgico, sugerindo uma
inducdo da resposta imune efetiva nos tumores (CURRY et al., 2014; SADEGHI
RAD et al., 2021).

Os principais componentes da resposta imune adaptativa sdo as células T
CD8+ que reconhecem os peptideos antigénicos através da interacdo com 0s
TCRs. ApOs exposicdo aos peptideos antigénico, as células T naive sé&o
ativadas e realizam expansdao clonal e se diferenciam em linfocitos T citotoxicos
(CTLs — citotoxic T-lymphocytes). Os CTLs derribam as células-alvo ao liberar

granulos citotoxicos ou por induzir a apoptose mediada pelo primeiro ligante do
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receptor de sinal de apoptose (FasL — first apoptosis signal ligand receptor)
(CURRY et al., 2014; SADEGHI RAD et al., 2021).

Consta que os linfécitos T possuem a capacidade de assumir trés estados
funcionais distintos nos tumores humanos, a saber: naive, citotoxico e
disfuncional. Estudos mostraram que as células T naive expressam
principalmente proteinas que atuam no direcionamento e na adesdo destas
células as células endoteliais do linfonodo, na autorrenovacao e diferenciacéo.
As células T citotoxicas expressam indutores de morte de células-alvo,
enquanto que os linfécitos T disfuncionais sdo caracterizados pela expressao
aumentada de proteinas responsaveis pela exaustéo e inativacdo das células
T, como por exemplo, PD-1. Seu ligante, o ligante-1 do receptor de morte
programada (PD-L1), é uma proteina de superficie que bloqueia a funcao dos
linfécitos T e é expressa em células malignas de carcinoma epiderméide de
cabeca e pescoco e também em fibroblastos associados ao cancer (CAFs —
cancer-associated fibroblasts). (CURRY et al., 2014; SADEGHI RAD et al.,
2021).

2.7 EXAUSTAO CELULAR E EXPRESSAO DE PD-L1 EM CEL DE LARINGE

Moléculas de checkpoint imunoldgico atuam como fatores de protecdo para o
sistema imunoldgico do corpo, pois o regulam a uma intensidade adequada
para evitar respostas autoimunes causadas por células imunes
exacerbadamente ativadas. Porém, quando superexpressas ou superativadas,

ocorre a inibigcdo da fungéo imune (WU et al., 2021).

Os linfécitos T funcionam reconhecendo e destruindo as células aberrantes,
infectadas por patdégenos e células tumorais. O reconhecimento de tais células
acontece atraves da ligacao do receptor de células T (TCR — T Cell Receptor)
em ceélulas T ao peptideo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC

— Major Histocompatibility Complex) de células alvo. O resultado dessa
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interacdo é controlado por uma variedade de receptores co-estimuladores e co-
inibitérios e seus ligantes, também denominados como checkpoints
imunologicos. Essas vias de checkpoints desempenham papel critico na
limitacdo do dano tecidual e na manutencdo da autotolerancia ao regular a
guantidade e a atividade funcional das células T antigeno-especificas (SUN;
MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

Quando em constante exposicdo a antigenos e estimulacdo persistente, as
células T ficam desreguladas, afetando diretamente a sua funcao e reatividade,
levando ao que chamamos de exaustdo celular. Essa disfuncdo das células T
pode acarretar aumento da expressao de receptores inibitorios, tais como do
antigeno-4 linfécito T citotoxico (CTLA-4, do inglés Cytotoxic T Lymphocyte
Antigen 4), dos dominios de mucina e imunoglobulina de célula T (TIM-3, do
inglés T-Cell Immunoglobulin and mucin-doimain containing 3) e PD-L1, e a
diminuicdo da produgdo de citocinas, como do fator de necrose tumoral
humano a (TNFa — Tumor Necrosis Factor-a Human), do interferon-gama (IFN-
y) ou interleucina 2 (IL-2) (Figura 7) (WANG et al., 2018)

RECEPTORES RECEPTORES
DE ATIVAGCAO INIBITORIOS
M ot
G‘/) ’\\y GITR Proteina relacionada a familia TNFR induzida por glucocorticoide
O oX40 Superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral,
* N membro 4
£7) QO
cb28 Cluster de diferenciacao 28
_3 Superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral,
CD "\M €D137 membro 9
28

cD27 Cluster de diferenciago 27

c D1 3 7 LAG-3 HVEM Mediador de entrada do virus herpes
CTLA4 Proteina 4 iada a linfocitos T citotd

PD-1 Receptor de morte programado 1
TIM-3 Imunoglobulina de células T e dominio de mucina 3
EN\ &)y, LAG3 Gene 3 de ativacio de linfocitos
W 4
VISTA Supressor de Ig de dominio V da ativacao de células T
BTLA Atenuador de linfocitosBe T

Figura 7 - Checkpoints co-inibitérios e co-estimuladores na regulacdo imune das
células T. Adaptado de Foster e Devlin (2018).
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Inimeras evidéncias cientificas tém demostrado que as moléculas de
checkpoint co-inibitérias desempenham um papel crucial na exaustdo de
células T. Devido seu comprovado valor como alvo terapéutico em indmeras
neoplasias, a via PD-L1 — PD-1 tem se destacado dos demais checkpoints
imunologicos (SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

A proteina PD-1 é uma proteina transmembranar do tipo | composta por um
dominio extracelular, regido transmembranar hidrofobica e regido intracelular.
Os residuos de aminoacidos C-terminal e N-terminal da regido intracelular de
PD-1 tém dois sitios de fosforilacdo independentes: o motivo inibitoério baseado
em imunorreceptor tirosina (ITIM) e o motivo de troca baseado em tirosina de
imunorreceptores (ITSM). Quando o PD-1 se liga ao PD-L1, a regido ITSM sera
fosforilada para ativar uma série de vias de sinalizagéo intracelular e alcancar
uma inibicdo imunolodgica eficiente. O receptor de PD-1 é um regulador
negativo da atividade das células T, que demonstra estar envolvido no controle
das respostas imunologicas das células T. As células tumorais ativam
constatemente a via de sinalizacdo PD1/PD-L1 superexpressando PD-L1 para
desencadear varios mecanismos de supressdo imunolégica. A ligacdo do PD-1
com os ligantes PD-L1 e PD-L2, que sado expressos nas células
apresentadoras de antigenos (APC) e sdo expressos por tumores ou outras
células no microambiente tumoral, resulta na inibicdo da ativacéo dos linfécitos
T, aumentando a tolerancia imunolégica das células tumorais e também

promovem a apoptose dos linfécitos (JIANG et al., 2019; WU et al., 2021).

As imunoterapias baseadas na via PD-1/PD-L1 demonstraram uma eficacia
sem precedentes no tratamento de um conjunto expressivo de canceres
humanos. Todavia, apenas uma pequena parte de pacientes apresentam
respostas objetivas ao tratamento e uma fracdo ainda menor apresenta
resposta completa (JIANG et al., 2019).

Neste contexto, o uso de PD-L1 como biomarcador associado a melhor
compreensao do infiltrado inflamatorio e a relacdo neutréfilo-linfécito podem
contribuir para uma analise prognostica mais completa e auxiliar na selecao
mais precisa de pacientes que poderdo se beneficiar potencialmente do

tratamento com imunoterapia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de PD-L1 em células neoplasicas e inflamatérias em

amostras tumorais de carcinoma espinocelular de laringe.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca de neutréfilos e linfécitos associados ao tumor no
microambiente tumoral;

e Determinar a RNL em amostra de sangue periférico pré-tratamento;

e Verificar a correlagdo entre o TIL no microambiente tumoral e as
caracteristicas clinico-patologicas;

e Avaliar a aplicacdo de TAN, RNL, TIL e PD-L1 como biomarcadores de

progndéstico em carcinoma epidermoide de laringe.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA

Este trabalho foi realizado a partir de amostras tumorais e dados clinicos de
pacientes atendidos no servico de Cabeca e Pescoco do Hospital Santa Rita de
Céassia (HSRC) no periodo de 2011 a 2015 e recrutados em estudo
multicéntrico internacional de carater observacional longitudinal prospectivo e
analitico cujo titulo é Study of Head and Neck Cancer in South America
(InterCHANGE). Este estudo é coordenado pela International Agency for
Research on Cancer (IARC) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Centro Integrado de Atencdo a Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCS/UFES), processo n° 318/2011 e parecer n® 21/2011.

Para a selecdo dos casos foram adotados os seguintes critérios de inclusao:
pacientes de ambos os géneros, de todos os grupos étnicos e faixas etéarias,
com diagnéstico conclusivo de carcinoma de células epidermoéide de laringe
(CIDs C32.0, C32.1, C32.2, C32.8 e C38.9). Blocos de parafina contendo
tecido tumoral obtidos por bidpsia ou resseccéo cirurgica antes do inicio do
tratamento foram disponibilizados pelos pacientes participantes do estudo e
submetidos a revisdo histopatoldgica realizada por um patologista. Laminas e
blocos em bom estado de conservacao, apresentando tecido tumoral integro

em mais de 75% da area tecidual total foram incluidos no estudo.

Como critérios de exclusao foram considerados os casos com laminas e blocos
defeituosos ou com menos de 75% de tecido tumoral, os quais impossibilitaram
a analise; material tumoral indisponivel; recidivas e casos submetidos a

tratamentos prévios (cirurgia, quimioterapia e radioterapia).

As variaveis clinicas analisadas foram: idade, género, estadiamento clinico
(TNM, 82 edicao) e historico de consumo bebidas alcodlicas e tabaco, obtidos
por meio de entrevista, consulta médica e revisdo de prontuarios. Foram

considerados ex-etilistas e ex-tabagistas individuos que néo relataram uso das
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substancias por no minimo 12 meses. Também foram coletadas as

informacdes sobre recorréncia e ébito.

4.2 RELACAO NEUTROFILO-LINFOCITO

Hemogramas realizados ap0s o diagndstico e antes do inicio do tratamento
antineoplasico foram avaliados e as contagens absolutas de neutréfilos e
linfocitos foram obtidas.

A RNL foi determinada pela raz&o entre o numero de neutrofilos e linfocitos. A
partir dos resultados obtidos foi estabelecido um ponto de corte considerando
os valores de sensibilidade e especificidade do teste e a relacao foi classificada
como alta ou baixa. Para identificacdo do ponto de corte, uma curva ROC foi

plotada relacionando os valores de RNL com diferentes prognésticos.

4.3 ANALISE DO INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL

O tecido tumoral incorporado em parafina foi obtido dos repositérios do estudo
interCHANGE e dos arquivos do laboratério de patologia do Hospital Santa Rita
de Cassia (HSRC). A partir desses blocos foram realizadas sec¢des de 5 um
de espessura para a confeccéo das laminas que foram coradas posteriormente
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram analisadas em
microscépio no aumento de 2,5x quanto a presenca de infiltrado linfocitario

tumoral (TIL, do inglés tumor-infiltrating lymphocytes).

Para classificagdo do padrdo do infiltrado linfocitario foram utilizados os
critérios e escore sugeridos por Marsh e cols. (2011) que definem o TIL em:
alto, quando difuso e com presenca de infitrado em mais de 80% do
estroma/tumor; moderado, quando irregular e presente entre 20% e 80% do
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estroma/tumor; e baixo, quando fraco ou ausente e distribuido em menos de

20% do estroma/tumor.

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA DE DUPLA MARCACAO

Para andalise de imuno-histoquimica de neutrofilos e PD-L1, laminas foram
confeccionadas a partir dos blocos de parafina contendo tecido tumoral, os
quais foram submetidos a sec¢cfes de 3 um de espessura. Inicialmente os
fragmentos tumorais das laminas passaram por processo de desparafinizacéo
por calor em estufa a 60 °C durante 1 hora. Em seguida, foram submersos em
solucbes de xilol, reidratados em solucbes de etanol com concentracdes

graduais a temperatura ambiente e lavados com agua destinada.

A recuperacdo antigénica foi realizada com imersédo das laminas em solucéo
tampéo de citrato de soédio (pH = 6,0) que foi aquecida a 90-95 °C em banho-
maria por 20 minutos. ApGs esse tempo, aguardou-se o resfriamento das
laminas e estas foram lavadas com tampéo de lagavem (Tris Salino - TBS +
Triton X-100, pH = 7,2-7,4).A lavagem das laminas durante todo o processo de
imuno-histoquimica de dupla marcacéo foi realizado por 3 vezes com intervalo
de 5 minutos. Na sequéncia, foi realizado o bloqueio de proteinas com solucéo
Protein Block do kit Novolink™ Polymer Detection System (Leica Biosystem,

Wetzlar, Alemanha) por 1 hora a temperatura ambiente.

Realizou-se a aplicacdo do anticorpo primario anti PD-L1 (Abcam
Biotechonology, Cambridge, MA, EUA), previamente diluido na proporcao
1:400, e as laminas foram incubadas em camara escura e Umida a 4 °C
durante a noite. No dia seguinte, as laminas foram lavadas com o tampéao de
lavagem e procedeu-se com o bloqueio da peroxidase endogena, com 3
aplicac6es com intervalos de 5 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas
com o tampéo de lavagem e houve a aplicacdo do sistema de detec¢cédo poés-

primario, que reagiu por 30 minutos. Foi realizada nova lavagem com o tampéo
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e logo apds a aplicacdo do polimero conjugado com peroxidase (Novolink™
Polymer Detection System — Leica Biosystem, Wetzlar, Alemanha), por 30

minutos.

Posteriormente, foi realizada a revelagdo utilizando 3,3’-Diaminobenzidina
(DAB) a temperature ambiente por 2 minutos. Apds esta etapa, as laminas
foram lavadas com agua destilada e procedeu-se com a segunda recuperacao
antigénica com citrato de sodio em banho maria a 95 °C por 10 minutos. Em
seguida, os espécimes foram lavados com solugéo de lavagem e foi realizado o
Segundo blogueio da proteina por 10 minutos utilizando Protein Block do kit
Novolink™ Polymer Detection System (Leica Biosystem, Wetzlar, Alemanha).
Realizou-se entdo a aplicacdo do anticorpo anti-elastase de neutréfilos (Abcam
Biotechnology, Cambridge, MA, EUA), previamente diluido na razdo 1:100, e as

laminas foram incubadas em camara escura e Umida a 4 °C overnight.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas com tamp&o de lavagem e foi
aplicado o anticorpo secundério e do sistema de deteccdo conjugado com
fosfatase alcalina (Envision™ DuoFLEX, Dako, CA, EUA), o qual reagiu por 30
minutos. Depois esse periodo, as laminas foram lavadas e aplicou-se a solucéo
Permanent Red para revelacdo da reacdo e, apds 5 minutos a reacéo foi
interrompida com agua destilada. As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina, que agiu por 2 minutos e, em seguida, foram lavadas com agua

corrente por 10 minutos e imersas por 10 vezes em agua de amonia.

A montagem das laminas foi realizada com o auxilio de Ultramount aqueous

permanente (Dako, CA, EUA) sem hidratacdo com solventes organicos.
Como controle positivo foram utilizados cortes de apéndice humano.

A quantificac@o de neutrofilos foi realizada através da selecdo de 10 campos no
aumento de 40x. Estes campos continham areas representativas de estroma e
tumor. Foram descartadas areas de necrose. A contagem de neutrdfilos foi

realizada e foi realizada a média em cada area.
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Para analise, os neutréfilos foram divididos em dois grupos, alto e baixo,
conforme ponto de corte adotado pela analise da Curva de Caracteristicas de

Operacao do Receptor, curva ROC (Receiver Operating Characteristic).

A expressdo de PD-L1 foi avaliada considerando a marcagdo membranar e
citoplasmatica de células tumorais e inflamatérias (macrofagos e linfocitos),
utilizando o método Combined Positive Score (CPS). O CPS foi obtido através

da utilizacdo da férmula:

Total de células PD-L1 positivas
CPS = x 100
Total de células tumorais viaveis

Utilizando a lente de aumento de 10x, foram selecionadas 10 areas contendo,
no minimo, 100 células tumorais. Em seguida, trocou-se o aumento para o de
20x e as células tumorais viaveis e as células PD-L1 positivas foram contadas
em cada area. Os valores obtidos foram aplicados a formula apds a contagem
de todos os campos a média do CPS foi definida. Os resultados foram divididos

em 3 grupos:<1,1a1l19e>20.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos softwares MedCalc®

versao 14.8.1 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) e Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS)® software, versdo 23.1 e o nivel de significancia

adotados para todos os testes foi de 95%, p > 0,05.

Foi plotada uma curva ROC para definicdo do ponto de corte de RNL. O valor
de corte foi determinado pelo indice de Youden J que define como a distancia
maxima entre a curva ROC e a linha diagonal onde os valores de sensibilidade

e especificidade sdo maximizados. A area abaixo da curva (AUC) foi
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empregada para avaliar a acuracia do teste em funcdo do ponto de corte.

Quanto mais proximo de 1, maior a precisdo do teste (LOPES et al., 2014).

O teste do Qui-Quadrado e o exato de Fisher foram utilizados para determinar

a associagao entre as variaveis independentes.

As curvas de sobrevida foram tracadas pelo método Kaplan-Meier e
comparadas com o teste de Long Rank (GOEL et al., 2010). A sobrevida global
(SG) foi determinada pelo intervalo entre a data do diagndstico e a data do
Obito ou ultimo acompanhamento. A sobrevida livre de doenca (SLD) foi
definida pelo tempo entre a data do ultimo tratamento e a data da recidiva ou
altimo acompanhamento. N&o foram considerados individuos que realizaram

tratamento paliativo. As taxas de SG e SLD foram ajustadas para 36 meses.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

No periodo de 2011 a 2015 foram incluidos 30 pacientes com diagndstico de
CEL atendidos no Servico de Cabeca e Pescoco do Hospital Santa Rita de
Céssia (Vitoria-ES). Deste grupo amostral a populagdo do sexo masculino foi
predominante, representando 96,7% dos casos, e a idade média apresentada
foi de 62 anos no momento do diagnostico, sendo a idade minima de 40 anos e

a maxima de 89 anos.

Quanto aos fatores de risco relacionados ao consumo de bebidas alcdolicas e
ao uso de tabaco, a maioria dos individuos relatou exposicéo prévia ou atual as
bebidas alcéolicas (66,7%) e ao tabaco (90%), sendo que 36,7% relatou uso

concomitante.

O sitio anatbmico de acometimento primario de maior incidéncia foi a glote
(53,3%), seguido da supraglote (33,3%). A subglote representou 3,3% dos
casos. Os casos de leséo sobreposta de laringe (C32.8) e neoplasia maligna
de laringe nao especificada (C32.9) representaram 10,0% das amostras.

Quanto a classificacdo TNM, 51,7% dos casos apresentavam doenca
localmente avancada ou metastatica (T3/T4) e 82,8% ndo apresentaram

acometimento nodal (NO) ao diagnéstico.

Estes e outros dados estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CEL.

Caracteristicas clinico-patoldgicas n %
Sexo
Masculino 29 96,7
Feminino 1 3,3

Idade (anos)
< 60 anos 13 43,3
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> 60 anos 17 56,7
Sitio anatémico

Supraglote 10 33,3

Glote 16 53,3

Subglote 1 3,3

Outros 3 10,0
Tabagismo

N&o exposto 3 10,0

Exposto 27 90,0
Etilismo

N&o exposto 10 33,3

Exposto 20 66,7
Tamanho do tumora

T1/T2 14 48,3

T3/T4 15 51,7
Metastase linfonodala

NO 24 82,8

N+ 5 17,2
Estadiamentoa

I/l 13 44.8

v 16 55,2

®Nao informados: tamanho do tumor (n=1), metastase nodal (n=1) e estadiamento (n=1).

5.2 RELACAO NEUTROFILO-LINFOCITO

Uma curva ROC foi plotada relacionando o estado vital (vivo ou 6bito) com RNL
para determinar o ponto de corte ideal. Este ponto foi determinado a partir da
area abaixo da curva (AUC), considerando que quanto mais proximo de 1 for o

valor de AUC, mais preciso € o teste.

O ponto de corte ideal obtido foi RNL > 3,64 e a AUC foi de 0,812 (p=0,001).
Com base nesses dados, os valores de RNL foram segregados em dois
grupos: baixa RNL (< 3,64) e alta RNL (> 3,64). Esses resultados estéo
demonstrados no grafico da figura 8.
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Figura 8 - Curva ROC para RNL em pacientes com CEL. Ponto de corte >3,64;
sensibilidade: 63,64; especificidade: 87,50; Indice de Youden J: 0,511; AUC: 0,812.

Também foi realizada a associacdo de RNL com as caracteristicas clinico-
patolégicas, demonstradas na tabela 5. Nao foi observada nenhuma relacao
estatisticamente significante entre RNL e as variaveis, porém percebe-se uma

tendéncia relacionando o RNL alto e tumores com tamanho T3/T4 (p=0,050).

Tabela 5 - Associagfes entre RNL e caracteristicas clinico-patolégicas em CEL
(n=20).

L . RNL baixo RNL alto
Variaveis clinico-patolégicas p*
n=20 % n=10 %
Sexo
Feminino 1 5,0 0 0,0 1,000
Masculino 19 95,0 10 100,0
Idade
<60 anos 7 35,0 6 60,0 0.255
>60 anos 13 65,0 4 40,0
Tabagismo
N&ao-exposto 2 10,0 1 10,0 1,000
Exposto 18 90,0 9 90,0
Etilismo
Nao-exposto 5 25,0 5 50,0 0.231
Exposto 15 75,0 5 50,0
Tamanho?
T1/T2 12 63,2 2 20,0 0.050

T3/T4 7 36,8 8 80,0
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Na
Negativo 17 89,5 7 70,0 0.306
Positivo 2 10,5 3 30,0
Estadiamento?
1 11 57,9 2 20,0 0,114
v 8 42,1 8 80,0

fNéo informados: tamanho do tumor (n=1), metastase nodal (n=1) e estadiamento (n=1).
Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fisher (p<0,05).

5.3 NEUTROFILOS ASSOCIADOS AO TUMOR

bY

Foram analisadas 26 amostras de CEL quanto a presenca de neutrofilos
associados ao tumor. Quatro casos ndo possuiam laminas coradas com
hematoxilina e eosina disponiveis e/ou blocos de tumor para confec¢do das
laminas. A quantificacdo de neutréfilos foi realizada considerando o0s

compartimentos intratumoral e peritumoral.

Figura 9 - Neutrofilos associados ao tumor (TAN). (A) controle positivo apéndice; (B)
marcagdo imuno-histoquimica de neutréfilos peritumoral (setas vermelhas); (C)
marcacao imuno-histoquimica de neutrdfilos intratumorais (setas amarelas). Objetiva

40x.
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Foram realizadas as associacdes das caracteristicas clinico-patolégicas com
TAN e estédo representadas na tabela 6. A correlacdo entre N negativo e TAN
intratumoral apresentou associacao estatisticamente significativa (p=0,020). As

demais varidveis ndo apresentaram relacao significativa em termos estatisticos.

Tabela 6 - Associacdes entre a média de TAN, intra e peritumoral, com as variaveis
clinico-patologicas em CEL (n=26).

Variaveis clini Peritumoral Média Intratumoral Média

ariaveis clinico- ) . . .

patolégicas Abaixo Acima p* Abaixo Acima o*
n=16 % n=10 % n=18 % n=8 %

Sexo

Feminino 0 0,0 1 10,0 0.385 1 5,6 0 0,0 1,000

Masculino 16  100,0 9 90,0 17 944 8 100,0

Sitio

Supraglote 7 43,8 3 30,0 7 389 3 37,5

Glote 8 50,0 4 40,0 0474 9 50,0 3 37,5 0,601

Subglote 0 0,0 1 10,0 1 5,6 0 0,0

Outros 1 6,3 2 20,0 1 5,6 2 25,0

Tabagismo

Nao-exposto 1 6,3 1 10,0 1,000 2 11,1 O 0,0 1,000

Exposto 15 93,8 9 90,0 16 889 8 100,0

Etilismo

Nao-exposto 7 43,8 3 30,0 0,683 7 389 3 37,5 1,000

Exposto 9 56,3 7 70,0 11 61,1 5 62,5

Tamanho

T1/T2 7 43,8 4 40,0 1,000 6 333 5 62,5 0218

T3/T4 9 56,3 6 60,0 12 66,7 3 37,5

N

Negativo 14 87,5 7 70,0 0.340 17 944 4 50,0 0,020

Positivo 2 12,5 3 30,0 1 5,6 4 50,0

Estadiamento

1/l 7 43,8 3 30,0 0,683 6 333 4 50,0 0,664

nnv 9 56,3 7 70,0 12 66,7 4 50,0

‘Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fisher (p<0,05).

5.4 INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL
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Um total de 26 amostras foram avaliadas quanto ao padrdo de infiltrado
linfocitario, sendo que o padrdo predominante foi o moderado, presente em

73,08% das amostras.

Figura 10 — Fotomicrografia do infiltrado linfocitario tumoral, Em A, padrdo de baixo
infiltrado linfocitario tumoral; em B e C, moderado em D e E, alto. Coloracdo HE.
Objetiva: 10x.

A correlagdo com as variaveis clinico-patologicas foi realizada, porém nao
houve qualquer relacdo estatisticamente significante, conforme resultados

apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 - Associagfes entre TIL e as variaveis clinico-patologicas em CEL (n=26).

TIL
Variaveis clinico-patolégicas Baixo Moderado Alto .
p

n=4 % n=19 % n=3 %
Sexo
Feminino 0 0,0 0 0,0 1 33,3 0115
Masculino 4 100,0 19 100,0 2 66,7
Sitio
Supraglote 3 75,0 6 31,6 1 33,3
Glote 1 25,0 10 52,6 2 66,7 0.757
Subglote 0 0,0 1 53 0 0,0
Outros 0 0,0 2 10,5 0 0,0
Tabagismo
Nao-exposto 1 25,0 1 5,3 1 33,3 0.167
Exposto 3 75,0 18 94,7 2 66,7
Etilismo
N&o-exposto 2 50,0 6 31,6 1 33,3 0.806
Exposto 2 50,0 13 68,4 2 66,7 ’
Tamanho
T1/T2 2 50,0 7 38,9 2 66,7 0,692
T3/T4 2 50,0 11 61,1 1 33,3
N
Negativo 4 100,0 13 72,2 3 100,0 0413
Positivo 0 0,0 5 27,8 0 0,0
Estadiamento
/1 2 50,0 6 33,3 2 66,7 0.547
Hi/1Iv 2 50,0 12 66,7 1 33,3

f‘Néo informados: tamanho do tumor (n=1), metastase nodal (n=1) e estadiamento (n=1).
Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fisher (p<0,05).

5.5 EXPRESSAO DE PD-L1

Para a avaliacdo da expressao de PD-L1 foram consideradas as marcacoes de
membrana e citoplasma de células tumorais e inflamatérias (linfocitos e
macrofagos). Todas as células marcadas foram contadas para que fosse
calculado o CPS. Um total de 26 amostras foram analisadas e o valor médio de

CPS foi de 18,4. Dentre as amostras avaliadas, 20 (76,9%) apresentaram



58

marcacdo positiva das células tumorais e todas (100,0%) apresentaram

marcacao positiva nas células inflamatorias.

Figura 11 - Expressado de PD-L1. Marcacao imuno-histoquimica de PD-L1 nas células
tumorais (setas vermelhas) em B e nas células inflamatdrias (setas amarelas) em C;

(A) controle positivo apéndice. Objetiva 20x.

Conforme dados da tabela 8, ndo foi observada qualquer relagdo significativa

na associagdo da expresséo de PD-L1 e as variaveis clinico-patologicas.

Tabela 8 - Associacéo entre PD-L1 e variaveis clinico-patologicas em CEL (n=26).

PD-L1 CPS
Variaveis clinico-patolégicas <1 1-19 >20 .
n=1 % n=15 % n=10 % P
Sexo
Feminino 0 0,0 1 6,7 0 0,0 1,000
Masculino 1 100,0 14 93,3 10 100,0

Sitio
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Supraglote 1 100,0 5 33,3 4 40,0

Glote 0 0,0 9 60,0 4 40,0 0,300
Subglote 0 0,0 1 6,7 0 0,0
Outros 0 0,0 0 0,0 2 20,0
Tabagismo

Nao-exposto 0 0,0 1 6,7 2 20,0 0,596
Exposto 1 100,0 14 93,3 8 80,0
Etilismo

N&o-exposto 0 0,0 7 46,7 2 20,0 0381
Exposto 1 100,0 8 53,3 8 80,0 '
Tamanho

T1/T2 1 100,0 6 40,0 4 44,4 0,818
T3/T4 0 0,0 9 60,0 5 55,6

N

Negativo 1 100,0 13 86,7 6 66,7 0,460
Positivo 0 0,0 2 13,3 3 33,3
Estadiamento

I/l 1 100,0 6 40,0 3 33,3 0.642
/v 0 0,0 9 60,0 6 66,7

"Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fisher (p<0,05).

5.6 ANALISE DE SOBREVIDA

5.6.1 SOBREVIDA GLOBAL

Ao término do periodo de 36 meses, 11 participantes (36,67%) evoluiram a

Obito e 3 (10,00%) foram censurados.

Tumores T3/T4, doenca avancada (estadios Ill/IV) e sitio (outros) foram
associados a pior sobrevida. Quanto as variaveis metastase linfonodal (N+/N0),
etilismo (n&o exposto/exposto) e tabagismo (ndo exposto/exposto) ndo foram

encontradas relagdes significativas com SG, conforme figura 12.
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Figura 12 - Curva de Sobrevida Global pelo método de Kaplan-Meier e Long Rank no
periodo de 36 meses segundo estadiamento (A), sitio (B), tamanho do tumor primario
(C), metastase linfonodal (D), tabagismo (E) e etilismo (F).
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Pacientes com RNL alta tiveram a sobrevida reduzida quando comparados aos
pacientes com RNL baixa. A média de sobrevida de individuos com RNL alta
foi de 20,50 meses, enquanto a média dos participantes com RNL baixa foi de
32,47 meses. Este resultado apresentou significancia estatistica (p=0,005),

conforme demonstrado na figura 13.

B £=0,005

RNL baixo

Sobrevida cumulativa

RNL alto

T T T T T
00 10.00 20,00 30,00 40,00

Tempo em meses

Figura 13 - Curva de Sobrevida Global pelo método de Kaplan-Meier e Long Rank,
segundo RNL, no periodo de 36 meses.

A SG em 36 meses de individuos que apresentaram alta quantidade de
neutréfilos no compartimento peritumoral foi um pouco maior (média de 30,50
meses) do que a dos individuos com baixa quantidade (média de 25,35 meses)
(figura 14A). Da mesma forma, os participantes com alta densidade neutrofilica
na regiao intratumoral apresentaram uma SG em 36 meses maior (média de
30,00 meses) do que aqueles com baixa concentracdo (média de 25,68 meses)

(figura 14B). Em ambos os casos, ndo houve diferenca significativa.
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Figura 14 - Curva de Sobrevida Global pelo método de Kaplan-Meier e Long Rank no
periodo de 36 meses segundo TAN. Em A neutréfilos peritumorais e em B neutréfilos

intratumorais.

Para o padrao de infiltrado linfocitario ndo houve significancia com as taxas de
sobrevida em 36 meses, conforme figura 15.
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Figura 15 - Curva de Sobrevida Global pelo método de Kaplan-Meier e Long Rank no
periodo de 36 meses em relacdo ao TIL (p=0,977).

Quanto a expressao de PD-L1 nas células tumorais e inflamatérias ndo houve

associagao a sobrevida em 36 meses, conforme observado na figura 16.
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Figura 16 - Curva de Sobrevida Global pelo método de Kaplan-Meier e Long Rank no
periodo de 36 meses segundo expressdo de PD-L1 nas células tumorais e
inflamatoérias (CPS) (p=0,738).

5.6.2 SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

Para o calculo da sobrevida livre de doenca (SLD) foram considerados recidiva
local, regional ou a distancia como desfecho final. Sete casos (23,33%)

evoluiram com recorréncia da doenca.

A recorréncia da doenca foi associada a metastase linfonodal (p=0,013) e ao
sitio de acometimento priméario (p=0,07) N&o foi observada diferenca nas
curvas de sobrevida livre de doenca comparando o tamanho primario do tumor,

ao estadiamento clinico, ao etilismo e tabagismo, conforme figura 17.
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Também nao foi observada diferenca significativa entre as curvas de SLD com
RNL baixa e alta (p=0,318), conforme demonstrado na figura 18.
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Figura 18 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca pelo método de Kaplan-Meier e Long
Rank no periodo de 36 meses segundo RNL (p=0,318).

A SLD em 36 meses de individuos que apresentaram baixa quantidade de
neutréfilos no compartimento peritumoral foi um pouco maior (média de 26,99
meses) do que a dos individuos com alta quantidade (média de 25,00 meses)
(figura 19A). No entanto, os participantes com alta densidade neutrofilica na
regido intratumoral apresentaram uma SLD em 36 meses maior (média de
26,28 meses) do que aqueles com baixa concentracdo (média de 26,23 meses)

(figura 19B). Em ambos os casos, ndo houve diferencga significativa.
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Figura 19 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca pelo método de Kaplan-Meier e Long
Rank no periodo de 36 meses segundo neutréfilos associados ao tumor. Em A
neutrdéfilos peritumorais e em B neutréfilos intratumorais.

N&o foi observada associacdo significante entre o padrdo do infiltrado
linfocitario (figura 20), bem como da expressdo de PD-L1 (figura 21) com as
taxas de SLD.
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Figura 20 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca pelo método de Kaplan-Meier e Long
Rank no periodo de 36 meses em relacao ao TIL (p=0,383).
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Figura 21 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca pelo método de Kaplan-Meier e Long
Rank no periodo de 36 meses em relagao a expresséo de PD-L1 (p=0,329).
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6 DISCUSSAO

O carcinoma epidermodide de laringe (CEL) € a 92 neoplasia maligna mais
comum entre individuos do sexo masculino e com maior incidéncia na
populacdo com idade igual ou superior a 40 anos (STEUER et al.,, 2017;
MINISTERIO DA SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). O presente estudo corrobora esses
dados com 96,66% dos participantes do sexo masculino e com 56,66%

populacdo com idade igual ou superior a 60 anos.

O tabagismo e etilismo sdo habitos frequentes em pacientes com CEL e
configuram fatores de risco importantes neste cenario. Neste estudo 90,00%
dos individuos eram tabagistas ou ex-tabagistas e 66,70% eram etilistas atuais
ou ex-etilistas. Apesar da literatura reportar efeito sinérgico quando ha estes
dois fatores e piora na sobrevida global e livre de doenca, os resultados deste
estudo, tanto para exposicdo ao tabaco quanto para exposicdo a bebidas
alcoolicas, ndo demonstram diferenca significativa entre os grupos exposto e

nao exposto.

Neste estudo, 50,0% dos casos foram diagnosticados com tumores maiores em
tamanho (T3/T4), 80,0% sem metéstase linfonodal (NO) e 53,3% com estadio
clinico avancado (lll/IV). O sitio primario de maior incidéncia foi a glote,
representando 53,3% dos casos. Os dados deste estudo apontaram taxas de
SG significativas para individuos inicialmente diagnosticados com tumores de
tamanho T1/T2 (p=0,010), estadiamento clinico inicial I/l (p=0,023) e sitio
primario localizado na subglote (p=0,011). Os dados de SLD revelaram valores
significativos para participantes que ndo apresentaram metastase linfonodal
(p=0,013) e sitio primario de glote (p=0,007) no diagnostico inicial. Estes
resultados corroboram a importancia do diagndstico precoce e de acordo com
as diretrizes estabelecidas pela AJCC (2018). Todavia, a utilizacdo Unica do
TNM apresenta limitagdes quanto ao prognostico da doenca (MARCU et al.,
2018). Em vista disto, é crescente o niumero de pesquisas explorando possiveis

biomarcadores de progndstico.
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Estudos tém demonstrado que a inflamacdo persistente pode estar
relacionada ao cancer, contribuindo para a tumorigénese e angiogénese
(ZHANG; VEERAMACHANENI, 2022). Sabe-se que o TME possui
caracteristicas importantes e que desempenha papel fundamental na iniciacao
e disseminacao das neoplasias malignas (CURRY et al., 2014; SADEGHI RAD
et al., 2021; WANG et al., 2021; SADEGHI RAD et al., 2021).

A inflamacao refletida pela relacdo neutrofilo/linfocito (RNL) é estudada em
diferentes grupos de céncer e tem sido relacionada com prognoéstico e
sobrevida. Em carcinomas renais de células claras, a RNL menor que 2,7 foi
relacionada a melhores taxas de sobrevida livre de doenca (SLD). No
carcinoma de nasofaringe metastatico a RNL pré-tratamento foi considerada
um preditor independente de desfecho de sobrevida. No carcinoma de pulméo
de células ndo pequenas a RNL foi associada ao mal prognéstico. Em estudo
prévio realizado por Kum e colaboradores (2014) foi demonstrado pela primeira
vez uma relacao neutrdfilo-linfécito mais elevadas em CEL do que em outras
lesbes deste mesmo o6rgdo (DUZLU et al.,, 2015). No presente estudo,
pacientes com baixa RNL apresentaram SG significativamente superior
aqueles com alta RNL. No entanto, ndo houve ganho significativo em SLD

guando comparados os grupos RNL baixa e RNL alta.

Em experimento realizado em modelos murinos de alguns tipos de céancer,
Zhang et al. descobriram que das células imunes associadas ao tumor, os
neutréfilos e os macréfagos foram predominantes. Além disso, eles realizaram
experimentos em modelos pré-clinicos em subtipos enriquecidos com
neutréfilos e subtipos enriquecidos com macréfagos para examinar sua
resposta aos inibidores de checkpoint imunoldgico (ICIs). Foi entédo identificado
que as linhagens celulares derivadas de tumores enriquecidos com macrofagos
obtiveram boa resposta aos ICIs, enquanto as linhagens celulares enriquecidas
com neutréfilos se mostraram resistentes a estas terapias, sugerindo um
microambiente imunossupressor promovido pelos TANs. Ademais, os autores
verificaram que pacientes com doenca progressiva (PD — progressive disease)
ou com resposta parcial (PR — partial response) tinham um valor de TAN

superior aos pacientes com resposta completa (CR — complete response), 0
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gue sugere que os neutréfilos possuem uma funcao promotora do tumor maior
que a supressora no microambiente tumoral (SADEGHI RAD et al., 2021).
Contudo, neste estudo ndo houve diferenca significativa de SG e SLD para
participantes com grande e pequena quantidade de TAN, tanto no

compartimento peritumoral quanto no intratumoral.

Cho e colaboradores (2011) demonstraram que o aumento da expressédo de
PD-L1 resultou em aumento da apoptose de TILs CD8+ intratumorais.
Ademais, concluiram que citocinas como TGF-B e IL-10 permitem que as
células T naive locais sejam diferenciadas em linfécitos T supressores, ao
mesmo tempo que utilizam das atividades supressoras das células T
reguladoras existentes. O PD-1 é de particular interesse nos carcinomas
epiteliais de cabeca e pescoco, pois um infiltrado linfocitico no microambiente
tumoral foi correlacionado ao melhor prognéstico (WEI et al, 2017). Entretanto,
os resultados de TIL deste estudo ndo evidenciaram significancia quando

associados a SG e SLD.

Os carcinomas de células epidermdide de cabeca e pesco¢o apresentam uma
importante expressao de PD-L1, sendo este achado correlacionado a evaséo a
resposta destes tumores. Esta elevada expressdo de PD-L1 ainda tem sido
correlacionada ao pior prognéstico, as taxas inferiores de sobrevida livre de
doenca e sobrevida global, além da maior ocorréncia de presenca de
metastases linfonodais e a distancia (FARKONA et al., 2016; JIANG et al.,
2019). Porém, os achados de expressédo de PD-L1 representados em CPS do
presente estudo n&o demonstraram comprometimento significativo do

prognostico quando associados a SG e SLD.
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7 CONCLUSAO

Pelo presente estudo pode-se reafirmar que pacientes com CEL tém melhor
progndéstico quando inicialmente diagnosticados com tumores de tamanho
T1/T2, que ndo possuam metastase linfonodal e tenham estadios clinicos I/II.

Além disso, tumores de subglote foram relacionados a melhor prognastico.

Os resultados obtidos pelo presente estudo reiteram que o TME inflamado
representa fator importante a ser compreendido e que RNL pode ser
considerado como biomarcador de prognéstico em CEL através da relacdo
entre a baixa RNL e a SG em 36 meses. Todavia, ndo houve evidéncia de
correlacdo entre TAN e SG e TAN e SLD. A aplicabilidade de RNL como
biomarcador de prognéstico também constitui uma alternativa financeiramente
viavel, ndo necessitando de investimentos ou procedimentos além dos ja

realizados na rotina clinica.

Também néo foi demonstrada qualquer relagdo significativa entre as variaveis
clinico-patoldgicas e indicadores de prognéstico a partir dos resultados de TIL.
Estes achados sugerem que outros fatores podem estar associados e novas

investigacdes tornam-se necessarios para elucidacao.

Foi observada uma relacdo entre a baixa expressdo de PD-L1 (CPS<1) nas
curvas de sobrevida SG e SLD. Todavia, ndo estes achados néo
representaram valores significantes que pudessem sugerir que PD-L1 possui
potencial para biomarcador de progndstico na populacdo estudada.
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