UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

Daniella Guedes de Figueiredo Lopes

Microarquitetura cortical e expressao génica de RANK, RANKL, OPG e SOST
na mandibula: influéncia na sobrevida global de pacientes com carcinoma

epidermdide oral submetidos a mandibulectomia

Juiz de Fora
2022



Daniella Guedes de Figueiredo Lopes

Microarquitetura cortical e expressao génica de RANK, RANKL, OPG e SOST

na mandibula: influéncia na sobrevida global de pacientes com carcinoma

epidermaoide oral submetidos a mandibulectomia

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Davi Rabelo

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-graduagcéo em Clinica Odontolégica,
da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Clinica Odontolégica.
Area de concentragdo em Clinica
Odontoldgica.

Coorientadora: Prof2. Dr®: Neuza Maria Souza Picorelli Assis

Juiz de Fora
2022



Lopes, Daniella Guedes de Figueiredo.

Microargquitetura cortical mandibular e expressao genica de
RANK,. RANKL, OPG e S05T : influéncia na sobrevida global de
pacientes com carcinoma epidermoide oral submetidos a
mandibulectomia / Daniella Guedes de Figueiredo Lopes. — 2022.

92T

Orientador: Gustavo Davi Rabelo

Coorientadora: Meuza Maria Souza Picorelli Assis

Dissertacao (mestrado academico) - Universidade Federal de Juiz
de Fora, Faculdade de Odontologia. Programa de Pos-Graduacao
em Clinica Cdontologica, 2022,

1. Osso. 2. Carcinoma. 3. Sobrevida. |. Rabelo, Gustavo Davi,
orient. 1. Assis, Neuza Maria Souza Picorelli | coorient. 111 Tiiulo.




Daniella Guedes de Figueiredo Lopes

Microarquitetura cortical e expressado génica de RANK, RANKL,
OPG e SOST na mandibula:influéncia na sobrevida global de
pacientes com carcinoma epidermaéide oral submetidosa
mandibulectomia

Dissertacao apresentada aoPrograma
de Pés-graduacao em Odontologia da
UniversidadeFederal de Juiz de Fora
como requisito parcial a obtencao do
titulo de Mestre em Clinica
Odontoldgica.Area de concentragéo:
Clinica Odontoloégica

Aprovada em 17/08/2022.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Gustavo Davi Rabelo - Orientador
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Dr.2 Neuza Maria Souza Picorelli Assis - Coorientadora
Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Matheus Furtado de Carvalho
Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof.? Dr.2 Claudia Malheiros Coutinho Camillo
Centro Internacional de Pesquisa (CIPE)/AC Camargo

Juiz de Fora, 29/07/2022.



——
JEI! L‘:l_] Documento assinado eletronicamente por Gustavo Davi Rabelo,
assingtura Usuario Externo,em 17/08/2022, as 15:47, conforme horario oficial
w de Brasilia, com fundamento no § 32do art. 42 do Decreto n2 10.543,
. — de 13 de novembro de 2020.
L]
sell 4

assinatura

Documento assinado eletronicamente por Neuza Maria Souza

b S Picorelli Assis, Professor(a), em 17/08/2022, as 15:49, conforme
. S horario oficial de Brasilia, comfundamento no § 32 do art. 42 do
L]
. Decreto n?10.543, de 13 de novembro de 2020.
sep 4
eletrinica
oo, N Documento assinado eletronicamente por Matheus Furtado de

Carvalho, Professor(a), em 17/08/2022, as 15:50, conforme
horario oficial de Brasilia, comfundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n?10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Claudia Malheiros
Coutinho Camillo, Usuario Externo, em 17/08/2022, as 15:52,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32do
art. 42 do Decreto n210.543, de 13 de novembro de 2020.

ju
€I o
assinatura
| eletrénica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do
SEI-Ufjf (www2.ufjf.br/SEI) através do icone Conferéncia de
Documentos, informando o cédigo verificador 0887422 e o c6digo
CRC55251AA9.




Dedico esse trabalho a todos pacientes
que necessitam da descoberta de
alternativas de tratamento ou cura, para
desfrutar de uma melhor qualidade de
vida.

Dedico também ao SUS, a ciéncia, a
pesquisa e a todos aqueles que mesmo
no caos do mundo, ndo medem esforgos

para ajudar ao préximo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por sempre guiar meus passos e fornecer
tudo que eu preciso para meu desenvolvimento moral e espiritual.

A minha amada irma Vitéria portadora de uma imensa sabedoria e maturidade,
que sempre me apoia e orienta em minhas decisdes. Aos meus pais, principalmente
minha mae Ana Paula, minha melhor amiga, que ndo mede esforgos para me apoiar
e ajudar em minhas escolhas.

Ao meu orientador Dr. Gustavo Davi Rabelo, com toda sua proatividade, me
proporcionou a oportunidade de expandir meus conhecimentos sobre pesquisa e se
empenhou muito em me auxiliar a desenvolver um trabalho de qualidade, além de
ser um excelente ser humano e profissional brilhante, ao qual tenho profunda
admiragao, carinho e gratidao.

A minha coorientadora professora Dr?. Neuza Maria Souza Picorelli Assis,
atenciosa, carinhosa, humana e extremamente competente no &mbito profissional.

As instituigdes onde o estudo foi realizado: Universidade Federal de Juiz de
Fora, AC Camargo Cancer Center, CIPE e University Medical Center Hamburg-
Eppendorf, por permitirem o desenvolvimento do projeto.

Ao Prof. Dr. Eduardo Machado Vilela, por toda proatividade em auxiliar em
minhas duvidas e por permitir que os pacientes do projeto de extensdo LAPCAB —
Liga Académica de Prevencéo ao Cancer de Boca, da Faculdade de Odontologia da
UFJF participassem do projeto que seria desenvolvido.

Aos membros do projeto de extensdo SECO - Servico Especializado de
Cirurgia Oral, juntamente com a professora Dr?. Neuza, coordenadora do projeto,
que permitiu a realizac&do de coletas para execug¢ao do projeto anterior.

A professora Dr?. Karina Lopes Devito por sua prontiddo em ajudar sempre que
necessario.

A Prof. Dr2. Maria Inés da Cruz Campos, por tanto empenho e disposicdo em
auxiliar na realizagao do estudo.

Aos professores Dr. Breno Nogueira Silva e Matheus Furtado De Carvalho,
pela dedicagdo em ajudar.

Aos membros da instituigdo coparticipante do estudo, o AC Camargo Cancer

Center, nos nomes dos professores Dr. Fabio de Abreu Alves e Dr. Luiz Paulo



Kowalski, por permitrem o desenvolvimento do estudo em questdo e
proporcionarem a colaboragéo entre as instituicdes.

A Doutora Erica Patricio da Silva, por permitir a continuacdo do estudo e pela
solicitude e carinho em me ajudar no desenvolvimento do projeto.

A Doutora Claudia Camilo Coutinho, do Centro Internacional de Pesquisa do
AC Camargo Cancer Center, por toda atencgéo, carinho e proatividade em ensinar,
que me deu uma oportunidade incrivel em desenvolver um projeto de qualidade,
sendo essencial para o desenvolvimento do estudo.

A Katia Klug Oliveira que me acolheu com carinho e atengéo, sempre foi muito
prestativa em me ensinar a aplicagdo das técnicas e me auxiliar com minhas
duvidas.

Aos membros do laboratério de Osteologia e Biomecanica da University
Medical Center Hamburg-Eppendorf, na cidade de Hamburgo, na Alemanha, os
pesquisadores Dr. Bjérn Busse e Dr?. Katharina Jahn, por permitirem a realizagéo da
microtomografia.

As minhas queridas amigas Marcia, Jussara, Rayla e Lidia, por todo carinho,
companheirismo e prontiddo em me ajudar, que foram de suma importancia para
essa conquista.

Aos meus atuais colegas de profissao, Yuri e Matheus que sempre foram muito
atenciosos e proativos em ajudar.

Aos meus amigos de longa data, que sempre me apoiaram, incentivaram e
acreditaram no meu potencial, em especial, ao Chin chin, meu irmao de coragéo.

Ao Raphael, pela paciéncia, companheirismo e por me incentivar a realizar
meus sonhos.

Ao Adriano, pela amizade, por passar pelos perrengues comigo, pela parceria e
por contribuir no meu desenvolvimento profissional.

A Valéria de Vasconcellos, Leticia Barbosa Gongalves e Claudio Leite da Silva
Junior, por toda paciéncia, foram muito solicitos em ajudar no que fosse necessario
para o caminhar do curso e desenvolvimento do projeto.

Aos funcionarios da Universidade, por sempre me receberem de forma
carinhosa e solicita.

Ao Mazinho, por toda proatividade e empenho para realizagao da metodologia

de inclusao das amostras do projeto que seria realizado.



Ao Juracy, que me permitiu realizar a aquisigdo das radiografias periapicais em
sua clinica, diante da alteragao da dissertagéo, devido a pandemia da COVID 19.

Aos professores nao citados que contribuiram de forma fundamental para o
aprimoramento da pratica docente.

Aos alunos com quem tive a oportunidade de ensinar e aprender.

Aos pacientes que participaram do estudo e aqueles que fizeram parte de
minha formagéo docente.

A todos aqueles que nao foram citados e que passaram por minha vida,

contribuindo para meu desenvolvimento profissional e pessoal.



"Que nada nos defina, que nada nos sujeite. Que a liberdade seja a nossa propria
substancia, ja que viver é ser livre." - Simone de Beauvoir



RESUMO

O carcinoma epiderméde oral (CEQO) é a neoplasia maligna que compreende cerca
de 90% dos canceres da cavidade bucal. Sua interagdo com o microambiente se da
por meio de varios mecanismos moleculares, incluindo o crosstalk entre osso e
lesdo. No osso, genes importantes relacionados ao metabolismo compreendem o
sistema RANK/RANKL/OPG e o gene SOST, que codifica para expressdo da
Esclerostina. Na relagdo osso e neoplasia, sabe-se que o envolvimento e a invaséo
Ossea estao relacionados com o prognostico e sobrevida dos individuos com cancer
de boca. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de genes
envolvidos no processo de remodelacdo 6ssea da mandibula de pacientes com
CEO, além de avaliar parametros microarquiteturais da cortical éssea, e a influéncia
destes achados na sobrevida global dos pacientes, ainda, estimar o papel destas
variaveis sobre o risco de 6bito. Foram incluidos no estudo 24 pacientes submetidos
a mandibulectomia, sendo coletados dois fragmentos ésseos da pecga cirurgica: um
para analise da expressao génica, por meio de PCR quantitativa em tempo real
(PCR) e o outro que foi incluido em metilmetacrilato para realizacdo de
microtomografia computadorizada (UCT, Scanco MicroCT40, 55 kVp, 144 pA), com
voxel isotropico de 19 ym. Na pCT foram avaliados os seguintes parametros na
cortical: volume 6sseo (VO, %), superficie 6éssea (SO, ym), porosidade (PC, %),
numero de poros (NP, n), densidade mineral éssea (DMO, g/cm?® HA) e dimens3o
fractal (DF, #). Aplicou-se estimador Kaplan-Meier para avaliagdo da sobrevida, e
nas varidveis quantitativas aplicou-se a Regressdo de Cox simples. Houve
predominancia de pacientes do sexo masculino (70,8%) e a média de idade foi de
59,71 anos (mediana de 62 anos). Tumores moderadamente diferenciados foram
diagnosticados em 75% dos casos. A invasao 6ssea foi identificada em 33,3% dos
casos. Os genes RANK, RANKL e SOST estavam downregulados em sua maioria
(casos com invasdo Ossea: 25 situagbes de downregulagédo e 3 de expresséo
normal; casos sem invasdo foram 38 situagdes em downregulagdo e 6 em
normalidade), enquanto osteoprotegerina (OPG) apresentou 100% dos casos
downregulados. Nao houve nenhum caso de superexpressao nos genes analisados.
Sobre os parametros microarquiteturais, a média da PC foi de 3,28% (+4,18), a
média de NP foi de 39, da DMO foi de 1,07 g/cm® HA e a média da DF foi de 1,20.

Idade (p 0,01) e tamanho do tumor (p 0,01) apresentaram influéncia na sobrevida



global. Existe maior risco de oObito para pacientes menores de 56 anos de idade
(risco 11,3 vezes maior, p 0,04) e tumores maiores que 6 cm (risco 7,5 vezes maior,
p 0,02). Conclui-se que o comportamento de downregulagdo predominante no osso
mandibular sugere uma inércia metabodlica 6ssea parcial proxima a neoplasia em
termos de expressdo génica, e estes ndo influenciam na sobrevida global. A OPG
esta totalmente subexpressa no osso proximo ao Carcinoma epidermdide. Em
relacdo a sobrevida global dos pacientes com CEO submetidos a mandibulectomia,
evidenciou-se que individuos abaixo dos 56 anos e com tumores maiores que seis

cm apresentaram maior risco de ébito.

Palavras-chave: Carcinoma oral, RANK, RANKL, OPG, Esclerostina, biomarcadores

0sseos, sobrevida global.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant neoplasm that comprises
about 90% of malign lesions of the oral cavity. Lesion interaction with
microenvironment occurs through several molecular mechanisms, including the
crosstalk between bone and tumor. Regarding the bone, metabolism-related genes
expression, including RANK/RANKL/OPG and SOST, is probably altered. Bone
involvement and invasion are related to the prognosis and survival rates. In this way,
the aim of this study was to evaluate the expression of genes involved bone
remodeling process in the mandible of patients diagnosed with OSCC, together with
the evaluation of microarchitectural parameters in the cortex, and their influence on
prognosis. Twenty-four patients who underwent mandibulectomy were included in the
study, and two bone fragments were collected from the surgical specimen: one for
gene expression analysis by means of quantitative real-time PCR (qPCR), and the
other that was included in methyl methacrylate for Microtomography evaluation (uCT,
19 pm isotropic voxel, Scanco MicroCT40, 55 kVp, 144 pyA). The following cortical
parameters were evaluated: bone volume (BV, %), bone surface (BS, pm), porosity
(Po, %), number of pores (NP, n), bone mineral density (BMD, g/ cm® HA) and fractal
dimension (FD, #). A Kaplan-Meier estimator was used to assess survival, and
simple Cox regression was applied to quantitative variables. There was a
predominance of male patients (70.8%) and the mean age was 59.71 years (median
of 62 years). Moderately differentiated tumors were diagnosed in 75% of cases. The
bone invasion was identified in 33.3% of the cases. RANK, RANKL, and SOST
genes were mostly downregulated (cases with bone invasion: 25 situations of
downregulation and 3 of normal expression; cases without invasion were 38
situations in downregulation and 6 in normality), while OPG presented 100% of
downregulation. There were no cases of overexpression. Regarding
microarchitectural parameters, the mean Po was 3.28% (+4.18), NP was 39, BMD
was 1.07 g/cm® HA, and FD was 1.20. Overall survival analysis revealed that the
variables age (p 0.01) and tumor size (p 0.01) were statistically significant. There is a
higher risk of death for patients younger than 56 years of age (11.3 times greater
risk) and for tumors larger than 6 cm (7.5 times greater risk). In conclusion, there is a
predominant gene downregulation in the mandibular bone, suggesting a partial bone

metabolic inertia in the proximity of the OSCC lesion. Gene expression was not



influential on overall survival. Osteoprotegerin was downregulated in 100% of the
cases. Overall survival rates of OSCC patients submitted to mandibulectomy were
negatively influenced for individuals under 56 years of age and for tumors larger than

6 cm.

Keywords: squamous cell carcinoma, RANK, RANKL, OPG, sclerostin, bone

biomarkers, overall survival.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma epidermoide oral (CEO), também chamado carcinoma espinocelular
(CEC), define um grupo de tumores malignos sélidos originados da mucosa do trato
aerodigestivo superior, faringe, laringe, boca e cavidade nasal. Apresenta
comportamento invasivo, por vezes com evolugdo metastatica e mau progndstico,
sendo o sexto cancer mais comum no mundo, com 600.000 novos casos notificados a
cada ano (PORCHERI; MEISEL; MITSIADIS, 2019) e representando mais de 95% dos
canceres da cavidade oral e orofaringe (PATASZ et al., 2017).

No microambiente tumoral, o CEO pode afetar diretamente o osso e a invasao
Ossea apresenta implicagdes importantes no estadiamento do tumor, na escolha do
tratamento, no desfecho e na qualidade de vida do paciente (VAASSEN; SPEEL,;
KESSLER, 2017). Conforme cresce, o tumor invade os tecidos circundantes e pode
penetrar no osso, caracterizando a invasdo. Sabidamente, a presenga de invasao
dssea piora o prognéstico e avanga o estagio do tumor (VAASSEN; SPEEL; KESSLER,
2017). O mecanismo celular pelo qual o CEO invade o osso subjacente permanece
incerto, dificultando o desenvolvimento de estratégias de melhoria no tratamento. A
compreensdo desses mecanismos é essencial para minimizar a disseminagao da les&o
e auxiliar no planejamento cirurgico com maior precisdo do progndéstico (SINGH et al.,
2019).

Em uma revisado de literatura, Vaassen et al. (2017) sugeriram que a ativagéo dos
osteoclastos que ocorre posterior a osteoclastogénese é o fator de maior importancia
para a reabsorcao 6ssea na invasado pelo CEO (CROCKETT et al., 2011; DOUGALL,
2007; JIMI et al., 2011; JOHNSON et al., 2013; JONES; GLIMCHER; ALIPRANTIS,
2011).

O tratamento do CEO deve ser planejado almejando um melhor prognéstico e
uma das ferramentas para esse planejamento seria a avaliagdo do sistema de
estadiamento TMN (T: Tamanho; N:Linfonodos Comprometidos; M:Metastase), que se
caracteriza como uma classificagcdo anatdmica que auxilia na escolha da melhor
abordagem terapéutica. Tal sistema foi complementado em sua 8° edi¢ao, pelo AJCC /
UICC 2017, incluindo novas consideragbes de estagio da doenca HPV e introduziu
duas caracteristicas histoldgicas principais no estadiamento T e N (AMIN et al., 2017;
DOLENS et al., 2021; HUANG; O’'SULLIVAN, 2017). A base de tratamento para o CEO

consiste em abordagem cirurgica (MAHAJAN et al., 2022), e pode ser adotada uma
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conduta multimodal, consistindo em cirurgia seguida de adjuvancia, podendo ser
quimioterapia, radioterapia ou imunoterapia (DOLENS et al., 2021; GOU et al., 2018;
JOHNSON et al., 2020).

No que se refere a terapéutica cirurgica, a mandibulectomia se configura como
uma abordagem com algumas indicagbes, dentre elas a remogédo do osso invadido.
Para além da remogédo do osso comprometido, pouco se sabe sobre a interagao entre
0sso e neoplasia e se existe influéncia do osso e do seu metabolismo nos mecanismos
de facilitacdo e propagagdo tumoral. A remodelacdo o&ssea envolve eventos
sequenciais pela reabsor¢céo osteoclasto-mediada e formagéo osteoblasto-mediada no
mesmo sitio. Seu principal objetivo é reparar microdanos e renovar o esqueleto
(GASSER; KNEISSEL, 2017). Estudos demonstraram que o sistema composto pelo
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK), o ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa B (RANKL), o membro da superfamilia 11B do receptor do fator de
necrose tumoral (Osteoprotegerina, OPG) e a proteina codificada pelo gene SOST,
Esclerostina, apresentam um papel essencial na remodelagdo 6ssea e no sistema
imunoldgico (MING; CRONIN; PENNINGER, 2020). A ativagéo do receptor do ligante
NF-kB (RANK), RANKL, induz a diferenciacdo de osteoclastos. A OPG inibe a
osteoclastogénese (ONO et al.,, 2020). Além disso, a Esclerostina, um antagonista
soluvel da sinalizacdo da via Wnt / B-catenina, secretada principalmente pelos
ostedcitos, desempenha um papel essencial na biologia dos osteoblastos e
osteoclastos nas superficies 6sseas (WANG; MAZUR; WEIN, 2021).

Figura 1: Interacdo entre metabolismo e os
genes envolvidos no processo de
remodelamento 6sseo.
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Figura 2: Mecanismo de agao da via WNT/3 —
Catenina no metabolismo ésseo.
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Sobre essa interagdo do osso com a neoplasia, um estudo pioneiro realizou a
correlagéo entre pardmetros microarquiteturais e analise de expressao génica de genes
do osteometabolismo e descobriu que o cértex da mandibula nas proximidades do
CEO apresentou maior superficie 6ssea do que o osso na margem cirurgica (distante
do tumor), e com a presenga de invasdo Ossea houve diminuigdo no grau de
anisotropia. Os autores reportaram ainda que RANK, RANKL, OPG e SOST se
apresentaram downregulados na maioria dos casos (RABELO et al., 2018a).

Diversos trabalhos tém procurado desvendar a influéncia do metabolismo 6sseo
no tumor adjacente e consequentemente nas repercussdes no croostalk entre osso e
neoplasia (LE et al., 2017). Um estudo prévio demonstrou que as caracteristicas da
invasdo Ossea, a expressao de alguns genes envolvidos na facilitagdo deste processo
e alguns outros fatores tem influéncia na sobrevida destes pacientes (Tese de
Doutorado da Erica Fernanda Patricio da Silva, AC Camargo Cancer Center, dados
ainda néo publicados). Contudo, nenhum estudo avaliou diretamente a expresséo
génica e os parametros microarquiteturais do osso e sua relagdo com a sobrevida

global dos pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor embasamento do assunto proposto a seguinte revisdo de literatura

aborda os assuntos que envolvem o tema central do trabalho.

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL E A INVASAO MANDIBULAR

Dentre as neoplasias malignas, o CEO é mais comum nas vias aéreas digestivas
superiores, representando mais de 90% das neoplasias malignas orais e, sao
caracterizados por apresentarem diferentes niveis de diferenciagdo e uma propenséo
para a metastase linfonodal (AHMAD et al., 2019; RABELO et al., 2018a). Segundo o
INCA (Instituto Nacional de Cancer), para o Brasil, estimam-se 11.180 casos novos de
cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres para o ano de 2020
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2021).

Estas lesdes sdo derivadas do epitélio de revestimento da mucosa na cavidade
oral, faringe e laringe, apresentando etiologia multifatorial, geralmente associada ao
consumo de tabaco, mastigacdo de Betel, consumo excessivo de alcool, condigdo
bucal ndo higiénica, infec¢des virais e também devido a disbiose na composi¢cdo do
microbiota da cavidade oral (SAXENA et al., 2022). Nos ultimos anos, a incidéncia de
carcinoma em orofaringe tem como principal agente precursor o papiloma virus
humano (HPV), afetando homens caucasianos mais jovens com menos de 65 anos e,
esta relacionado ao comportamento que expdem os pacientes ao aumento da infecgéo
oral por HPV (DESS et al., 2019; JOHNSON et al., 2020; YAN et al., 2020). Quanto as
suas caracteristicas histolégicas, o grau de diferenciacdo estabelecido pela
Classificagao Internacional de Tumores da OMS (Organizagdo Mundial da Saude), os
diferem em: bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco ou
indiferenciados (RIVERA, 2015).

A apresentacao clinica do CEO é variada, podendo ser: exofitica, endofitica,
leucoplasica, eritroplasica, eritroleucoplasica. A lesédo principal do CEO é uma ulcera
com os bordos endurecidos. O padrao de crescimento endofitico tem uma area central
deprimida, de formato irregular, ulcerada, com uma borda “em rolete”. A destruicdo do
0sso subjacente, quando presente, pode ser dolorosa ou completamente indolor e
comumente aparece nas radiografias como uma radiolucidez “em roido de traga” com

margens mal definidas ou bordas irregulares (uma aparéncia similar a da osteomielite)
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(NEVILLE et al., 2016). No estudo de Mahajan et al. (2022), padrées de envolvimento
o0sseo foram relatados: infiltragdo erosiva, ou seja, erosdo cortical superficial com
eroséo cortical externa sutil sem ruptura completa; invaséo infiltrativa, que inclui erosao
cortical profunda com ruptura cortical externa, atingindo a camada cortical interna,
envolvimento medular com doenga erodindo ambos os cértices e atingindo a medula
mandibular, e envolvimento do canal mandibular com doenga erodindo o canal alveolar
inferior, obliteracdo de gordura, ou realce excessivo dentro do forame mandibular, com
ou sem alargamento ou erosdo do forame, que foi considerado como disseminagao
perineural.

O CEO pode apresentar dois padrdes de invasdo 6ssea: um padrdo erosivo,
histologicamente visto como uma massa tumoral, separada do osso por uma camada
de tecido conjuntivo, permeada por um corddo de osteoclastos, interface fibrosa e
numerosos linfocitos entre tumor e tecido 6sseo. E um padréo infiltrativo, onde a
camada de tecido conjuntivo € rompida, e existem ilhas e corddes de células tumorais
que infiltram diretamente o osso (JIMI et al., 2011; WANG et al., 2021; YUE et al.,
2020). O estudo de Ahmad et al. (2019) constatou que o padrao infiltrativo de invaséo
Ossea esta associado ao acometimento do espago medular, quando comparado ao
padréo erosivo que se restringe a porgéo cortical.

O tamanho da neoplasia e a presenca e extensdo da metastase do CEO sé&o os
melhores indicadores do prognéstico do paciente. O processo de quantificar esses
parametros clinicos é denominado estadiamento da doenca, elaborado pelo American
Joint Committee on Cancer (AJCC), em 2010. O estadiamento da doenga considera
trés parametros basicos: T: tamanho do tumor primario, em centimetros; N:
envolvimento de linfonodos locais e M — metastases a distadncia (AMIN et al., 2017). A
8?2 edigdo publicada recentemente instituiu alteragdes no estadiamento de cabecga e
pescogo, com inclusdo de variaveis e dados como profundidade de invasdo (HUANG;
O’SULLIVAN, 2017). Em suma, as caracteristicas morfologicas heterogéneas e invaséo
de estruturas anatémicas regionais refletem no estadiamento da doenca. Conforme o
tumor cresce, ele invade os tecidos circundantes e pode penetrar no osso (CHEN et al.,
2011; HOFFMANNOVA et al., 2010; LUBEK et al., 2011).

Namin, Zitsch e Layfield (2019) avaliaram preciséo, sensibilidade e especificidade
da interpretacdo patoldgica da invasdo mandibular por CEO e, compararam a
sensibilidade patolégica de detecgdo de invasdo mandibular nos padrdes erosivos

versus infiltrativos de invasdo, identificando invasdo mandibular em 84% dos casos,
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que foi relatado no estudo como um erro amostral e de variabilidade da interpretacao
patoldgica, sugerindo maior precisao na avaliagdo patologica. Contudo, seus resultados
revelaram que a sensibilidade patologica para interpretagdo da invasdo mandibular
para os padrdes erosivos e infiltrativos de invasdo foram 77% (30/39) e 91% (32/35),
respectivamente (p = 0,08).

As principais formas de tratamento sdo modalidades de terapia curativa para
CEO local ou loco-regional, podendo ser ressecc¢ao cirurgica, radiagdo e/ou terapia
sistémica. O planejamento do tratamento visa uma abordagem curativa, associada a
otimizacao da preservagéo da funcdo. Para pacientes com cancer primario pequeno
sem envolvimento de linfonodos clinicos, ou envolvimento de apenas um unico
ndédulo, intervengdes de modalidade uUnica (ressecgéo ou radiagdo) podem alcangar
taxas de cura de mais de 80% (LEE et al., 2018). Em pacientes com CEO em
estagio inicial, a disseccéo eletiva melhora as taxas de sobrevida global em relagéo
ao esvaziamento cervical terapéutico (D’'CRUZ et al., 2015).

O CEO é geralmente tratado com ressecgdo cirurgica do tumor e consequente
esvaziamento cervical quando ha evidéncia de doenga cervical ou o risco de
metastases regionais € alto. O tratamento adjuvante (radioterapia com ou sem
quimioterapia) é usado em casos de alto risco de mau prognodstico. Os pacientes
elegiveis para um tratamento mais agressivo devem ser selecionados, caso a caso
(ALMANGUSH et al.,, 2020). Para otimizar o controle da margem cirurgica, uma
osteotomia em bloco com preservagédo da borda da mandibula pode ser suficiente no
tipo erosivo, enquanto os tumores infiltrativos s&o tratados por ressecgdo segmentar
(DAVID FRIED et al., 2013; EBRAHIMI et al., 2011). Os diferentes padrées de invaséo
afetam os protocolos de tratamento utilizados em todo o mundo, pois as margens
seguras (0sseas) sdo essenciais para taxas de sobrevida (SINGH et al., 2019;
VAASSEN; SPEEL; KESSLER, 2017).
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Figura 3: Produto de pelveglossomandibulectomia + ECSHO
direito.

Fonte: Acervo do Professor Gustavo Davi Rabelo e da Doutora Erica
Fernanda Patricio da Silva.

A cirurgia radical deve ser enfatizada para melhorar o progndstico do cancer
bucal. A reabilitacdo também pode melhorar a qualidade de vida e a sobrevida dos
pacientes. Embora a quimioterapia neoadjuvante ndo melhore a sobrevida de
pacientes com cancer oral avangcado em sua totalidade, ela pode beneficiar os
pacientes que apresentam respostas positivas ao tratamento (PATIL et al., 2014).

Uma reviséo sistematica e meta-analise realizada por Gou et al. (2017) verificou
que os tumores primarios se localizavam principalmente na gengiva, assoalho da boca,
lingua, bochecha, trigono retromolar, orofaringe e amigdalas. A frequéncia de invaséo
mandibular estava entre 21% e 62% entre os pacientes com cancer bucal envolvidos
nos trabalhos revisados. A meta-analise ndo encontrou diferenga significativa nas taxas
de recorréncia da doenca entre mandibulectomia marginal e segmentar. No entanto,
em casos de invasdo medular, a adogdo da mandibulectomia reduziu a taxa de
recorréncia da doenga em 36%, em dois anos. Nao houve diferenga significativa nas
taxas de sobrevida relacionadas ao tipo de cirurgia adotada (marginal ou segmentar).

Pacientes com CEO que apresentam alto risco, o EC e QR (quimiorradiagéo)
pos-operatérias concomitantemente melhoram significativamente como taxas de
controle local e regional e sobrevida livre de doenga. No entanto, o tratamento
combinado esta associado a um aumento substancial dos efeitos adversos
(BERNIER et al., 2005). Em estagios nodais mais avangados, a radiagdo pos-

operatéria ou a adogdo da QR mediada por fatores de riscos patoldgicos, reduz o
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risco de recorréncia e melhora a sobrevida (BERNIER et al., 2005; TANVETYANON
et al., 2014). Em casos de insucesso no tratamento apds radiagéo ou cirurgia de
modalidade UuUnica, pode ser utilizado o resgate como modalidade alternativa,
oferecendo uma grande chance de cura (BERNIER et al., 2005; FORASTIERE et al.,
2018).

2.2 INVASAO MANDIBULAR E SOBREVIDA

Durante a ultima década, apesar da melhora acentuada no resultado clinico de
muitos tipos de tumor, uma taxa de sobrevida geral em 5 anos de CEO permaneceu
em ~40 - 50%, principalmente devido a disponibilidade limitada de opc¢des
terapéuticas eficazes para pacientes (CANNING et al., 2019).

Kowalski et al. (2020) avaliaram o histérico de 505 pacientes com CEO e 380
orofaringeos obtidos em 2001-2006 e 2007-2012 e constataram que a maioria dos
pacientes com CEO (59%) e orofaringeo (90%) apresentavam- se nos estagios lll-
IV. A SG (sobrevida global) em 5 anos para pacientes com CEO foi de 51,7%, sem
diferenga entre o primeiro e o segundo periodo. As taxas de SC (sobrevida
condicional) em 2007-2012 foram de 65% apds o primeiro ano e 86% até o quinto
ano. Em casos de carcinoma epidermdide de orofaringe, observou-se uma SG em 5
anos de 45,0% no primeiro periodo. A sobrevida aumentou para 49,1% de 2007 a
2012, com reducao do risco de morte. As marcas do SC de 2007 a 2012 sao de 59%
apo6s o primeiro ano e 75% até o quinto ano, sugerindo que o aumento significativo
da sobrevida para carcinoma orofaringeo, possivelmente por causa de melhorias na
resposta dos pacientes a radioterapia, como terapia de radiagdo modulada por
intensidade e o uso de imagens diagnosticas mais precisas abordagens.

Um estudo de coorte realizado em Taiwan constatou uma taxa geral de
mortalidade de 35,3%, sendo observadas maiores razdo de risco na regido de
lingua, no assoalho da boca, gengiva, palato duro e na orofaringe. As variaveis sexo
masculino e o aumento da idade apresentaram riscos significativamente maiores de
morte por cancer oral (SU et al., 2019).

Outro fator relacionado a sobrevida do paciente € o tempo prolongado entre o

diagnostico e o inicio do tratamento do cancer oral, pois durante esse intervalo de
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tempo o tumor tem a capacidade de aumentar de tamanho e evoluir com metastase,
comprometendo o progndstico do paciente (SAKA-HERRAN et al., 2021).

Uma meta-analise realizada por Bulsara et al. (2018) encontrou doze ensaios
clinicos randomizados que avaliaram a cirurgia de esvaziamento cervical (EC)
eletivo em pessoas com cancer de cavidade oral; no entanto, a evidéncia disponivel
para todas as comparagdes e resultados é de certeza muito baixa, portanto, n&o
podemos confiar nas descobertas. A evidéncia é insuficiente para tirar conclusdes
sobre o EC eletivo de nédulos cervicais clinicamente negativos no momento da
remogao do tumor primario em comparagdo com o EC terapéutico (retardado). Dois
estudos combinados na meta-analise sugeriram que n&do ha diferenga entre essas
intervencdes, enquanto um estudo (que avaliou o supraomo-hidideo eletivo)
descobriu que ele pode estar associado ao aumento da sobrevida geral e livre de
doenca. Um estudo descobriu que o EC eletivo reduziu a recorréncia loco-regional,
enquanto trés foram inconclusivos. Ndo ha evidéncia de que o EC radical aumente a
sobrevida geral ou livre de doenga em comparagdo com a cirurgia de EC mais
conservador, ou que haja uma diferengca na mortalidade entre a vigilancia por
tomografia por emissao de positrons (PET-CT) apds QR versus EC planejado (antes
ou apo6s a QR). O relato de eventos adversos em todos os ensaios foi pobre e ndo
foi possivel comparar a qualidade de vida das pessoas submetidas a tratamentos
cirurgicos diferentes.

A progressao do tumor, medida pelo estadiamento clinico-patolégico, aumenta
a mortalidade para pacientes com CEO que apresentam atrasos no tratamento
(XIAO et al.,, 2018). Os resultados sugerem que a sobrevivéncia do cancer oral
depende mais da atividade proliferativa do tumor (progressdo do tumor) do que de
um intervalo de tempo prolongado para o diagnéstico (SEOANE et al., 2010).

A invasdo 6ssea € um fator que permanece em debate em diversos estudos
realizados. Uma revisédo sistematica e meta-andlises realizada por Li et al. (2017)
encontrou nos resultados uma relagdo significativa entre invasdo mandibular e
sobrevida global (p = 0,04), e que o envolvimento medular (p = 0,0001) poderia
diminuir a sobrevida global, enquanto que o envolvimento cortical (p = 0,66) ndo
apresentou significancia estatistica. O estudo de Mahajan et al. (2022) propés um
novo sistema de estadiamento, classificado de acordo com o envolvimento da regido
medular e do canal mandibular. Os pacientes sem erosao 6sseal/erosdo cortical

superficial e erosao éssea cortical profunda foram estadiados com base no tamanho
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e profundidade da invasdo. Apenas a invasao medular com ou sem envolvimento do
canal mandibular foi considerada como T4a, identificando a erosdo éssea cortical
profunda em 23% dos pacientes, envolvimento do osso medular em 34% a invasao
do canal mandibular em 43% dos pacientes, sendo que os primeiros tiveram uma
taxa de sobrevida livre de doenca e sobrevida livre de recorréncia locorregional
significativamente melhor do que aqueles com envolvimento de osso medular com
ou sem envolvimento do canal mandibular.

O impacto da inclusdo da extensdo extranodal na classificagcdo N de AJCC 8°
foi analisado em muitos estudos. Almangush et al. (2020), em uma meta-analise,
revelaram um aumento incremental no risco de pior sobrevida em tumores com

classificagdo N superior de acordo com AJCC 8°.

2.3 SISTEMA RANK, RANKL, OPG, SOST (ESCLEROSTINA) E INVASAO OSSEA

O sistema RANK/RANKL/OPG pertence a superfamilia do receptor do fator de
necrose tumoral (TNF) que regula a formacdo e fungdo dos osteoclastos, sendo
essencial no remodelamento e reabsorgédo éssea (SAMBANDAM et al., 2018).

O gene receptor ativador do fator nuclear NF-kf3 (RANK) humano (simbolo do
gene: TNFRSF11A) esta localizado no cromossomo 18 (18g21.33) e codifica um
receptor com 616 aminoacidos. Os dominios extracelular e intracelular de RANK sé&o
definidos por quatro pseudo-repeti¢des ricas em cisteina na porgéo terminal amino e
trés dominios de ligagdo ao TRAF (TNF receptor-associated factor Family), no
terminal carboxi, respectivamente (NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI, 2012;
OKAMOTO et al.,, 2017). RANK é expresso principalmente em precursores de
osteoclastos, osteoclastos maduros e células imunes, como células dendriticas
(CDs) e macrofagos. Um estudo recente mostrou que, por meio de mudangas
moleculares, altera-se a estrutura do osteoclasto e libera vesiculas extracelulares
que expressam RANK, que interagem com o RANKL nos osteoblastos, resultando
na promogao da formagéo éssea pela sinalizagao reversa RANK-RANKL (IKEBUCHI
et al., 2018).

O gene ligante do receptor ativador do fator nuclear NF-k3 (RANKL) humano
(simbolo do gene: TNFSF11) estd localizado no cromossomo 13 (13q14.11) e
codifica uma glicoproteina com 317 aminoacidos. RANKL €& uma proteina

transmembrana do tipo Il com um dominio extracelular sem carboxi terminal
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(NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI, 2012; OKAMOTO et al., 2017). Foi
demonstrado que as células tumorais do CEO expressam altos niveis de RANKL e
que, além disso, sua expressao € autorregulada nestas células neoplasicas;
contudo, os mecanismos reguladores da expressao de RANKL e um papel funcional
na progressao do tumor ainda néo sao claros (SAMBANDAM et al., 2018).

O gene osteoprotegerina (OPG) humano (simbolo do gene: TNFRSF11B) esta
localizado no cromossomo 8 (8q24.12) e codifica um receptor com 401 aminoacidos.
Os dominios de OPG classificam quatro pseudo-repeticdes ricas em cisteina no
terminal amino e dois dominios de morte no terminal carboxi, respectivamente
(NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI, 2012; OKAMOTO et al., 2017). OPG é
exportado para o espago extracelular como um receptor chamariz soluvel sem
qualquer estrutura transmembrana. A supressdo da OPG em células estromais de
CEO induzem a osteoclastogénese (MICHALEK et al., 2019).

A reabsorg¢ao 0ssea pelos osteoclastos € uma etapa importante no processo de
invasado 6ssea pelos CEOs. Algumas citocinas (por exemplo, TNFa e PTHrP) levam
a expressao do RANKL ou supressdo da OPG nas células de CEO e nas células do
estroma canceroso para induzir a osteoclastogénese. CEOs fornecem um
microambiente adequado a osteoclastogénese e para regular o equilibrio de RANKL
e OPG (MICHALEK et al., 2019).

Para além da osteoclastogénese e reabsor¢ao, aten¢ao deve ser dada também
para a formagédo éssea. A Esclerostina € uma glicoproteina codificada pelo gene
SOST, secretada principalmente por ostedcitos maduros, e € um antagonista da
sinalizagdo Wnt/B-catenina, inibindo a formagéo 6ssea (SEMENOV; TAMAI; HE,
2005). Embora SOST (Esclerostina) tenha sido definida como um antagonista da
proteina morfogenética do osso (BMP), ela agora é estudada principalmente como
um regulador negativo da sinalizagdo Wnt (DELGADO-CALLE; SATO; BELLIDO,
2017; VAN BEZOOIJEN et al.,, 2004). A desregulacdo da expressdo de
SOST(Esclerostina) também estd relacionada a fisiopatologia de disturbios
esqueléticos caracterizados pela perda de massa éssea, bem como pelos efeitos
prejudiciais de alguns canceres no osso (WANG; MAZUR; WEIN, 2021).

A invasdo 6ssea pelo CEO ja esta bem definida em alguns aspectos, porém,
permanece incerto todo o mecanismo envolvido neste processo. O microambiente
tumoral € composto por uma rede complexa e interconectada de protagonistas,

incluindo fatores soluveis como citocinas e componentes da matriz extracelular,
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interagindo com fibroblastos, células endoteliais, células imunes e varios tipos
celulares especificos, como o0s osteoblastos, que realizam comunicagdes
intercelulares diretas e/ou de forma autdcrina/paracrina/endécrina envolvendo
citocinas e fatores de crescimento. Dentre essas glicoproteinas, o RANKL detectado
no microambiente tumoral e seu receptor RANK, que é frequentemente expresso por
células cancerigenas, participam de todas as etapas do desenvolvimento do cancer.

Suas atividades sao marcadamente reguladas pela OPG (RENEMA et al., 2016).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parédmetros microarquiteturais e de expressdo génica da cortical
mandibular em pacientes com carcinoma epidermdide oral submetidos a
mandibulectomia, além da influéncia destes parametros na sobrevida global destes

individuos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acessar os parametros microarquiteturais da cortical mandibular de pacientes
com CEOQO, por meio da microtomografia, e identificar a influéncia destes na
sobrevida global,

e Avaliar a expresséo génica de RANK, RANKL, OPG e SOST na mandibula de
pacientes com CEO e sua influéncia na sobrevida global;

e Avaliar a influéncia de alguns dados clinicos e histopatolégicos na sobrevida

global.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguinte seg¢do apresenta os recursos utilizados para desenvolvimento do

projeto.
4.1 CASUISTICA

O estudo em questao foi composto por 24 pacientes diagnosticados com CEO
na cavidade bucal, atendidos no A.C. Camargo Cancer Center, sendo adotadas
propostas terapéuticas de wuma abordagem cirdrgica com inclusdo de
mandibulectomia. Realizou-se avaliagdes dos dados referentes ao comprometimento
mandibular e a respectiva classificagdo TNM, por meio da coleta de anotagbes
clinicas dos médicos e demais profissionais da equipe multidisciplinar, além dos
exames complementares disponiveis, sendo estes: exames de imagem (TC e
radiografia), laudos prévios e todas as analises realizadas pelo departamento de
Anatomia-Patolégica da instituicao.

Todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
concordando em participar do estudo. Este projeto € uma extensdo do estudo
intitulado “Avaliacdo do osso mandibular em pacientes com lesées benignas e
malignas da cavidade oral’, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF — CAAE: 85565618.3.1001.5147 -
Parecer: 2.757.535) e do AC Camargo Cancer Center (CAAE:
85565618.3.3001.5432 — Parecer numero: 3.195.138).

As etapas laboratoriais foram realizadas em dois momentos distintos. Os
resultados parciais do trabalho foram obtidos em 2018, onde realizou-se a avaliagdo
de 18 amostras na primeira parte do estudo, e foram apresentados no evento 44°
Congresso Brasileiro De Estomatologia e Patologia Oral (DA SILVA et al., 2020). A
segunda parte do estudo foi realizada em 2021, com o processamento e analise de
outras 9 amostras coletadas entre 2018 e 2021. Destas novas amostras, duas foram
retiradas do estudo por nao amplificarem para a maioria dos genes, e uma amostra
foi excluida por ndo conter material suficiente para analise, sendo entdo avaliadas
ao final desta parte do estudo um total de 6 amostras. Ressalta-se que houve menor
numero de coletas neste periodo, parte devido ao reflexo da pandemia de COVID-
19.
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4.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO:

e Pacientes maiores de 18 anos de idade, que apresentavam CEO, com ou
sem envolvimento mandibular, que tiveram como opcéo terapéutica a cirurgia

de mandibulectomia de ressecgdo marginal ou em bloco.

4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

ePacientes em uso de medicamentos que alteram o turnover 6sseo, como
bisfosfonatos e Denosumab® e aqueles em uso prolongado (mais de 3 meses)
de corticosteroides.

e Gestantes.

e Foram excluidos do estudo 2 fragmentos coletados de pacientes que foram

submetidos a terapia de radiag&o prévia a coleta.

4.2 AMOSTRAS

Amostras foram coletadas para as partes laboratoriais durante a etapa clinica.

4.2.1ETAPA CLINICA

Ap0s a cirurgia de ressecgédo realizada pelos profissionais do Departamento de
Cirurgia de Cabega e Pescogo do AC Camargo Cancer Center, o produto final da
cirurgia era encaminhado para sala de congelamento dentro do centro cirurgico,
para conferéncia de margens por congelamento, e para posterior processamento e
analise anatomo-patolégica. A coleta das amostras ésseas na pega cirurgica foi
realizada a uma distdncia de 5 mm distante da interface osso/neoplasia, com
orientagdo do Patologista responsavel pelo caso, presente no momento da coleta
(Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo macroscopica da pega cirurgica da
resseccdo do CEC incluindo mandibulectomia marginal a
esquerda, ampliada para musculatura digastrico milo-hiéideo e
com esvaziamento cervical niveis IA e lll. A) Visdo superior da
peca. B) Viséo lateral da pega. C) Visao lateral aproximada,
evidenciando o osso incluido na mandibulectomia (tabuas
corticais e 0sso esponjoso no interior).

e

B it Fa 1

Fonte: Erica Fernanda Patricio da Silva, 2019.

Dois fragmentos 6sseos foram coletados utilizando uma trefina acoplada a um
motor de implante (Figura 5). Um fragmento foi incluido em solug&o de alcool etilico
a 70% para fixagdo, para posterior inclusdo e realizagdo da Microtomografia
Computadorizada; e o outro fragmento 6sseo foi armazenado em nitrogénio liquido
para a andlise da expressdo génica por reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa, dos genes RANK, RANKL, OPG e SOST (Figura 5 e 6).



Figura 5: Peca cirurgica onde foi realizada ressec¢gao ampla
de neoplasia. A) Peca cirurgica resultante da
pelveglossomandibulectomia com esvaziamento cervical
bilateral para tratamento do CEC. B) Contra-angulo e trefina
utilizados para realizagéo das coletas. C) Amostra coletada da
peca cirurgica a partir do critério de distancia da neoplasia
(nota-se fratura na amostra, na parte trabecular, proveniente
do manejo para sua retirada da peca cirurgica).

A.C. Camargo
Cancer C:f';IBEI

Figura 6: Peca cirurgica resultante de produto de
pelveglossomandibulectomia de ramo ascendente a
direita até ramo horizontal a esquerda concomitante a
esvaziamento cervical supraomo-hidideo bilateral. As
setas em branco indicam a regido de coleta dos dois
friymentos 0SSeos.

Fonte: Erica Fernanda Patricio da Silva, 2019.
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4.2.2ETAPAS LABORATORIAIS

Os fragmentos destinados a andlise da expressdo génica foram avaliados
quanto a disponibilidade de material passivel para analise (RNA), no servigo de
Anatomia Patolégica, junto ao Biobanco da Instituicdo, seguindo protocolo

institucional.

4221 EXTRAGAO DO RNA TOTAL

Por se tratar de material mineralizado o osso foi triturado em nitrogénio liquido
com auxilio de um triturador ésseo para implantes dentais. O RNA foi processado de
acordo com o protocolo operacional padrao do Biobanco (OLIVIERI et al., 2014). O
material correspondente a amostra (30mg) foi homogeneizado no equipamento
Precellys® (Bertin Technologies, Montigny-leBretonneux, Franga) com 400 pL do
tampao RLT com B-Mercaptoethanol (B-ME) de acordo com as recomendagdes do
fabricante para o Kit de extracdo QIAsymphony (Qiagen, CA, EUA). Foi utilizado o
equipamento QlAsymphony (Qiagen, CA, EUA) para a extragdo forma automatizada
do material, adotando o protocol miRNA CT 400V8, que permite a recuperacao do
RNA total, inclusive o miRNA. O equipamento NanodropTM ND-1000 (Thermo
Scientific, DE, EUA) avaliou a pureza do RNA e a sua concentragéo foi mensurada
no Qubit (Thermo Scientific). A integridade foi determinada pelo equipamento
Tapestatio 4200 (Agilent Technologies, CA, EUA). O critério utilizado para avaliar a
integridade do RNA foi a quantificacdo fotométrica por medidas de razéo entre
absorbancias medidas a 260 nm e 280 nm, a forma mais conhecida de controle de

qualidade de uma extracao de DNA ou RNA.

4.2.2.2 SINTESE DE cDNA:

Para sintese de cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription, seguindo o protocolo do fabricante.

Para a confecgéo da primeira placa foi preparado um mix contendo para cada
amostra: 2,0 uL de 10X RTBuffer, 0,8 yL de 25X DNTP mix, 2,0 yL de 10X Randon
primers, 1,0 uL de Multiscribe e 1,0 yL de RNase Inh.
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Apds a ciclagem, as amostras foram diluidas em agua para 2 ng/ l (figura 7).

Figura 7: Sintese de cDNA. A: Centrifuga utilizada para
a secagem das amostras. B: Adicao do material para a
sintese de cDNA. C: Termociclador. D: Diluicdo do
cDNA.
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Fonte: A autora, 2021.

4.2.2.3 AMPLIFICAGAO POR PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qPCR)

O volume final de reacgéo foi de 20 yL para cada amostra, sendo que cada tubo
continha 10 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix Il (1505037), 4,0 yL de agua
ultrapura, 5,0 pyL (10ng) do cDNA e 1 pL de TagMan Gene Expression Assay,
especifico para cada gene e disponiveis comercialmente (Applied Biosystems)
(URIBE; ROJAS; ROSAS, 2013).

A amplificagéo foi feita em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto, precedidos por um periodo de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, no
aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O nivel de

expressdo de cada gene foi quantificado relativamente a expressdo de um controle
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(referéncia), selecionado utilizando-se a ferramenta NormFinder, disponivel em:

<https://moma.dk/normfinder-software>.

A sequéncia de nucleotideos usada foi obtida na base da dados Gene

(PubMed), o numero de pares de base e a referéncia comercial dos mesmos

conforme a Tabela 1. Os experimentos foram realizados em duplicata, conforme a

imagem (Figura 8).

Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos dos genes estudados.

Gene PB Lote

RANK 75 HS00921372_mA1
RANKL 67 HS00243522_mA1
OPG 74 HS00900358_m1
SOST 81 HS00228830 _m1

Fonte: A Autora, 2021.

Figura 8: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema RT-
gPCR - Placa 1. A:Pogos contendo os genes avaliados. B: Em amarelo os
genes dos endégenos de GAPDH. C: Endégeno GAPDH.

=
Pim [8 s Jrew pereews dewyue e Geh
JasR L s s L harRRS BESDDEESE
1 Dot 21 9% 1o BT vy - Platali s Eoniibilid i e
o LSl I T Y S o L | ey ¥ -
- . e i i | =TT
H B " m L] | "
L 5 P j pRs—— 2
5 s i
B |
) i
5 B ] o
.m = i)
«H =
g Al s =]
F. 1 |
e Ferw |
=
rrrrrr | i [ |
1] |
a3 B w |
B | |
a4
ik | |
= =
]
- =) T
N - fi
i - e
aki # ¢
T = 7 e - ER
i - -
- - B - c
----- | B

Fonte: A Autora, 2021.

O endogeno GAPDH n&do amplificou para nenhuma amostra atual, no entanto,

em 2015 ele foi utilizado para a analise das amostras, uma vez que ocorreu a

amplificagdo do mesmo. Dessa forma, foi realizado um teste com 4 tubos do

endoégeno de GAPDH, com o pool de células dsseas sintetizadas em 2015, uma
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amostra da analise anterior, um pool de células 6sseas sintetizadas atualmente e um
pool de células de tecido mucoso.

Tanto para as células de tecido 6sseo sintetizadas anteriormente quanto as
atuais ndo houve amplificagcdo. A amostra da analise anterior teve amplificacao
tardia (como ocorreu na andlise do primeiro momento do estudo). O pool de tecido
mucoso amplificou, comprovando que o endégeno GAPDH funcionou corretamente

(Figura 9).

Figura 9: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema RT-
gPCR — Teste de GAPDH. A: Pogos com os enddégenos de GAPDH
avaliados. B: Em verde, endégenos do pool de células da mucosa. C: Curva

de amplificagdo dos enddégenos do pool de células da mucosa.
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Fonte: A Autora, 2021.

Foi realizado um teste de endégenos para definir qual teria melhor amplificacao
para as amostras do estudo nesta segunda fase. Foram testados os enddgenos: [3-
actina, 18S, TATA-binding protein (TBP) e B-2-microglobulilna (B2M). O teste foi
realizado em 4 amostras de osso proximo a lesdo, uma amostra do pool de células
antigo e uma amostra do pool de células novo. O mix preparado seguiu o padrao
adotado na primeira placa de qPCR.

N&o ocorreu amplificacdo para os genes (-actina e TBP. Houve amplificacao
para os genes 18S e B2M, porém, o NTC também amplificou, indicando

contaminagéo dos assays dos endégenos, conforme a imagem (Figura 10).
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Figura 10: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema RT-
gPCR — Teste 1 de enddgenos. A: Pogos referentes aos enddgenos 18s e

b2m. B: Curva de amplificagdo indicando contaminagédo dos assays.
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Fonte: A Autora, 2021.

Foram testados novamente os assays utilizados e outros novos dos genes 18S

e B2M, constatando-se que eles ndo estavam contaminados (Figura 11).

Figura 11: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema
RT-gPCR — Teste 2 de enddégenos. A: Pogos dos genes 18s e b2m. B:
NTCs para 18s e b2m. C: Grafico sem amplificagdo, indicando que os genes
nao estdo contaminados.
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Foi necessaria nova sintese de cDNA das amostras, pois a quantidade era
insuficiente para o novo teste de enddégenos e para a avaliacao da expressdo dos
demais genes. Realizou-se um novo teste de endégenos com os genes 18S e B2M,

pois foram os que tiveram melhor amplificagéo (Figura 12).

Figura 12: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema
RT-gPCR — Seleg¢do do enddgeno. A: Pogos com os genes avaliados. B:
Enddégenos 18s e b2m. C: Curva de amplificagdo para os enddégenos. A
primeira curva refere-se ao gene b2m.
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Fonte: A Autora, 2021.

Para a analise foi selecionado o gene [B-2-microglobuliina (Pb: 75;
HS99999907 m1). Em suma, nesta segunda parte do estudo, foram utilizadas 6
amostras de osso cortical, que foram coletadas a 5 mm de distancia do tumor e 1
pool composto por 3 amostras de tecido dsseo saudavel (o pool de amostras de
tecido saudavel é o mesmo utilizado na primeira parte do estudo em 2015, que ficou
armazenado deste entdo. Sdo 3 amostras de osso coletadas de pacientes com
lesbes benignas centrais, e a remogao do fragmento 6sseo foi realizada nas
margens cirurgicas, em uma distdncia segura definida pelo cirurgido

Bucomaxilofacial). O grafico pode ser visto na imagem (Figura 13).
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Figura 13: Applied Biosystems 7900HT. Interface do software do sistema
RT-gPCR — Amplificagdo para p-2-microglobulilna. A: Pogos das amostras
osseas. B: Endogenos b2m. C: Curva de amplificacéo de b2m.
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Fonte: A Autora,2022.

4.2.2.4 CRITERIOS PARA A CATEGORIZAGAO DOS GENES AVALIADOS

O calculo do nivel de expressdo de cada gene alvo foi realizado utilizando o
método 2 ~2ACT, para a quantificagao relativa, onde ACt (threshold cycle) é o ciclo da
PCR em tempo real, no qual a amplificacdo atinge a fase logaritmica, sendo o
resultado dado pela diferenga de expresséo entre gene alvo e controle endégeno da
amostra (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Para classificar os genes do estudo, utilizou-se como critério a classificacao
dos genes em downregulados, onde sua expressao € menor que 0,5, normal onde
sua expressado se encontra entre 0,5 e 2 e, sua superexpressao ocorre em casos

maior que 2, de acordo com Rabelo et al. (2018) e Livak e Schmittgen (2001).

4.2.3 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (uCT)

As amostras Osseas que foram incluidas em metil metacrilato foram
analisadas no microtomoégrafo Scanco40 (UCT - Scanco PCT 40, Brittisellen,
Switzerland), com um tamanho de voxel isotropico de 19 um (fonte de raios X: 55
kVp, 144 pA), sendo avaliados os seguintes parametros: volume 6sseo (VO, %),

superficie 6ssea (SO, mm), porosidade cortical (PC, %), numero de poros (NC, n),
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dimensdo fractal (DF, #) e densidade mineral 6ssea (DMO, g/cm® HA -
Hidroxiapatita). Para a avaliagdo foi utilizado um threshold global de 440. Dez
imagens foram salvas em formato TIFF para o calculo da DF, utilizando o método

baseado na analise das imagens em escala de cinza (RABELO et al., 2018b).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para as variadveis qualitativas foi realizada uma andlise descritiva, com as
distribuicbes de frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Para as variaveis
quantitativas, foi realizada a analise das principais medidas, a média, intervalo de
confianca, desvio padrdo e mediana.

A analise da sobrevida global foi realizada com estimador de Kaplan-Meier,
para estimar as curvas de sobrevivéncia, a comparagéo os grupos foi realizada pelo
teste de log-rank.

A partir da analise de sobrevida, foi realizada a regressédo de Cox, para estimar
o papel de variaveis independentes que agem multiplicativamente sobre o risco
relativo.

Para a comparagédo dos parametros microarquiteturais entre os casos com e
sem invasdo dssea foram utilizados o teste de Mann-Whitiney para o VO e o teste t
ndo pareado para SO, DMO e FD.

Para todos os testes se adotou o nivel de significancia de 5%, por meio do

software SPSS versio 24.
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5 RESULTADOS

Os proximos itens apresentam os resultados encontrados.

5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E SOBREVIDA

Foram avaliadas 24 amostras, sendo 7 de pacientes do sexo feminino
(29,2%) e 17 do sexo masculino (70,8%). A média de idade foi de 59,71 anos e a
mediana foi de 62 anos. Quanto ao grau de diferenciagéo, 75% (n=18) dos tumores
se apresentaram moderadamente diferenciados, 8,3% (n=2) pouco diferenciados e
16,7% (n=4) bem diferenciados. A média de tamanho do tumor em centimetros foi
de 4,1 (¥2,18). Gengiva, regiao retromolar e assoalho bucal foram os sitios primarios
de desenvolvimento em 7 casos cada um deles, e a lingua foi o sitio de
desenvolvimento em 3 casos. A invasao 6ssea foi identificada em 33,3% (n=8) dos
casos e a hdo invasédo em 66,7% (n=16).

Em relagdo a invasdo muscular esquelética, em 70,8% (n=17) dos casos essa
foi constatada e ndo foi encontrada em 29,2% (n=2) dos pacientes. O
comprometimento linfonodal ocorreu em 41,7% (n=10) dos casos e o n&o
comprometimento em 58,3% (n=14).

A regido anterior de mandibula foi o local que apresentou 37,5% (n=9) dos
tumores e a porgéo posterior apresentou 62,5% (n=15) dos tumores.

A tabela abaixo representa as variaveis do estudo que apresentaram valores
de p com significaAncia estatistica e valores que apresentam uma tendéncia em
possuir significancia estatistica e risco relativo na comparagdo das curvas,
relacionadas a sobrevida global:

O calculo da sobrevida dos pacientes foi realizado baseado nas informagoes
obtidas nos prontuarios dos pacientes até o més de dezembro de 2021. Dos 24
pacientes avaliados, 5 foram ao 6bito em decorréncia da doenga durante o estudo,
levando a uma taxa de sobrevida de 79,2%. A média de sobrevivéncia estimada por

Kaplan- Meier, em meses, foi de 67,69% (IC= 54,82 — 80,55), conforme o grafico 1.
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Grafico 1: Sobrevida em meses representada pela linha azul. Eixo X:
tempo de acompanhamento (Follow-up) em meses.
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Fonte: A Autora, 2022.

A distribuicdo das curvas de sobrevivéncia das variaveis sexo, grau de
diferenciagdo tumoral, regido da mandibula, invasdo 6ssea, invasao muscular e

esquelética, estdo representadas respectivamente nos graficos 2, 3 e 4.

Grafico 2: Curva de sobrevivéncia associada ao sexo. Linha azul para o
sexo feminino e linha vermelha para o sexo masculino. Eixo X: tempo de
acompanhamento (Follow-up) em meses (p 0,97).
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Fonte: A Autora, 2022.



Grafico 3: Sobrevida associada ao grau de diferenciagéo. A linha
azul representa tumores com grau de diferenciacdo moderado,
linha vermelha para tumores pouco diferenciados e a verde se

refere a tumores muito diferenciados. Eixo X: tempo de
acompanhamento (Follow-up) em meses (p 0,17).
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Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 4: Funcdo de sobrevivéncia

relacionada ao sitio de

acometimento mandibular. Linha azul para o sitio anterior e linha
vermelha para o sitio posterior. Eixo X: tempo de acompanhamento

(Follow-up) em meses (p 0,42).
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Fonte: A Autora, 2022.

a7

Em relacdo ao sitio tumoral especifico, devido ao tamanho da amostra ser
pequeno, foi feito o agrupamento das localizacdes, de acordo com a tabela 2 e
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grafico 5. Também nao houve significancia da sobrevida em termos do sitio primario

de desenvolvimento do CEO.

Grafico 5: Sobrevida relacionada ao acometimento tumoral agrupando
os sitios especificos. A linha azul descreve as regides de assoalho de
boca e lingua e a linha vermelha representa a area retromolar e de
gengiva. O eixo X representa de acompanhamento (Follow-up) em

meses (p 0,27).
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Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 6: Sobrevida relacionada a invasao 6ssea. A linha vermelha
representa os casos em que houve invasdo 6ssea e a linha azul se
refere aos casos onde ndo ocorreu a invasao 6ssea. O tempo de

acompanhamento (Follow-up) € dado pelo eixo X, em meses (p 0,13).
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Fonte: A Autora, 2022.
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Grafico 7: Sobrevida relacionada a invasdo muscular esquelética. A
linha azul se refere aos casos em que n&o ocorreu invasao muscular
esquelética e a linha vermelha representa os casos em que houve
invasdo muscular esquelética. O tempo de acompanhamento (Follow-
up), em meses, é representado no eixo X (p 0,13).
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Fonte: A Autora, 2022.

Para as variaveis numéricas, foi feito ponto de corte que maximiza a diferenca
entre as curvas de Kaplan — Mayer, aplicando-se a regressdo de Cox. A tabela 2
apresenta as variaveis idade e tamanho do tumor, onde os valores de p e risco
relativo apresentaram significancia estatistica, e as demais variaveis que tiveram

uma tendéncia em ter uma significancia estatistica.

Tabela 2- Valores de p com significAncia estatistica e valores que apresentam uma
tendéncia em possuir significancia estatistica e risco relativo na comparagéo das curvas,
relacionadas a sobrevida global.

Variavel p Risco relativo (RR) IC (Intervalo de confianga)
Idade 0,04* 11,31 1,11 - 115,04
Tamanho do tumor 0,02* 7,52 1,24 - 45,52
Invasédo Ossea 0,15 3,6 0,65 —22,24
Linfonodos comprometidos 0,11 5,71 0,63 -51,25
SO 0,19 4,35 0,48 - 39,5
PC 0,13 5,24 0,58 — 47,05

Fonte: A Autora, 2022.
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As variaveis que apresentaram significancia estatistica foram a idade e o

tamanho do tumor, apresentando p=0,01 para ambas. Os gréaficos 8 e 9 representam

as curvas de sobrevida para tais variaveis.

Grafico 8: Fungédo de sobrevivéncia para idade. A linha em
vermelho se refere a individuos com idade maior que 56 anos e a
curva azul caracteriza amostras de pacientes com até 56 anos de
idade. O eixo X representa, em meses, o acompanhamento
(Follow-Up) da condigéo de sobrevida dos pacientes (p 0,01).
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Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 9: Fungéo de sobrevivéncia para tamanho do tumor. A linha
azul se refere a tumores de até 6 cm e a linha vermelha representa
tumores maiores que 6 cm. O tempo de acompanhamento (Follow-

Up) é visto no eixo X, em meses (p 0,01).
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Fonte: A Autora, 2022.
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5.2 EXPRESSAO GENICA E SOBREVIDA

O grafico 10 representa a situagdo da expressdo génica a partir da
categorizacdo dos mesmos, para todos os genes avaliados. Em nenhum dos casos
houve superexpressdo génica e, na maioria dos casos, 0s genes se apresentaram
em downregulagéo. Nota-se que para o gene OPG se apresentou downregulado, ou

seja, sua expressao estava abaixo dos niveis normais em 100% dos casos.

Grafico 10: Situagcdo da expressao génica para RANK,
RANKL, OPG e o gene SOST (Esclerostina).
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Fonte: A Autora, 2022.

Em relagdo a invasao 0ssea, a tabela 3 categoriza os casos de invasdo e néo

invasao, de acordo com o comportamento dos genes avaliados.

Tabela 3: Invasao 6ssea para os genes RANK, RANKL, OPG e

SOST (Esclerostina).
Invasao Néo invasao
Normal Down Normal Down
RANK 3 4 3 7
RANKL 0 7 1 10
OPG 0 7 0 10
SOST (Esclerostina) 0 7 2 11

Fonte: A Autora, 2022.
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A situacdo para expressao génica para os genes RANK, RANKL, OPG e SOST
(Esclerostina) esta listada nas tabelas 4, 5, 6 e 7 e graficos 11 e 12. Nado houve
significancia estatistica para nenhum dos genes em sua relagcdo com a sobrevida
global. Reitera-se que para nenhum dos genes houve situagcao de superexpresséo,
dessa forma, foi categorizado em todas as situagbes de expressdao como
downregulado ou normal. Para OPG em todos os casos 0s genes se apresentaram

downregulados.

Tabela 4: Situacao da expressdo de RANK.

N %
Downregulado 10 41,7
Normal 7 29,2
Total 24 100
Nao analisado 7
Fonte: A Autora, 2022.
Tabela 5: Situacao da expressdo de RANKL.
N %
Downregulado 17 70,8
Normal 1 4.2
Total 24 100
Néo analisado 6
Fonte: A Autora, 2022.
Tabela 6: Situacao da expressao de OPG.
N %
Downregulado 17 70,8
Total 24 100

Nao analisado 7
Fonte: A Autora, 2022.




Tabela 7: Situacao da expresséo do gene SOST (Esclerostina).
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N %
Downregulado 18 75
Normal 2 8,3
Total 24 100
Nao analisado 4

Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 11: Funcdo de sobrevivéncia para RANK. A linha azul
representa RANK expresso em situagdo de downregulagéo e a linha
vermelha representa o gene em situagao de expressédo normal. O de
acompanhamento (Follow-up) é representado em meses pelo eixo X

p 0,87).
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Fonte: A Autora, 2022.



Grafico 12: Fungédo de sobrevivéncia para RANKL. A linha em
vermelho representa a expressao de RANKL normal e a linha azul
representa o
acompanhamento (Follow-up) é dado em meses no eixo X (p 0,80).
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Fonte: A Autora, 2022.
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Para OPG a estatistica de log-rank nao pdde ser aplicada, pois todos os casos

se apresentaram no mesmo grupo. Os dados relativos a OPG estao apresentados

nas tabelas 8 e 9 e nos graficos 13 e 14.

Tabela 8: Situagéo da expressao génica para OPG

N

Obito Censurado %

Downregulado

17

2 15

74,43

Fonte: A Autora, 2022.



Grafico 13: Funcdo de sobrevivéncia para OPG. A linha azul
representa a situagéo génica de downregulagdo em todos os casos.
O eixo X se refere ao acompanhamento (Follow-Up), dado em
meses.
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Fonte: A Autora, 2022.

Tabela 9: Situagéo da expresséo génica para o gene SOST (Esclerostina).

N Obito Censurado
Downregulado 8 2 16
Normal 2 0 2
Geral 20 2 18

Fonte: A Autora, 2022.
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Grafico 14: Funcdo de sobrevivéncia para SOST (Esclerostina). A
linha azul representa a situagéo do gene SOST em downregulagéo e
a linha vermelha representa o gene SOST em expressdo normal. O
eixo X caracteriza o tempo de acompanhamento (Follow-Up), em
meses (p 0,59).
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Fonte: A Autora, 2022.

5.3 MICROTOMOGRAFIA E ANALISE DA SOBREVIDA

Entre as variaveis relacionadas aos parametros microarquiteturais, nenhuma
variavel apresentou significancia estatistica. Os valores de média, mediana, intervalo
de confianga e desvio padréo, encontrados para os parametros estruturais: volume
osseo (VO), superficie 6ssea (SO), grau de anisotropia (A), porosidade cortical (PC),
numero de poros nos canais (NPC), densidade mineral 6ssea (DMO) e dimensao
fractal (DF), se encontram disponiveis na tabela 10 e nos graficos 15, 16, 17, 18, 19,
20e 21.

Tabela 10: Valores encontrados na analise microarquitetural dssea.

Parametros N Média Mediana
VO (%) 24 96,71 98,05
SO (mm) 24 4,31 4,19
A (#) 18 0,77 0,79
PC (%) 24 3,29 1,94
NC (n) 18 38,89 32,00

DMO (g/cm?® HA) 24 1,07 1,08
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DF (#) 23 1,21 1,23

Fonte: A Autora, 2022.

Tabela 11: Comparagédo da microarquitetura cortical entre os casos com invaséo
Ossea e sem invasao ossea.

Parametros p Invasdo Ossea Sem Invasdo Ossea
VO (%) 0,52 97,18 (93,25; 99,21) 98,05 (96,57; 99,33)
SO (mm) 0,44 3,87+1,18 4,52+2,19
DMO (g/cm?® HA) 0,87 1,0710,08 1,07+0,05
DF (#) 0,20 1,24+0,07 1,18+0,12

Fonte: A Autora(2022).

Grafico 15: Fungéo de sobrevivéncia para volume ésseo. A linha em
vermelho representa os casos em que o volume ésseo foi maior que
96,67 % e a linha azul se refere aos casos em que o volume 6sseo foi
de até 96,67 % (p 0,24).
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Grafico 16: Fungdo de sobrevivéncia para superficie 6ssea. A linha
vermelha se refere a amostras que apresentaram superficie 6éssea
de area maior que 0.0042 pm e a azul representa amostras com até

0,0042 pm de superficie Ossea.
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Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 17: Funcédo de sobrevivéncia para o grau de anisotropia. A
linha azul representa os casos em que o grau de anisotropia foi de até
0,83 e a linha vermelha se refere aqueles em que foi maior que 0,83. O
acompanhamento (Follow-Up) foi realizado em meses, representado

pelo eixo X (p 0,48).
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Grafico 18: Funcédo de sobrevivéncia para porosidade cortical. A

linha azul representa os casos em que a porosidade cortical foi de
até 2,26 e a linha vermelha se refere aos casos que ultrapassaram
tal valor. O eixo X caracteriza o acompanhamento (Follow-Up), em
meses (p 0,09).

[k}

06

04

Sobrevivéncia acumulativa

02

0.0

Fungées de sobrevivéncia

Ct.Po_cat_obito
1At 2.26
—Maior que 2.26
I Até 2.26-censurado
{— Maior que 2.26-censurada

o 20 40 60

Time Follow-up

80 100

Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 19: Funcdo de sobrevivéncia para numero de canais. A
linha azul representa os casos com até 32 canais e a linha vermelha
se refere aos casos em que as amostras apresentaram mais de 32
canais. O eixo X representa o acompanhamento(Follow-Up), em
meses (p 0,74).
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Grafico 20: Funcao de sobrevivéncia para densidade mineral dssea.
A linha em azul representa os casos em que a densidade mineral
Ossea foi de até 1,09 e as em vermelho se refere aos casos em que
esse valor foi ultrapassado. O eixo X representa o acompanhamento
(Follow-Up), em meses (p 0,84).
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Fonte: A Autora, 2022.

Grafico 21: Fungéo de sobrevivéncia para Dimensao Fractal. A linha
azul representa os casos em que a dimenséo fractal foi de até 1,09 e
a linha vermelha representa os casos em que tal parametro foi
superior a esse valor. O eixo X caracteriza o acompanhamento
(Follow-Up), em meses (p 0,53).
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6 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento especifico deste estudo, foi selecionado um grupo de
pacientes submetidos a mandibulectomia marginal ou segmentar pela possibilidade de
se obter material 6sseo para as analises molecular e microarquitetural. Nas condigbes
desse estudo, observamos que os pacientes submetidos a mandibulectomia para
tratamento de CEO foram mais frequentes no sexo masculino, o que ja era esperado
de acordo com o que se tem em termos de predominancia de carcinoma epidermoide
na populagéo brasileira. Considerando a regido da lesdo de CEO e sua relagdo em
posicdo com a mandibula, os sitios tumorais primarios estavam predominantemente
localizados na regido posterior. Sobre a neoplasia em si, houve uma frequéncia maior
de tumores moderadamente diferenciados e com uma média de tamanho de um pouco
mais que quatro centimetros. E sabido que as caracteristicas histopatolégicas da leséo
estdo associadas ao potencial de agressividade do tumor, uma vez que o perfil de
diferenciagdo celular influencia na capacidade de progressdo da neoplasia e,
consequentemente, no seu potencial de agressividade e invasdo O&ssea
(SIRIWARDENA et al., 2020).

Considerando as caracteristicas da neoplasia e sua relagao espacial com a
mandibula, em nosso estudo a invasdo éssea ocorreu em 33,3% dos casos. Na revisdo
sistematica e meta-andlise de Dolens et al. (2021), que abordou os achados
histopatolégicos no prognéstico do carcinoma epidermoide, o risco de invasao foi
evidenciado em oito estudos, mas apenas trés diferenciavam a invasdo em cortical e
medular. Os autores encontraram um risco de 1,91, incluindo 1.603 pacientes na
andlise. Outros estudos também relataram que pacientes com invasdo Ossea
apresentaram maiores taxas de razao de risco associadas ao 6bito (ASH et al., 2000;
DAVID FRIED et al., 2013; EBRAHIMI et al., 2011). Embora nosso estudo tenha
identificado uma auséncia de significAncia, sugeriu-se uma tendéncia estatistica, e
pode se considerar que o risco relativo de 3,6 vezes maior para invasao 0ssea poderia
ser achado com um numero maior de pacientes. De qualquer forma, a intengédo era
identificar indicadores relacionados ao osso que influenciassem na sobrevida, e o que
se encontrou foi que a invasdo Ossea pode ser um deles, mas que no caso, as
caracteristicas deste estudo foram consideradas, e como ndo houve analise direta no
fronte de invasédo e na interface osso e tumor, pode ser que maiores alteracdes nao

foram evidenciadas. Na analise deste estudo feita no osso periférico ao CEO, com uma



62

distdncia de 5 mm da parte de contato da mandibula com a lesao, ja foi possivel
observar que existem mudancas para além da invasdo Ossea propriamente dita, e
estas podem sim ter influéncia na sobrevida.

Nosso estudo apontou que pacientes com idade inferior a 56 anos possuem risco
maior de ir ao obito. O risco relativo foi de 11,3 mais para pacientes abaixo dos 56 anos
de idade para a pior sobrevida global, podendo ser afirmado com 95% de confianga
que esse risco varia entre 1,1 e 115 vezes (p=0,04). Ainda ha certa escassez na
literatura sobre informag¢des do curso clinico e desenvolvimento de CEO em pacientes
jovens, no entanto, os achados deste trabalho foram de encontro com um estudo que
evidenciou que mulheres abaixo dos 40 anos apresentam menores taxas de sobrevida
devido a maior agressividade do tumor, taxas mais altas de doenga recorrente e
intervalo menor para recorréncia (VARGAS et al., 2000). Ja na meta-analise realizada
por Lee et al. em 2021 (LEE et al., 2021), incluindo pacientes jovens com até 40 anos
de idade e CEO, foi revelado que estes pacientes ndo apresentaram piores resultados
de sobrevida do que pacientes mais velhos apds terapia definitiva. Contudo, o mesmo
estudo sugere que a idade por si s6 hdo é um marcador progndéstico para piores taxas
de sobrevida, o que corrobora com o estudo de SU et a. (2019), onde se relatou que o
aumento de idade apresentou risco significativamente maior para morte por cancer
oral. Enfim, nossos achados mostraram que pacientes menores de 56 anos de idade
tem sim um pior desfecho de sobrevida global.

A média de idade dos pacientes no nosso estudo foi de 59,71 anos. Tais
achados podem estar relacionados a fatores genéticos (SAXENA et al., 2022),
exposicao frequente a fatores de risco, como alcool, produtos de maior probabilidade
de dependéncia a nicotina (um dos principais fatores de risco para desenvolvimento
do CEO), como tabaco, cigarros eletrénicos, charutos, cachimbo, usuarios de
narguilé e tabaco sem fumacga (JOHNSON et al.,, 2018; SUNG et al., 2018). Na
maioria dos casos, o CEO é identificado em estdgios avangados da doenga, levando
a adocao de condutas terapéuticas mais radicais, mandibulectomia e ressecg¢des
segmentar extensas, indicando piores taxas de sobrevida apds a terapia definitiva
(KOWALSKI et al., 2005; LEE et al., 2021), reforcando as hipoteses citadas
anteriormente.

O tamanho do tumor foi um fator que estava relacionado a sobrevida, ou seja,
tumores maiores apresentaram maior risco de ébito. Nesse sentido, o estadiamento é

um aspecto que esta intimamente ligado a progressao do tamanho do tumor (XIAO et
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al., 2018). Um estudo realizado por Mahajan et al. (2022) propds uma nova
classificagdo de estadiamento, realizando alteragbes nas classificagdes propostas pela
82 edigdo do AJCC, considerando em estagio T4a apenas tumores com invaséo
medular, com ou sem envolvimento do canal mandibular e comparou as duas formas
de classificagdes, sugerindo que a ultima apresenta uma melhor predicdo para analise
de sobrevida. Foi observado por tal analise que a eroséo éssea cortical pode nao afetar
a sobrevida e que apenas a invasdo medular afeta o progndstico. Em nosso estudo,
dos 24 casos, 8 apresentaram envolvimento 6sseo e apenas 2 pacientes tiveram
invasdo medular completa comprovada. Pacientes com tumores menores tém melhor
prognostico, e isso enfatiza a importancia da deteccao precoce (BJERKLI et al., 2020).
O tempo entre o inicio do tratamento esta diretamente relacionado a progressdo do
tumor e um diagndstico clinico-patologico desfavoravel, levando a diminuicdo da
sobrevida dos pacientes (XIAO et al., 2018).

Do ponto de vista molecular, na analise de expressao génica dos quatro genes
analisados, todos envolvidos no metabolismo e remodelagdo 6ssea, encontramos que
em 9 (RANK: 6 , RANKL: 1, SOST: 2) havia uma situagdo normal de expressao e em
63 (RANK: 11 , RANKL: 17, OPG: 17, SOST: 18) situagbes havia a condicao de
downregulagédo. A condi¢cao de superexpressdo génica ndo ocorreu em nenhum dos
casos analisados para os 4 genes. O microambiente tumoral é complexo e apresenta
uma série de vias metabdlicas que sinalizam para diversas fungdes. Nesse sentido,
sugere-se que pela auséncia de uma superexpresséo na totalidade das amostras no
osso adjacente a neoplasia, possivelmente as tais proteinas produtos destes genes
podem estar sendo disponibilizadas em outras células neste microambiente. Ainda, é
provavel que uma sinalizagdo pela neoplasia, na interface com o osso, poderia estar
disponibilizando diversas destas moléculas no microambiente tumoral. Dessa forma,
pode ser que o osso adjacente ao tumor esteja nessa situacdo de inércia de
sinalizagdo, onde a maioria dos genes do osteometabolismo se encontram com
expressao baixa, sendo o sistema RANK/RANKL/OPG suprimido neste osso tdo perto
de uma neoplasia maligna.

Ja foi evidenciado que vesiculas extracelulares contendo produtos dos genes
RANK, RANKL e OPG atuam como reguladores intercelulares e podem estar mediando
diversos processos, dentre eles o remodelamento 6sseo (HOLLIDAY; PATEL; RODY,
2021). Sabe-se também que estas vesiculas podem liberar o ligante indutor de

apoptose relacionado ao ligante do fator de necrose tumoral (TRAIL), que induz a
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expressao de RANKL em células tumorais e, pode atuar também na modulagédo da
atividade autofagica de células tumorais, desempenhando papel em seu crescimento e
na progressdo do desenvolvimento tumoral (ETHIRAJ et al., 2020). Neste sentido,
mesmo que nao pelas células neoplasicas, mas com certeza mediada por elas, € de se
pensar que a baixa sinalizagdo na mandibula proxima ao tumor pode sim estar ligada
ao fato que a neoplasia ja emite sinais suficientes quando em situagao de alteragéo no
microambiente e adequagéo do meio para a progressao tumoral.

No presente estudo, a OPG, um dos principais reguladores da osteoclastogénese
(TIMMEN et al., 2020), que atua como um importante mediador inibitério da sinalizagao
RANK/RANKL (NOZAWA et al.,, 2018), se apresentou downregulada em todos os
casos, reforcando o comportamento sugerido que remete a uma inércia no
metabolismo do osso analisado. Talvez fosse de se esperar que os genes relacionados
ao metabolismo 6sseo estivessem em situagdes de maior expresséao, ja que se imagina
que existe um processo de remodelagdo em curso no osso adjacente, que esta se
adaptando as agressodes recebidas pela neoplasia. Mesmo sabendo que nas amostras
deste trabalho nem todas tinham invasdo 6ssea francamente comprovada, ha de se
esperar que estivesse remodelagdo minima no osso que tem uma neoplasia maligna
em sua proximidade. Sabe-se que a OPG participa de varios processos fisiolégicos e
patolégicos, atuando na homeostase 6ssea e ja foi encontrada em algumas situagdes
expressa em casos de metastase 6ssea (WANG et al., 2022).

Outro gene que apresentou resultados proximos ao da OPG foi o SOST que
codifica a Esclerostina, produzido principalmente por ostedécitos, sendo um importante
regulador de acdo paracrina da sinalizacdo WNT e na atividade de osteoblastos e
osteoclastos nas superficies 6sseas (SAPIR-KOREN; LIVSHITS, 2014; WANG;
MAZUR; WEIN, 2021). Nossos achados mostraram que o SOST estava em sua maioria
em baixa expressao, contrariando as hipoteses iniciais. A Esclerostina é considerada o
mais potente inibidor da formacéo dssea, e em principio tivemos a hipétese de que o
gene SOST estivesse superexpresso, para que ocorresse a invasdo tumoral no 0sso,
talvez a Esclerostina estivesse em altos niveis para coibir a formacado 6ssea. No
entanto, este achado ndo ocorreu, e acreditamos que assim como a principal via
metabdlica estava em baixa sinalizagao, talvez isso também se refletiu na via do SOST.

Sobre a analise microarquitetural, os resultados obtidos demonstraram que o osso
avaliado n&o apresentou alteragcdes microestruturais comparando os casos com e sem

invasdo. Um estudo primario do nosso grupo, conduzido por Rabelo et al. (2018),
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mostrou que exceto pelo grau de anisotropia, os outros parametros arquiteturais n&o
estavam diferentes comparando osso préoximo ao tumor e osso da margem. Contando
com os achados prévios e os novos achados neste estudo, talvez mudangas
significantes ficassem confinadas a interface osso/neoplasia, e ndo exatamente na
adjacéncia a 5 mm de distancia dessa interface. Estes achados da microarquitetura
cortical podem ser influentes para a sobrevida livre de doenga (desfecho até metastase
regional ou recidiva), e ndo necessariamente impactar na sobrevida global, o que pode
ser verificado em estudos futuros.

O estudo em questéo foi composto por um grupo homogéneo de pacientes, onde
se obedeceu aos critérios de inclusdo, sendo selecionados individuos com lesao
maligna que apresentavam uma relagdo com a mandibula, havendo a obrigatoriedade
de realizagdo de mandibulectomia, com a possibilidade da coleta de fragmentos ésseos
passiveis de analise e que nao interferisse no trabalho do médico-patologista (distante
da interface osso/tumor). Frente a essa situagcdo, houve uma limitagcado em relagdo ao
tamanho da amostra, devido a tal especificidade da pesquisa. Ainda, conseguir um
tempo consideravel de follow-up dos pacientes para a analise de sobrevida foi
influenciado, entre outros fatores, pela pandemia da COVID-19. Sobre as limitagdes na
anadlise molecular, a quantidade de material passivel de analise e os recursos
financeiros disponiveis para a realizagdo do projeto (disponibilidade de aliquotas para o
RNA extraido) foram também fatores considerados para uma menor quantidade de

amostras.
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7 CONCLUSAO

o Conclui-se que ha uma situagéo predominante de downregulagéo dos genes
analisados, o que sugere uma inércia metabdlica 6ssea parcial na mandibula na
regido proxima a lesdes de carcinoma epidermdide, também pautada na auséncia
de casos em situagao de superexpressao.

o A Osteoprotegerina se apresentou em downregulagdo em 100% dos casos.

o Pacientes com idade inferior a 56 anos e com tumores de tamanho maior que
6 cm tiveram pior desfecho com piores taxas de sobrevida global.

o N&o houve influéncia da expressao génica e da microarquitetura na sobrevida

global dos pacientes avaliados.
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A.C Camargo FUNDAGCAQ ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE - A.C. CAMARGO —-w
CANCER CENTER

PARECER CONSUBSTANCIADC DD CEP
Elaborato pela Institulgio Coparticipants
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tikuko da Pesquiza:; Avaliacdo do oss0 mandibular em pacieniss com lesles benignas @ mallgnas da

cavidade oral
Pesquisador: Guslzwn Davl Rabeln
Araa Tematica:
Werslo, 3

CAAE: BSS50613.3.3001.5432

insttbulc:a0 Proponenis: FUNDACAD ANTONO PRUDENTE
Patrocinador Principal: Fnanciamenis Proprio

DaDOS DO PARECER
Mimmere do Parecar: 3.195.138

Apressntagio do Projeto;

Trata-5e o esialo prospeciive que 5 propde a realizar “andlse mufimodal de amosiras dssaas advindas
o2 pacientas com leslbes benignas & malgnas da cavdans ora que apeesantem envolvimento maEngouar
(...} pbtidas na mandibula em ares adacente 35 lesles neoplasicas pars o grupo teElE”, &, pAra o QDo
canimle, "em 0580 nofmal no momento cirkegico da osteotomia para acesso 305 dentes que serdn
exiraldos”

Dbjsthio da Pesgulsa:
Cajettvo Primaric: “avallar o tecioo tsse0 adjacenie A5 neoplasias orals em relagio A moriiogia e
compostamento ceiular, na tentativa de isentifcar alteraches esnfrals, presenca ge microdands &
alteraples N3 expressan 02 proteinas envoNigas na tumover desed”

Cbjetvo Secundario:

- "avaliagio d3 micmanguitetura o0 oss0 concal & Fahecular por meln de micnolomograta e
FEEmMOrDmEiia, oM COMpESmentacin pelas taenizas de analise de fewura, pars comparacio entre o
rupns feste fhenignas & malignas) & entre gnupo tesie e coerimie™

— “Fualiacho do comsido minersl 2 do coiagent por melo de especimscopia FTIR @ histoiogla nos grupos
tesie 2 contrie”;

B

. fium P Stz T il

Badrt Lo chin e CEPF: i S
LiF: & Bunicpin. SA0 PAULG
Talefore |11001 805000 Fae: [115mB0-SES E-mall! faE Dot @l aimargo oig
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9 A€ Camargo FUNDAGAOQ ANTONIO
Cancer Cenier  PRUDEMNTE - A.C. CAMARGO W
CANCER CENTER

Conimampie 4z Fesscar: 11308 18

enire oLbrms

Bvallag30 dos Riscos & Banaficloa:

Baneficios:

- "mthor eniendimenio da Imeragdo que aconiece entre neopiasla & osso adiacente, na tentathva de
identficar possivais manoirss RirEs gue poderdn vir 3 sersm empregadas ra prevencio da Invasao is5es
rios Cas0e oF neopiasias mallgnas em sfios orals ou N3 progressio das neoplasias benignas";

- "eriacio de maersl e proprisdacs infelechusl na Ferstura gentifica munalal;

Rlscos

- "desconionn minkmo decorments d2 drunga {-..) Mo entanio, 3 remogdo das amosiras Geseas ndo auments
o potenclaliza esse desconforo.”

- “riEco minimo g2 dentificagdo 0o padents, que serd evitado wilizando codigos oe Mentficagdo nas
tabalag, fichas e planias no desenvaivimento do projelo (.)."

Comentarion & Conslderapdos s0ore 3 Peaquisa
A5 pancdencas aporiatss famm respondidas:

- 05 riierios g2 Inciusdo & exnieSo foram essarecioos,

- A lista de informagies 3 serem cosstadas Tl anaxads: “provem de uma Acha cinica que o anexada junin
30 projeto”.

Considersghen S0bre o8 TEMoS: o apresentagdo obrigateria:

 TICLE fil renisto @ cacio 3 evenilesl 308850 3 IMOSas genadcas Tl ratirada oo mesme, 358im SOmD 30
arquivarnenis & descans o2 dados pees0as 3pis 5 an0s.

Conciusdes ou Penddncias & Lista de Inadequaias:

ADrOaZa0

Consileragtos Finals a critério do CEP:

Mota; imforrages 3 regpeito do andamento do refierido profetn deverdo ser encaminnadas ao CEP denim
o 05 Meses 3 partr desta a3 em relakno [modeip CEF).

Eatepwemm HaDorade Daseado Nos JoCUmenios ahalo relacionaios:

Tipo Documento Amuin Postgem Evfor Sliuacan
Endamegn: s et an

Bairrs  Lisriase CEF: o1 Sl

F: &P Hunidiplo: S40 PRURLG

Telefone 111018500 Fa: 117078000 E-mall: s ot accaimengn o B
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A C Camargo FUNDAGAO ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE - A.C. CAMARGO {W‘“
CANCER CENTER

Confmanpic 43 Pescar ] 182 138

EBascas oo Projtn |ETO_11752211.pdl 1X453T AcEim
Oumoe Flcha profetn.doc 1302209 | Zusiavo Dav Rabsio| Ao
14214
RECUTs0 ANERa00 | Caa, Teepocias pd T322015 | Gueavo Davl Faben | Acein
Eﬂ PEEqUrE a0 34355
CLE! Tenmmos g2 [iclea J.00c 10209 | Fusiavn Oav Rabeto| Acsiin
Asgeniimenia f 1433
Jusificatha de
Alsancia
- 1 T [ProfelD_REdoe TIUZR0TE | AEavD LAy heoen | Ao |
Bmchua 1E4 14
ISR
FHE%%;TEE BEE ZEEG THTZA0NE | @0 Da nEnsn | A |
1X43 55
TCLE/ Tenmoe g2 | TCLE_GrupoTestUFJF_R1.00c ZADSRAIME | Gusiavo Davt Rabsio| Acsito
Bzzeriimento § S
JusiAicativa o=
| AllSend3
TCLE F Tepmoe e | TCLE GropoTesleACCamargoudoc Z1DSR2ME | Gusiavo Davt Fabsia|  Acsin
Asseriimenia / 160625
Justficaiva de
| AllEENGd
Projeto Detainado /| | Projelo_UFJF docx 2105205 | Gusiawo Dave RAabsio| Acsin
Brochura 154824
| I sliaaiion
TCLE ! Temmoe g2 | TCLE_ GruppConrilelUiFJF_R1.0oc 21DER20ME | =ustavn Dav Rabalo| Acsiin
Asgartimento 154726
JusiAicativa oe
ALlsAna
[a T BT, ] TEE0TE | =eavo LAy nEben | mosin
16:35:35
Sitagao oo Parscer
ADrovaao
Mecessita Apreciaglo da CONEP:
=]
A0 PALILO, 13 de Marco de 2015
Againads por
MICHELE CHRISTINE LANDEMBERGER
[Coordenaconal)
gua!  Fium | Fedtiie Plusies, 711
Babre:  Limetadn CEP: o Soiuiin
L & Munkspke  SAD PRRO
Telafone: |11 &lSE0 Fax: 1125505020 E-mmill: oo heanosi B ecarmarsn g S
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@ A C Camargo
Canoer Centar

Conimungie. 42 Pescar 118819

FUNDACAQ ANTONIO

PRUDENTE - A.C. CAMARGO %"“-"‘Hmm

CANCER CENTER

Enderegn:  Fua Prolsiiod Sfnis Prodents, 211

Bairtec  Libmichaze

CEF: o SHum

LF. & Bumsipla  SAD PALLO

Tadefore 170 @050

Faz: [11080-500 E-mall: cug hiihosi@eocaimargo oig i
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