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1 INTRODUCAO

O termo céncer de boca ¢ uma denominacdo genérica que inclui tumores de
variados perfis histologicos, embora majoritariamente se refira ao Carcinoma Espinocelular
(CEC) (BARNES et al., 2005; BRENER et al.,, 2007). O CEC de cavidade oral é uma
neoplasia maligna que se origina no epitélio de revestimento e pode acometer diferentes
localiza¢Ges da cavidade oral (mucosa oral, gengiva, palato duro e lingua, assoalho da boca)
e, também, o vermelhdo do labio (BARNES et al., 2005; INCA, 2010). Além disso, os fatores
mais comumente associados ao aumento do risco de CEC de cavidade oral sdo o tabagismo e
o etilismo (NEVILLE & DAY, 2002; PINDBORG & WAHI, 1997).

Apesar de pardmetros clinicos (Barnes et al., 2005; International Union Against
Cancer, 1987) e microscopicos (PINDBORG & WAHI, 1997; BRIGATI et al., 2002) serem
importantes para avaliacdo da agressividade tumoral, hoje se sabe que a resposta imunoldgica
inata e adaptativa peritumoral (BRIGATI et al.,, 2002; ABBAS, 2008; BALKWILL &
MONTONAVI, 2001; COUSSENS & WERB, 2002; LIOTTA & KOHN, 2001; SHIMURA
et al,, 2000) sao fundamentais para o estabelecimento do real progndstico da doenca
(BALKWILL & MONTONAVI, 2001; LIOTTA & KOHN, 2001). Neste contexto, dentre os
diferentes leucdécitos presentes no infiltrado inflamatério peritumoral os macréfagos parecem
ser os mais abundantes (BRIGATI et al., 2002; PEREIRA, 2004).

Os macréfagos podem exercer importante papel na resposta inflamatéria
antitumoral, pois s@o responsaveis pela producdo de varios fatores de crescimento como TNF-
o, um mediador da citotoxidade tumoral, e citocinas, tais como as IL-2, IL-12 e IL-18,
estimulantes do sistema imunolégico (COUSSENS & WERB, 2002). Por outro lado, os
préprios macrofagos podem produzir fatores de crescimento e outros tipos de citocinas, que
inclui o fator de crescimento fibroblastico-1, fator de crescimento derivado de plaquetas, IL-1,
TGF-B, que podem, diretamente, promover o crescimento do tumor (LI et al., 2002). Os
macrdéfagos podem, ainda, sob algumas condi¢des, secretar enzimas proteoliticas
(metaloproteinases) capazes de degradar a matriz extracelular, facilitando, desta maneira, a
disseminacdo das células tumorais, bem como secretar fatores angiog€nicos (fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fosforilase timina) os quais podem favorecer o
crescimento, a infiltracdo e metdstase tumoral (COUSSENS & WERB, 2002).

Embora a presenga de macréfagos associados a tumor (do inglés “TAM”) tem
sido relatado (BRIGATI et al., 2002; LI et al., 2002; LIU et al., 2008; MARCUS et al., 2004),
sua participacdo na patogénese do cincer ainda é controversa. Enquanto alguns estudos

demonstram que a alta densidade de macréfagos (CD68") intra e peritumoral estd associada a



um pior progndstico, sendo relacionado com maior proliferagdo e invasdo tumoral, maior
densidade de vasos sanguineos (angiogénese), menor sobrevida e metdstase linfonodal em
pacientes com CEC de esdfago (KOIDE et al., 2002; KOIDE et al., 2004), orofaringe
(MARCUS et al., 2004) e de boca (LI et al., 2002; LIU et al., 2008; MARCUS et al., 2004);
outros estudos evidenciam que uma maior densidade e atividade destas células no
microambiente tumoral estdo relacionadas a um melhor prognéstico (maior sobrevida) de
pacientes com canceres coloretal (FUNADA et al., 2003) e prdstata (SHIMURA et al., 2000).

Todavia, apesar do importante papel dos macréfagos na patogé€nese tumoral
(SHIMURA et al., 2000; LI et al., 2002; LIU et al., 2008; MARCUS et al., 2004; KOIDE et
al., 2002; KOIDE et al., 2004; TIMAR et al., 2005; FERREIRA et al., 2008), ha escassos
estudos que objetivaram avaliar essa populacéo celular em CECs de boca (LI et al., 2002; LIU
et al., 2008; MARCUS et al., 2004) e, especialmente, investigar a significincia clinico-

patoldgica das mesmas em pacientes acometidos com esta patologia.

2 OBJETIVOS

Identificar e quantificar macréfagos CD68", tanto na regido peritumoral quanto
intra-tumoral, em amostras de CEC de cavidade oral, bem como a relagdo dessas células com
fatores de progndstico clinico (tamanho da lesdo primadria, sobrevida e metastase linfonodal) e
microscopico (gradagdo microscopica segundo a OMS, invasdo local e indice de proliferacio

celular).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras Selecionadas
Este estudo foi desenvolvido de acordo com as normas do Comité de Etica em

pesquisa do Hospital Aradjo Jorge da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids
(HAJ/ACCG) (protocolo n. 008/2010).

Foram selecionadas, dos arquivos de blocos e laudos do Servigco da Anatomopatologia
e Citopatologia do HAJ/ACCG, 42 amostras de CEC de cavidade oral de pacientes
diagnosticados, tratados e acompanhados no Servico de Cabeca e Pescoco do HAJ/ACCG,
sendo 19 amostras de pacientes que apresentaram metdstase para linfonodo cervical e 23 de
pacientes que ndo apresentaram metdstase. Adicionalmente, foram utilizadas, 10 amostras de
mucosa clinicamente saudavel (controle), pertencentes ao arquivo de blocos do Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goids

(FO/UFG). Os dados clinicos das amostras (tamanho da lesdo primaria, sobrevida e metastase



linfonodal) foram obtidos junto aos prontudrios médicos de atendimento do HAJ/ACCG e,

quando necessario, em consulta aos laudos e 1aminas.
3.2 Técnicas Utilizadas

3.2.1 Técnica de Rotina (Hematoxilina e Eosina)

O material selecionado, incluido em parafina, foi seccionado em micrétomo
(Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de Spum, que foram colocados
sobre laminas histoldgicas e corados pelo método de HE. Esses cortes foram utilizados para

caracterizacdo microscopica das amostras.

3.2.2 Técnica da Imunoistoquimica

A partir dos casos selecionados, emblocados em parafina, foram obtidos cortes
seriados com aproximadamente 3 pum de espessura, em micrétomo (Leica), montados em
laminas silanizadas e submetidos a técnica da imunoistoquimica (método de polimeros) para
identificacdo das seguintes proteinas: CD68, Ki-67 e Ciclina B1. Sendo assim, foi possivel
identificar os macréfagos pela expressdo do marcador de superficie celular CD68 o indice de
proliferacdo tecidual pela expressdao das proteinas Ki-67 e Ciclina B1. Inicialmente, os cortes
foram desparafinizados em xilol e hidratados em banhos crescentes de dlcool etilico. Em
seguida, as laminas foram incubadas em tampao citrato (pH= 6.0) por 25 minutos e aquecido
a uma temperatura de 95°C para exposicdo antigénica. As laminas foram incubadas em
peréxido de hidrogénio a 3%, por 30 minutos e posteriormente incubadas com um bloqueador
de proteinas inespecificas (Backgraund Sniper), por 20 minutos. Em seguida, as laminas
foram incubadas com os anticorpos primarios, por 8 horas e mantidas na temperatura de 4°C.
Os anticorpos primdrios utilizados foram: monoclonais de camundongo anti-CD68 humano
(clone KP1; Novocastra, Newcastle, UK; 1:1000), monoclonal de camundongo anti-Ki-67
humano (clone MMI1, Novocastra; 1:100); e monoclonal de camundongo anti-ciclina B1
humana (clone 7A9, Novocastra; 1:40). Apds esse periodo, as ldminas foram lavadas e
incubadas com o polimero (Trekkie Universal Link - Sistema Starr Trek Universal / HRP
Detection) por mais 20 minutos, e depois foram lavadas e incubadas com o polimero 2
(Trekavidin/HRP Label - Sistema Starr Trek Universal / HRP Detection), durante 20 minutos.
Novamente, as l1aminas foram lavadas com TBS e, a seguir, procedeu-se a revelagdo da reacdo
utilizando o Betazoid DAB Chromogen em uma solu¢do de Betazoid DAB Substrate Buffer
(Sistema Starr Trek Universal / HRP Detection), por 2 minutos, & temperatura ambiente. A

reacdo foi interrompida com 4dgua destilada e as ladminas contra-coradas com hematoxilina.



Apos serem lavadas com dgua corrente por 10 minutos, as laminas foram desidratadas com
dlcoois, passadas em xilol e montadas com solucdo de resina ndo aquosa (Entellan-

Mikroskopie-Merck).

3.3 Analise Qualitativa, Quantitativa dos Dados e Estatistica dos Dados

Na avaliacdo qualitativa investigamos a distribui¢cdo, morfologia e intensidade de
coloracdo das células positivas, tanto na regido intratumoral (em intima associacdo com as
células neoplasicas) quanto no estroma peritumoral. Apds a andlise qualitativa, foi
determinado as propor¢io de células CD68", Ciclina B1" e Ki-67". Essa andlise quantitativa
foi realizada utilizando microscépio 6ptico contendo um reticulo de integracdo em rede
quadrada (CARL ZEISS, Germany) acoplado na objetiva de 40x. A drea do reticulo no
aumento de 40x corresponde a 0,0961mm?®. Para cada amostra, foram analisados 10 campos
microscopicos alternados, com drea total de 0,961mm2. A andlise quantitativa foi realizada
considerando tanto as células positivas quanto negativas, possibilitando, assim, a avalia¢do da
proporg¢ao das células positivas. O resultado foi expresso como média + Desvio Padrao (DP) e
o valor de P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A influéncia das
células CD68" no progndstico de pacientes com CEC de boca foi avaliada através do teste de
Kaplan-Meier. O periodo de sobrevida foi obtido calculando-se a quantidade de meses a partir
da data da cirurgia até a dltima data de seguimento ou 6bito do paciente. O nimero de células
CD68" foi dicotomizado pelo valor médio e as diferencas na sobrevida entre os grupos foi
avaliadas pelo teste Long rank. A invasdo tumoral foi avaliada utilizando uma régua
milimétrica (Smm) acoplado na objetiva de 10x ao microscopio 6ptico, onde verificou-se o
tamanho do tumor da regido superficial do epitelélio ao fronte de invasdo tumoral. Em todos

os testes estatisticos aplicados utilizou-se o programa SPSS 10.0 for Windows.

4 RESULTADOS

A andlise das 42 amostras selecionadas (23 casos de CEC de cavidade ndo
metdastatico e 19 casos de CEC de cavidade metastitico) revelou um predominio do género
masculino e idade média de 57 anos (95% IC: 24 — 90 anos ). Pela andlise microscépica das
amostras a média das propor¢des obtidas para as quantificacdes das células Ciclina B1" e
Ki67" foi de 10,41 % e 22,81%, respectivamente. Além disso obteve-se um predominio de
casos que se classificam em grau III segundo a OMS (carcinomas pobremente diferenciados,
com auséncia de queratinizacdo, grande quantidade de mitoses atipicas e intenso

pleomorfismo nuclear). Os detalhes das caracteristicas clinicas e microscOpicas analisadas



estdo resumidos na tabela 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Principais caracteristicas clinicas (%) dos pacientes com CEC de cavidade oral (n=42).

Caracteristicas Clinicas CEC Cavidade (%)

Idade <57 anos 42,85
>57 anos 57,14

Grupo Etnico Leucoderma 57,14
Feoderma 16,67

Melanoderma 26,19

Género Masculino 71,42
Feminino 28,58

Tamanho T1 2,38
T2 16,66

T3 50,0

T4 30,96

Metastase Sim 52,38
Nao 47,62

Obito Sim 42,85
Nio 57,15

Localizacdo Lingua 42,85
Soalho bucal 28,57

Outros 28,58

Consumo de Tabaco Sim 85,71
Nao 14,29

Consumo de Alcool Sim 64,28
Nao 35,72




Tabela 2: Principais caracteristicas clinicas (%) dos pacientes com CEC de cavidade oral (n=42).

Caracteristicas Microscopicas CEC Cavidade (%)

Invasao tumoral local <15,40 ym 57,14

>15,40 pm 42,86

Classificagdo microscopica segundo a Grau I 9,52
OMS

Grau II 35,72

Grau III 54,76

Indice de proliferagdo celular

Ciclina B1* <10,41% 61,76
>10,41% 38,24

Ki67* <22.81%
>22.81% 45,45
54,55

A andlise qualitativa demonstrou que as células CD68" apresentaram morfologia
de macréfagos, com um halo de coloragdo marrom (Figura 1). Observou-se, ainda que, essas
células concentraram-se predominantemente na regido peritumoral, em regido de fronte de
invasdo tumoral, quando comparada a regido intratumoral em todos os grupos analisados

(Figura 2A e B).



Figura 1: Células CD68" (coradas em marrom) em intimo contato com as células tumorias no

carcinoma espinocelular (CEC) de cavidade oral. Imunoistoquimica, aumento original de 400x.

Figura 2: Células CD68" presentes na regido intra-tumoral (A) e distibuidas no fronte de invasdo

tumoral (B) do CEC de cavidade oral. Imunoistoquimica, aumento original de 200X (A e B).

Nossos resultados revelaram, ainda, que a propor¢do de macréfagos CD68" foi
significativamente maior no grupo de CEC metastitico quando comparado ao ndo metastitico
e controle (p=0,05 e 0,001, respectivamente). Adicionalmente, a propor¢do dessas células foi
significativamente maior no grupo de CEC ndo metastitico quando comparado com o

controle (p=0,05) (Figura 3).
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Figura 3: Propor¢do de células CD68" em CEC de cavidade oral com e sem metastase e mucosa oral
normal (controle). Os resultados estdo expressos como a média das propor¢des + DP. *P<0,05quando

comparado aos demais grupos e * P<0,05 quando comparado ao CEC de cavidade oral com metdstase

(teste de Mann-Whitney).

Com relagdo a sobrevida, os pacientes com alta propor¢do de macréfagos CD68*
apresentaram uma menor sobrevida do que aqueles com baixa propor¢do dessas células, no

entanto esse resultado ndo foi estatisticamente significativo (Kaplan-Meier, Log Rank,
p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4: Curva de sobrevida de acordo com a proporg¢do de células CD68" em estroma peritumoral

de CEC de cavidade oral (Kaplan-Meier, Log Rank, P > 0,05).

Nao houve relacdo com a proporcdo dessas células e as demais caracteristicas

clinicas e microscépicas analisadas.

5  DISCUSSAO

A populacdo celular bem como os mediadores quimicos presentes no
microambiente tumoral podem contribuir para progressdo da neoplasia ou para sua inibicdo e
controle (BALKWILL & COUSSENS, 2004; OLIVERIA-NETO et al., 2007; VAN et al.,
2002; VISSER & COUSSENS, 2005). Os macréfagos associados ao tumor (TAM) sdo os
principais componentes do microambiente imune-inflamatério tumoral e essas células
desempenham uma diversidade de papéis que podem contribuir tanto com eventos de
combate, pela producdo de IL-2 IL-12 e IL-18 (estimulantes do sistema imune) e um
mediador da citotoxidade tumoral (TNF-a), quanto para eventos de crescimento e progressiao
tumoral, pela producdo de fator de crescimento fibrobldstico-1, fator de crescimento derivado
de plaquetas, IL-1, TGF-B, e em algumas condi¢des pela secrecdo de metaloproteinases,
VEGEF e fosforilase timina (COUSSENS & WERB, 2002).

Nesse contexto, o presente estudo demonstrou que a alta quantificacdo de
macréfagos CD68" no microambiente do CEC de cavidade oral estd relacionada com um

maior indice de metastase e uma tendéncia a menor tempo de sobrevida desses pacientes.



Corroborando com nossos achados, alguns estudos também relacionaram a alta densidade
dessas células com um pior prognésticos em amostras de CEC de esofago (KOIDE et al.,
2002; KOIDE et al., 2004), orofaringe (MARCUS et al., 2004). Adicionalmente, LI e al
(2002), MARCUS et al (2004) e LIU et al (2008) demonstram que a alta proporcdo de
macrdfagos associados ao CEC de boca estava relacionado com eventos de proliferacio
celular, angiogénese e mestadstase linfonodal. Ao contrario dos resultados encontrados nesse
trabalho, alguns estudos evidenciaram que uma maior densidade e atividade destas células no
microambiente tumoral estavam relacionadas a um melhor progndstico de pacientes com
canceres coloretal (FUNADA et al., 2003) e de prdstata (SHIMURA et al., 2000).

Essa controvérsia encontrada na literatura pode ser explicada pelo fato de que
diferentes tipos de cédnceres apresentam diferentes tipos de microambientes, com diferentes
tipos de respostas imune/inflamatdrias. Além disso, com relagdo aos macréfagos, recentes
descobertas tém demonstrado a existéncia de dois tipos de macréfagos: o M1 e o M2, os quais
sdo subdivididos de acordo com sua capacidade de produzir diferentes respostas (REZENDE
et al.,, 2007; GINDERACHTER et al., 2006). Os macréfagos M1, também denominados de
classicamente ativados, produzem altos niveis de IL-12, INF-gamma e IL-23 e baixos niveis
de IL-10 e sdo, consequentemente, fortes promotores da resposta imune Th1 (REZENDE et
al., 2007; GINDERACHTER et al., 2006). Em adi¢do, estas células exercem atividades anti-
proliferativa e citotoxica - resultante particularmente da capacidade de secretar NO,
peroxinitritos, peréxido de hidrogénio e superoxidos — e citocinas pro-inflamatérias (TNF-
alfa, IL-1, IL-6) (GINDERACHTER et al., 2006). Os macréfagos M2, também denominados
de alternativamente ativados, sdo caracterizado por sua capacidade de secretar citocinas anti-
inflamatorias e imunossupressoras tais como IL-3, IL-4, IL- 10 e TGF-f (REZENDE et al.,
2007; GINDERACHTER et al., 2006). Portanto, o M2 é capaz de inibir as fungdes do M1,
particularmente, as funcdes inflamatorias e citotéxicas (GINDERACHTER et al., 2006).
Adicionalmente, o M2 é capaz de promover a angiogénese e o reparo tecidual (SICA et al.,
2006).

Neste contexto, M1 e M2 parecem exercer papéis distintos na patogénese do
cancer. Enquanto M1 estd associada com atividades anti-inflamatdrias e com a citotoxidade
tumoral, M2 estd relacionada a atividades anti-inflamatérias, ao reparo tecidual e a
angiogénese, favorecendo assim a progressao tumoral (GINDERACHTER et al., 2006; SICA
et al., 2006). No presente estudo, nao foi possivel avaliar o fenétipo M1 e M2, no entanto
nossos achados sugerem um predominio do tipo M2 no microambiente do CEC de cavidade

oral, visto que a alta proporcao celular corroborou com um pior progndsticos dos pacientes



Todavia, para confirmar esta hipdtese outros estudos estdo sendo realizados em nosso
laboratério com intuito de determinar o fenétipo do macréfago no CEC de boca e avaliar a
relacdo destas células com a presenca de metdstase linfonodal e sobrevida dos pacientes
acometidos pelo CEC.

Os macréfagos sdo os maiores organizadores na seqiiéncia de eventos para o
reconhecimento, morte e eliminacdo tumoral (FEINMESSER et al., 2004). Neste contexto,
recentemente, Feinmesser et al. (2004) e Timar et al. (2005), demonstraram que a
imunoterapia, através da administracio local de linfocinas naturais (multikine, CelSci), como
a IL-2, pode modular a densidade de varias células no CEC de boca, dentre elas os
macrdfagos. Esse tratamento coadjuvante contribui para a diminui¢do da extensdo tumoral e o
aumento da sobrevida dos pacientes, sendo os macréfagos os maiores organizadores na
seqiiéncia de eventos para o reconhecimento, morte e eliminacio tumoral. Desta forma, estes
autores consideram que os CECs de boca, os quais tipicamente demonstram progressao
locoregional, sdo excelentes candidatos para a imunoterapia local, devido sua acessibilidade e
a capacidade de infiltracdo intratumoral de substidncias de defesa susceptiveis a
imunomodulacdo.

Acreditamos, portanto que estudos nessa linha de investigacdo devam continuar a
serem realizados, para que assim, um melhor entendimento da imunidade que se desenvolve
em tais lesdes possa conduzir para a andlise de meios de intervencdo contra a doenga e
também indicar marcadores de predicio do desenvolvimento e agressividade tumoral. Os
resultados deste trabalho, contribuem também para entendimento destes mecanismos de
imunidade que se desenvolve nestas patologias podendo, no futuro, auxiliar na compreensio
da fisiopatologia dos processos neopldsicos com potencial para utilizagdo no desenvolvimento

de imunoterapicos e quimioterapicos.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo nossos resultados sugerem que a presenca de macréfagos no
microambiente do CEC de cavidade oral, pode desencadear enventos que levem a uma maior
agressividade tumoral, contribuindo, assim, para um pior progndstico dos pacientes.
Acreditamos ainda, que estudos que objetivem investigar o dibio papel dos macréfagos
devam continuar a serem realizados, visando um melhor entendimento da imunidade tumoral

e propiciando uma maior compreensao da fisiopatologia dos processos neoplésicos.
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