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RESUMO. Quando o carcinoma de células escamosas orais (CCEQ) apresenta
recorréncia em margens cirirgicas histologicamente comprometidas, podemos facilmente
explicé-la pela permanéncia de residuos tumorais. Entretanto no caso de margens livres,
sua progressdo parece estar relacionada a presenca de células geneticamente modificadas
adjacentes ao tumor primério. Os diferentes métodos utilizados na avaliagdo das margens
cirurgicas, ndo sdo perfeitos ou isentos de limitagcfes. Em Medicina Veterinaria a analise
histologica por congelamento intra-operatéria, ainda apresenta restricdes técnicas e
econdmicas limitando sua utilizagdo. Estudos moleculares demonstram potencial para
contribuir com um melhor progndstico através da caracterizacdo de um perfil génico que
permita uma avaliacdo de risco acurada. Este artigo revisa os métodos de analise de
margens cirdrgicas, ressaltando a importancia de modelos felinos na compreensdo da
biologia molecular do carcinoma oral humano.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas oral, exame histopatoldgico, analise
molecular, felinos

Evaluation of surgical border and local recurrence in oral squamous cell
carcinoma in feline

ABSTRACT. The recurrence of oral squamous cell carcinoma (OSCC) in compromised
surgical border can be easily explained by the persistence of residual tumor. However,
when the surgical borders are not compromised, the progression may be related to the
presence of adjacent genetically modified cells generated by the primary tumor. The
different methods used in the evaluation of surgical borders are not perfect and have
limitations. In veterinary medicine, histological analysis by intraoperative frozen still has
technical and economic restrictions limiting their use. Molecular studies demonstrate the
potential contribution to a better prognosis through the characterization of a gene profile
that allows a more accurate risk. This article reviews the methods of analysis of surgical
borders, highlighting the importance of feline models to understand the molecular biology
of human oral carcinoma.
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Introducéo

O carcinoma de células escamosas orais
(CCEQ) representa um grande desafio para a
Medicina. Em virtude de suas caracteristicas
clinicas de progressio e comportamento
biolégico similares ao homem, os felinos sdo
considerados um importante modelo de estudo
(Wolf, 2012; Wypij, 2013).

A principal causa de Obito deve-se a
recorréncia tumoral apds tratamento cirdrgico,
cuja progressdao pode ocorrer num periodo de
semanas a poucos meses (Marconato et al., 2013)
Resseccfes incompletas incluindo um pequeno
nimero de células tumorais  residuais
indetectaveis ao exame histopatoldgico de rotina
proliferam, formando a base do céncer
recorrente. (Tabor et al., 2004. Braakhuis et al.,
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2010). A recidiva loco-regional e sobrevida
global dos pacientes relacionam-se diretamente
ao status da margem cirurgica, demonstrando a
importancia da resseccdo completa do CCEO
(Black et al., 2006).

Slootweg et al. (2002), em estudo com 207
(duzentos e sete) pacientes humanos aduziram
gue embora existam células tumorais nas
margens cirdrgicas que evitem a deteccdo
histologica, o seu impacto clinico parece ser
quase insignificante. Neste estudo recorréncias
locais foram raras em pacientes com diagnostico
histopatoldgico de margens livres.

No caso da remocdo completa do tumor, a
fonte da recorréncia pode estar relacionada a um
campo geneticamente alterado. Deste modo, 0
diagnostico e tratamento de tumores epiteliais
ndo devem ser focados apenas no tumor, mas no
campo a partir do qual se desenvolveu. (Torezan
& Festa Neto, 2013) O conceito de um l6cus pré-
neoplésico adjacente a tumores orais, cujas
alteracbes  genéticas  precedam  alteragdes
histologicas, tem sido investigado por analise
molecular de margens cirlrgicas. A viabilizacdo
desta analise durante o procedimento cirirgico
podera auxiliar o cirurgido na delimitacdo da
extensdo da resseccdo, além de orientar o
planejamento de terapia adjuvante (Carvalho et
al., 2012)

Desenvolvimento

O diagnostico definitivo do CCEO € obtido
através de exame histopatoldgico. Regan et al.
(2013), em estudo retrospectivo sobre o impacto
de uma segunda avaliagdo histopatol6gica com
53 (cinquenta e trés) cdes e gatos, relatou que as
principais divergéncias que poderiam afetar o
tratamento estavam presentes em 37% dos casos,
demonstrando importancia de uma revisdo
histopatolégica a0  evitar-se  custos e
procedimentos desnecessarios.

Em relacdo aos sistemas de classificacdo e
gradacdo histopatolégica no CCEO, ndo existe
consenso sobre qual sistema teria maior poder
preditivo e mais adequado para avaliar esta
neoplasia, dada a baixa correlacdo observada
entre grau histoldgico, estadiamento e desfecho
clinico da doenca. A validacdo dessas gradagoes
deve ser examinada através da aplicacdo das
atuais classificacbes em estudos que delimitem
amostras por sitios anatdmicos especificos e pela
terapéutica empregada nos pacientes,
diminuindo, assim, possiveis vieses provenientes
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da localizagéo anatdmica dos tumores (Lourengo
etal., 2007)

A gradacdo histopatolégica do CCEO é
baseada na classificacdo clinica TNM (tumor,
nodulo e metastase) da Organizacdo Mundial da
Salde — World Health Organization(WHO). Este
sistema considera que tumores pequenos sem
propagacao clinica tém melhor prognéstico do
que tumores maiores com metéstases. No
entanto, alguns tumores com 0O mesmo
estadiamento clinico, mostram diferentes padrdes
de crescimento e comportamento o que dificulta a
descricdo de um prognostico com base apenas no
seu estadio clinico (Sharma et al., 2013).

A determinacdo da presenca e extensdo do
envolvimento 6sseo no CCEO  assume
importancia por definir o estadiamento e a
estratégia terapéutica a ser utilizada. Ao estudar a
eficacia das técnicas radiograficas convencionais
versus tomografia computadorizada (TC) no
diagndstico da invasdo de estruturas adjacentes
(partes moles) aos tumores orais, Ghielli et al.
(2013), relataram uma eficacia de 95,2% da TC e
de 30% para o exame radioldgico convencional.
Especificamente para as alteragdes dsseas, a
eficacia foi de 89,9% para radiografias e 95,2%
para TC. O estudo sugeriu a realizacdo de exames
tomograficos para casos de tumores orais com
suspeita de invasdo por contigliidade.

Apesar do CCEO ainda gerar controvérsia
sobre qual a melhor opgéo para seu tratamento, a

resseccdo cirlrgica € considerada como
modalidade  terapéutica  eletiva  devendo
considerar aspectos funcionais, estéticos e

oncoldgicos (DiBernardi et al., 2007).

A base da terapia é o controle local e devido a
grande maioria dos cées ou gatos encontrarem-se
em estadios avancados no momento do
diagndstico, a resseccdo cirurgica no CCEO é
paliativa, com tempo médio de sobrevida variavel
entre cinco e doze meses (Wypij, 2013)

Diversos trabalhos relatam tempo médio de
sobrevida, taxa de sobrevida global, tempo livre
de progressdo da doenca e fatores associados a
gualidade de vida dos pacientes submetidos a
cirurgias orais, entre estes, Bradley et al. (1984)
realizaram a mandibulectomia em cinco gatos
acometidos por CCEO, os quais apresentaram
recorréncia local dentro de oito meses; Lascelles
et al. (2004) procederam em dois gatos com
CCEO a maxilectomia rostral e em ambos o0s
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casos obtiveram margens completas, néo
havendo recidivas no periodo de seguimento
entre onze a sessenta e seis meses; Northrup et al.
(2006) relataram a sobrevida de quarenta e dois
gatos submetidos a mandibulectomia para o
tratamento de neoplasias orais, entre estas o
CCEO, entre um e dois anos de 49 a 57%.

As variacOes observadas quanto ao tempo de
recorréncia local nos trabalhos descritos podem

estar relacionadas, entre outras causas, a
localizacdo do tumor priméario. Tumores
localizados rostralmente na cavidade oral

apresentam melhor prognésticos que os de
localizag&do caudal. Ademais, em alguns estudos,
outros tipos tumorais de menor agressividade
biolégicas e melhor prognésticos foram
incluidos, influenciando estes resultados.

A mandibulectomia segmentar ou
hemimandibulectomia é recomendada em casos
de invasdo tumoral grosseira na mandibula.
Quando a invasdo 6ssea € minima ou ocorre
apenas acometimento periosteal, a indicacdo de
resseccdo marginal apresenta controle satisfatério
e tdo eficaz quanto a resseccdo segmentar. (Song
& Har, 2003; Wollf, Hassfed & Hofele, 2004).

Apobs a resseccdo tumoral, a avaliagdo das
margens cirurgicas € fundamental para o
estabelecimento de um progndstico e orientacdo
de terapia  adjuvante.  Atualmente, a
histopatologia é considerada o padrdo ouro para a
avaliacdo das margens cirdrgicas. A principal
desvantagem do método é o desconhecimento da
dimensdo completa da excisdo no momento da
cirurgia. (Liptak, 2013).

Kopke et al. (2005) acrescentaram que muitos
laudos histopatologicos ndo informam se as
bordas foram de fato marcadas, e considerando
uma rotina padronizada pré-estabelecida pelo
laboratério, somente um nudmero reduzido de
cortes e tipo de incidéncia sdo realizados. No
caso de tumores infiltrativos como CCEO, a
visdo do patologista pode ser limitada. Os autores
descreveram que métodos padronizados em
laboratérios de anatomia patoldgica para analise
de margens de pecas cirlrgicas examinam
geralmente menos de 0,01% da margem cirdrgica
total, enfatizando a necessidade de instrucdo
expressa por parte do cirurgido, de uma
verificacdo detalhada.

A obtencdo de margens cirargicas adequadas
depende de fatores tais como limitacdes
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anatdmicas para ressecgdo, barreiras naturais de
crescimento tumoral e padrdes de crescimento e
comportamento biol6gico diverso dos tumores.
Aspectos técnicos relacionados com a avaliagéo
histolégica das margens como erro de
amostragem,  orientacdo  dos  cortes, e
encolhimento do tecido no processamento, além
da comunicacdo adequada entre cirurgifes e
patologistas, também demonstram influéncia.
(Wolf, 2012)

Margens adequadas podem ser 0Orgdo ou
tumor especificas, e em estudo sobre o
significado prognostico da margem cirlrgica para
0 tempo de recorréncia local, Sittitrai et al.
(2013) confirmaram margem inferior a 5 mm
como fator de risco no carcinoma de lingua.
Entre os fatores preditivos significativos para o
CCEO recorrente local, os autores citaram status
da margem cirdrgica, espessura do tumor,
invasdo perivascular e perilinfatica.

Com o intuito de obter o conhecimento da
margem cirdrgica no momento da ressecgdo
tumoral, a técnica histopatoldégica  por
congelamento foi desenvolvida, sendo um
procedimento amplamente conhecido e utilizado
em medicina humana. Cortes de tecido congelado
e corado com hematoxilina-eosina (H.E) séo
obtidos durante o ato cirdrgico. Esta técnica
apresenta taxas de re-excisdo de 5-10% ap0s a
avaliagdo intra-operatoria, portanto, melhores que
a técnica histopatoldgica convencional (Liptak,
2013)

A taxa de recidiva local no CCEO (10-30%)
abrange pacientes com diagndstico histolégico de
margens livres. No ser humano, recorréncia local
¢ definida de acordo com critérios clinicos tais
como a ocorréncia de outro tumor dentro de trés
anos e a menos de 2 cm de distancia docarcinoma
primario (Eckart et al., 2004, Tabor et al., 2004,
Dakubo et al., 2007, Braakhuis et al., 2010,
Carvalho et al., 2012)

Na histologia por congelamento s&o feitos
cortes de 4 mm em todas as margens. A margem
de fundo é investigada em uma ou mais secgdes
centrais do tumor. Segue-se a mensuracdo da
distdncia do tumor as margens profundas ou
mucosas. Existe um relativo consenso desta
distancia e denomina-se de margens livres a
distancia superior a 5 mm entre o carcinoma e a
margem. A denominagdo margem comprometida
define a auséncia do cancer a 1 mm da margem
ou dentro da mesma. A relagdo entre as margens
comprometidas a um pior progndstico n&o
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apresenta, no entanto, unanimidade entre

pesquisadores (Braakhuuis et al., 2010).

O procedimento da histologia por
congelamento é realizado em éreas selecionadas,
sendo que as margens especificas relatadas pelo
cirurgido sdo examinadas. No entanto, em virtude
de seu elevado custo, toda a extenséo da margem
ndao é avaliada. A precisdo do diagnostico de
congelamento para o diagnostico final é superior
a 90%. (Francisco et al., 2014)

Black et al. (2006), em estudo sobre avaliagéo
critica de margens de congelamento, sugeriram
gue esta varia muito entre as instituicdes e até
mesmo dentro das instituicfes entre diferentes
cirurgides. Os resultados demonstraram néo
existir um método padronizado, havendo a
necessidade de uma maior comunicacdo entre
patologistas e cirurgides.

Em relacdo a medicina veterinaria, fatores
como a auséncia de instalacfes adequadas e
equipamentos, além da presenca de um
patologista experiente no local para a avaliagdo
intra-operatéria, mostram-se inviaveis seu Uuso
para a grande maioria das clinicas e hospitais
veterinarios. Entretanto, é importante conhecer as
limitagbes da  avaliagdo  histopatologica
convencional (Liptak, 2013)

Carvalho et al. (2012) citaram que a analise
histolégica das margens cirdrgicas avalia a
mucosa oral, porém ndo detecta alteracdes
moleculares que envolvam mudangas fenotipicas
nas células envolvidas no processo de
tumorigénese.

Em 1953, Slaughter introduzia o conceito de
campo de canceriza¢do ao constatar a presenca de
multiplos tumores “independentes” e epitélio
anormal adjacente ao tumor primario. Os estudos
atuais sobre analise molecular de margens
cirrgicas baseiam-se neste conceito (Perez-
Ordofies et al., 2006, Jaiswal et al., 2013).

Tabor et al. (2004), Braakhuis et al. (2010)
corroboram com a hipétese de um campo de
células pré-neopléasicas residuais, cujas alteracdes
genéticas adicionais promoveriam 0 cancer
invasivo. E amplamente aceito que um acimulo
de alteracbes genéticas e epigenéticas em
oncogenes e genes supressores tumorais formam
a base para a progressdo de uma célula normal
para uma célula cancerosa. As células do CCEO
sd0 geneticamente instaveis e exibem extensas
alteracBes cromossémicas, que aumentam em
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nimero a medida que a doenca progride.
(Boundewijn et al., 2005).

Em um trabalho sobre o significado clinico
das alteracdes moleculares em margens cirdrgicas
histologicamente negativas, Carvalho et al.
(2012) puderam demonstrar a sobre-expressdo
génica relacionada a estas margens. Ao
utilizarem o método de quantificacdo da
expressdao génica em tempo real (RT-PCR),
puderam avaliar sua utilidade na identificacdo
dos pacientes com maiores riscos de recorréncia
local ou desenvolvimento de tumores primarios.

Black et al (2006) citaram que métodos
moleculares, tais como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para mutaces genéticas
especificas, como o p53, baseiam-se na deteccéo
da mutacdo em tecido marginal possibilitando a
identificagcdo de pacientes com alto risco de
recorréncia. Aventaram que estudos moleculares
devem ser acompanhados com parametros de
risco histolégicos mais rigorosos, tais como
padrdo de invasdo e invasdo perineural, que
justifiguem seu custo beneficio.

Alteraces moleculares na frente invasiva dos
tumores orais humanos foram documentadas por
Sharma et al. (2013). Estas células exibiram um
menor grau de diferenciacdo e um maior grau de
dissociacdo celular em relacdo a parte central e
superficial, o que, presumivelmente, demonstra
gue clones celulares mais agressivos residam
neste local. Tumores recorrentes nesta
localizagdo sdo importantes preditores de mau
prognostico.

Em um estudo sobre a expressdo do
biomarcador epitelial E-caderina e do marcador
mesenquimal MMP-9 em margens cirurgicas
histologicamente negativas, ambos demonstraram
sua utilidade na deteccdo da auséncia ou presenca
de células residuais minimas indetectaveis ao
exame  histopatolégico  convencional. O
biomarcador E-caderina demonstrou ser um
importante preditor de risco de uma nova
evolucdo neoplésica do CCEO (Mohtasham et
al., 2014)

Dakubo et al. (2007) citaram que o uso de
técnicas moleculares podem diminuir a taxa de
recorréncia local, porém sem impedir que novos
campos geneticamente alterados se desenvolvam.
Acrescentaram que a falta de extensos estudos
genbmicos ainda representam uma lacuna neste
conceito de campo. Corroborando com estas
observacGes, Wolf (2012) reiterou a importancia
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de se realizarem estudos moleculares em modelos
felinos de ocorréncia espontanea por poderem
caracterizar vias génicas alteradas, identificando
e validando funcionalmente potenciais alvos
terapéuticos.

Em um estudo utilizando espectroscopia de
fluorescéncia como ferramenta auxiliar na
delimitacdo de margens cirdrgicas, Francisco et
al. (2014) relataram a necessidade do
desenvolvimento de novas abordagens na
deteccdo do campo de cancerizagdo. Os
resultados demonstraram o potencial da técnica
para detectar alteracOes teciduais. Concluem o0s
autores que por ser um método ndo-invasivo, a
espectroscopia de fluorescéncia deve ser
investigada em um nimero maior de pacientes.

Concluséao

Por apresentar baixa correlagdo entre grau
histolégico, estadiamento e desfecho clinico, a
maioria dos estudos em CCEOQ apresenta vieses
provenientes da localizagdo tumoral. Destarte,
sd80 necessarios estudos com delimitacdes das
amostras por sitios anatémicos especificos e pela
terapéutica empregada.

Considerando a hip6tese amplamente aceita
de que neoplasias epiteliais apresentam um l6cus
pré-neoplasico adjacente ao tumor primario,
margens cirdrgicas histolégica e geneticamente
livres poderdo ser obtidas através da analise
molecular intra-operat6ria das margens cirdrgicas
como rotina em centros cirdrgicos oncologicos,
ndo desconsiderando fatores estéticos e
funcionais fundamentais.

A caracterizacdo de um perfil génico das
mutagdes ocorridas no CCEO encontra-se em
fase de wvalidacdo, sugerindo que estudos
moleculares acompanhados por pardmetros de
risco histoldgicos rigorosos tais como padrdo de
invasdo e invasdo perineural, assim como a
utilizagdo de modelos felinos de ocorréncia
espontdnea da doenca sejam investigados. A
complexidade desta tarefa € bem demonstrada
por Mountzios et al. (2014) ao conceituarem o
cancer de células escamosas de cabeca e pescoco
como uma entidade heterogénea, com varios
fatores etiologicos envolvidos na génese de
subconjuntos moleculares distintos de tumores,
0s (quais exibem comportamento clinico e
bioldgico diferentes.

Tais esforcos se justificam, pois muito embora
a compreensdo da biologia molecular do cancer
tenha avancado significativamente nas Gltimas
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décadas, ndo se observa no carcinoma oral
correspondente aplicagdo clinica.
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