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Avaliacdo das Células do Infiltrado Inflamatério Peritumoral dos
Carcinomas Espinocelulares de Boca
Evaluation of Tumor Infiltrating Lymphocyte in Oral Squamous Cell

Carcinoma
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0 presente trabalho utilizou-se anticorpos monoclonais para a caracterizagdo das células de defesa do sistema imunolgico presentes no
infiltrado inflamatério peritumoral em carcinomas espinocelulares de boca e sua relagdo com o grau histolégico de malignidade dos tumores.
Acredita-se que alteragGes no niimero ou na fungdo destas células poderiam influenciar a progressio de um tumor maligno.Observou-se que
qualitativamente, a resposta imunoldgica presente na regido dos carcinomas espinocelulares de boca estudados, caracterizou-se pela presen-
ca de células de todas as linhagens avaliadas, porém os testes estatisticos demonstraram que apenas os linfocitos T auxiliares estavam
relacionados com o grau histologico de malignidade dos tumores avaliados. Através de nossos resultados concluimos que os distirbio no
balango do sistema imunolégico ndo se relacionam necessariamente com o nimero de células de defesa presentes, freqiientemente sdo
resultantes de falha na fungdo, regulagdo, ou na migragio de uma populagdo das células do sistema imune para o local do tumor.
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INTRODUCAO
0 campo da imunologia tumoral tem sido
amplamente estudado nos Gltimos anos. Na
tentativa de entender os mecanismos utiliza-
dos pelo sistema imunoldgico para destrui-
¢do dos tumores, varios pesquisadores ava-
liaram o conteiido do infiltrado linfocitico
peritumoral de neoplasias, entre elas, as
neoplasias malignas de cabeca e pescoco.
Estes autores acreditam que a distribuigdo e
a fungao das células presentes nesse infiltrado
linfocitico peritumoral represente um reflexo
preciso da agdo das defesas imunologicas
do hospedeiro. Altera¢des no nimero ou na
fungdo destas células poderiam, potencial-
mente, influenciar consideravelmente a pro-
gressdo de um tumor (HARABUCHI et al.
1985; WOLF et al. 1986; SLOOTWEG et
al. 1994).
A capacidade do sistema imunolégico
de detectar e destruir as células tumorais é
conhecida como “supervisdo imunolégica”
(KUMAR et al. 1992; JANEWAY et al.
2000). Este sistema de regulagdo envolve
uma variedade de células e mediadores ce-
lulares e também varios mecanismos
imunosupressores ou inibitérios e mecanis-
mos imunoestimuladores (HARABUCHI et al.
1985; BALARAM e MEENATTOOR, 1996).
Apesar de estudos experimentais terem de-
monstrado a existéncia de antigenos que pro-
duziriam uma resposta imunologica em tu-
mores induzidos e em alguns cinceres hu-
manos, Janeway et al. (2000) relata que a

maioria dos tumores mostra pouca evidén-
cia de controle imunolégico, ou seja, o tu-
mor desenvolve mecanismos de escape
(ROITT et al. 1993, WENIG, 1999).

Estes mecanismos de escape das células
tumorais da vigilancia e da resposta do siste-
ma imune s3o facilitados por diferentes me-
canismos, que agem individualmente ou em
diferentes combinagdes. Segundo Abbas et
al. (1994) e Janeway et al (2000), os tumo-
res provalvelmente nfo possuem peptideos
antigénicos distintos ou ndo possuem molé-
culas de adesdo ou co-estimuladoras neces-
sarias para desencadear uma resposta pri-
maria das células T, ou ainda, podem pro-
duzir citocinas imunossupressoras que com-
prometeriam a resposta imunolégica. Outros
mecanismos pelos quais os tumores podem
evitar o ataque imune ou evadir-se dele, é
por meio da geragdo de mutantes de esca-
pe.

Estudos experimentais demonstraram
que quando um tumor perde a expressdo de
todas as moléculas MHC (complexo de
histocompatibilidade maior) de classe I, nio
pode ser reconhecido pelas células T
citotoxicas (CD8), embora possa tornar-se
suscetivel as células “Natural Killers” (NK).
Porém os tumores que perdem somente uma
molécula MHC de classe I podem ser capa-
zes de evitar o reconhecimento pelas molé-
culas T CD8 citotéxicas especificas, continu-
ando resistentes as células NK, conferindo-
lhes uma vantagem seletiva in vivo

(JANEWAY et al. 2000) .

Cruz et al. (1999) em um estudo onde
avaliaram a expressdo de moléculas MHC
classe I em carcinomas de boca, observa-

ram que a maioria dos carcinomas apresen-
taram expressdo diminuida ou ausente de
moléculas MHC classe I na superficie celu-

lar, caracterizando o possivel mecanismo de
evasdo imunolégica utilizado pelas células
tumorais. Estes achados foram suportados
pela observagdo de um nimero muito pe-
queno de células T citotéxicas (CD8) e NK
ativadas.

No presente trabalho, utilizou-se
anticorpos monoclonais para a caracteriza-
¢do das células de defesa do sistema
imunolégico presentes no infiltrado inflama-
téorio peritumoral em carcinomas
espinocelulares de boca e sua relagdo com o
grau histologico de malignidade dos tumo-
res.

METODOLOGIA
Populagdo e Amostra
Trinta casos de carcinomas

espinocelulares de boca diagnosticados no
Servigo de Estomatologia do Hospital Sao
Lucas, da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul e no Hospital Santa
Rita, da Santa Casa de Misericérdia de Por-
to Alegre foram incluidos no estudo. Dos 30
casos, 22 apresentavam baixo grau histolégico
de malignidade, e oito alto grau histologico
de malignidade, de acordo com o sistema
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de graduagdo proposto por Anneroth et al.
(1987).

Apbs a bipsia incisional, as pegas foram
imediatamente fixadas em formalina a 10%
por um periodo de tempo de 24 horas. Em
seguida foram emblocadas em parafina.
Foram obtidos cortes de 5Smm de espessura
os quais foram processados rotineiramente
para a coloragdo por Hematoxilina e Eosina.
As laminas foram avaliadas por um tnico
examinador, e graduadas de acordo com o
sistema de graduagio de malignidade pro-
posto por Anneroth et al. (1987).

Os mesmos blocos de parafina utilizados
para fazer a graduagdo histologica de malig-
nidade, foram processados cortes de 5mm
de espessura para a coloragdo
imunohistoquimica, de acordo com a técnica
preconizada por Ramalho (2000), Oliveira

et al. (2000) e Alves et al. (1999).

O proposito foi a identificagdo de seis ti-
pos especificos de células: os linfocitos T de
memoéria (CD45RO0) , linfécitos T auxiliares
(CD4), os linfocitos T citotéxicos (CD8), os
linfocitos B e macrofagos. Para tal, foram
utilizados os anticorpos anti-CD20 para
linfécito B, anti-CD45RO para linfocito T de
memoria, anti-CD68 para macréfagos, anti-
CD8 para linfocito T citotoxico e anti-CD4
para linfocito T auxiliar e ant-CD57 para
células “natural killers” (NK) por meio da
coloragdo imunohistoquimica pelo método da
streptoavidina-biotina. Os procedimentos de
imunohistoquimica foram realizados nos la-
boratérios do Armed Forces Institute of

Pathology (Washington D.C.).

Contagem das células

Para a quantificagdo das células
marcadas positivamente, utilizou-se micros-
copio optico binocular (Zeiss-Standard 20)
na objetiva de 40x, acoplado ao programa
IMAGELAB (Sistema de processamento e
analise de Imagens/Softium sistema de
informatica — Sdo Paulo, Brasil). Em cada
lamina foram escolhidos 4 campos, exami-
nados sempre da esquerda para a direita,
na periferia do tumor, onde foi avaliada a
subpopulagdo de linfécitos presente no
infiltrado linfocitico peritumoral. Na figura 1
observa-se um exemplo de marcagio
imunohistoquimica para linfécito T CD4, e
na figura 2, marcagdo imunohistoquimica
para macroéfagos (CD68).

Os resultados obtidos foram tabulados e
analisados através dos testes nfo-
paramétricos de Mann-Whitney (5% de
significancia) e do Coeficiente de Correla-
¢do de Pearson.

RESULTADOS

Os dados clinicos e histopatologicos fo-
ram resgatados das fichas dos pacientes e
submetidos a anélise estatistica descritiva
para caracterizagdo da amostra como de-

Anticorpo monoclonal anti-CD4 (NOVOCASTRA) clone 1F6
Anticorpo monoclonal anti-CD8 (DAKO) clone C8/144B
Anticorpo monoclonal anti- CD45RO (DAKO) clone OPD4
Anticorpo monoclonal anti-CD20 (DAKO) clone L26
Anticorpo monoclonal anti-Leu7 (DAKO) clone NK1
Anticorpo monoclonal anti-CD68 (DAKO) clone KP1
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Figura 2 - Fotomicrografia
de carcinoma espinocelular
marcado pela técnica de
imunohistoquimica com
anticorpo anti-CD8 (aumento
de 400X).

monstrado na tabela 1.

Foram observados no estroma na perife-
ria das ilhas tumorais um nimero variado
de células inflamatérias mononucleares com
marcagdo positiva, incluindo linfécitos T

Figura 1 - Fotomicrografia
de carcinoma espinocelular
marcado pela técnica de
imunohistoguimica com

anticorpo anti-CD4 (aumento
de 400X).

CD45RO, T CD4, T CD8, células B e
macréfagos, além de escassas células NK.
A tabela 2 demonstra a mediana das célu-
las avaliadas.

i Variaveis

Sexo Masculino 25 83,3
% Feminino S 16,7
! Raca Caucasbide 21 70,0
i Negréide 4 13,3
i Nao especificada 5 16,7
' Grau histolégico
| de malignidade 22 73,3
}; do Tumor 26,7
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O grau de infiltragdo do estroma tumoral
foi sempre maior do que o do parénquima,
sendo que teste de comparacdes de médias
t-student demonstrou haver diferenca esta-
tisticamente significativa nas duas localiza-
¢Oes, para as células CD8, CD45R0 e CD68
(p=0,01) (tabela 3). O estroma peritumoral
apresentava grande grupo de células ou agre-
gados de células enquanto o infiltrado infla-
matério do parénquima era composto de cé-
lulas individuais circundadas por células

malignas.

Quando avaliamos as células do infiltrado
inflamatério peritumoral, por meio do Coefi-
ciente de Correlagdo de Pearson, constata-
mos a auséncia de relagdo significativa entre
os diferentes tipos celulares com a idade dos
pacientes (pW0,05). Com o objetivo de com-
parar as células do infiltrado inflamatério
peritumoral com o sexo, a raga dos pacientes
e o grau histologico de malignidade dos tumo-
res, foi realizado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Observa-se através desse teste
que ndo ocorreram diferencas estatisticamen-
te significativas para nenhum tipo de célula
nem entre 0s sexos, nem entre as ragas
(p=0,05). Quando comparamos a contagem
das células inflamatérias positivas com o grau
histologico de malignidade, observamos que
entre todos os tipos celulares, apenas as célu-
las CD4 apresentaram uma contagem superi-
or para os casos em que o grau histologico de
malignidade era alto (p=0.05), como
demostrado na tabela 4 e no grafico 1.

Foi feita uma anélise de correlaco entre
as células inflamatérias encontradas por meio

do Coeficiente de Correlacio de Pearson,
por meio da qual verificou-se relages signi-
ficativas entre as variaveis correlacionadas.
Na maioria das correlagdes demonstradas
na tabela 5, foi encontrada correlagio dire-
ta, ou seja, quanto maior uma variavel, mai-
or tende a ser a outra. Para as células CD57
e CD45R0 observou-se uma correlagio in-
versa, ou seja, a medida que uma aumenta a
outra diminui.

DISCUSSAO

Apos avaliagdo dos dados, observamos
que qualitativamente, a resposta imunologica
presente na regido dos carcinomas
espinocelulares de boca estudados, se ca-
racterizou pela presencga de células de todas
as linhagens avaliadas, sugerindo a ocorrén-
cia de imunoreagdo a presenga do tumor
maligno, como sugerido por Stephens et al.
(1998).

Os nossos resultados concordaram com
os relatos de Rabin et al. (1984), Harabuchi
et al. (1985), Ogawa et al. (1987) e Hirota
et al. (1990), que encontraram a presenca
predominante de linfocitos T, em espécimes
de biépsia de carcinomas espinocelulares de

Célula  Namero de células positivas  Média

Desﬁo—padrﬁo P

- Parénquima 23

20,26

Graéfico 1 - Total de células inflamatérias positivas dependendo
do grau histoldgico de malignidade
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CDh4
. Estroma 30 75,03 36,19 -
! Parénquima 1 20,00 -
- CD8
' Estroma 30 93,63 45,64 0,01
. Parénquima 22 29,14 18,32
CD20
 Estroma 29 87,00 48,18 -
- Parénquima 2 28,50 20,51
- CD45R0O
- Estroma 29 95,45 39,70 0,01
| Parénquima 20 24,35 8,95
- CD57
- Estroma 11 16,18 10,00 -
- Parénquima - - -
CD68
- Estroma 29 36,86 16,53 0,01
9,44

100
801
8
3 601
=
40
20+
0_ o B o il S
CD4 CD8 CD20 CD45RO  CD57 CD68
@ Baixo @AIlto
Célula Grau Histolégico de Malignidade
Baixo Alto P
CD4 67,91 94,63 0,05*
CD8 88,00 109,13 0,20
CD20 87,43 85,38 0,61
CD45RO 91,57 105,63 0,46
CD57 19,14 11,00 0,23
CD68 35,38 40,75 0,58

Tabela 5. Resultados significativos da Andlise de Correlagiio entre as medidas

Correlagio Coeficiente de Correlagdo de Pearson p
CD4 X CD8 0,606 0,01
CD8 X CD45RO 0,498 0,01
CD4 X CD45R0O 0,617 0,01
CD68 X CD45RO 0,450 0,02
CD4 X CD68 0,684 0,01
CD8 X CD68 0,609 0,01
-0,694 0,02

CD57XCD45RO
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cabeca e pescogo. Essas células foram ob-
servadas tanto no estroma quanto no tecido
tumoral, sendo que o grau de infiltragao do
estroma foi sempre maior do que a infiltra-
¢do do parénquima, concordando com os
achados de Wolf et al. (1986). Os linfocitos
observados no estroma estavam concentra-
dos na periferia do tumor, indo ao encontro
dos achados de Rabin et al. (1984). Esses
achados correspondem a relatos anteriores
que sugerem que as células T sdo um medi-
ador critico da imunidade tumoral (WOLF
et al. 1986; ROBBINS et al. 1994;
JANEWAY et al. 2000).

Quando avaliamos quantitativamente as

células do infiltrado inflamatério, apesar de
observarmos um nimero razoavel de
linfocitos T CD4, T CD8, T CD45RO,
linfocitos B e macrofagos, os testes estatisti-
cos demonstraram que apenas os linfécitos T
auxiliares estavam relacionados com o grau
histol6gico de malignidade dos tumores ava-
liados.

Nossos achados vdo ao encontro dos re-
sultados observados por Wolf et al. (1986)
que sugerem que o crescimento progressivo
de um tumor esteja associado com uma fa-
lha na func¢@o, ou na regulagio de uma popu-
lagdo de células T CD4 para o local do tu-
mor. Da mesma maneira, Balaram e
Meenattoor (1996) relatam que uma altera-
¢do no namero ou na funcdo das células
efetoras mais importantes do sistema imune
que seriam os linfocitos T, as células NK e os
macréfagos, poderia influenciar profunda-
mente a progressdo de um tumor. Estes
mesmos autores relatam que testes in vitro
demonstraram que a capacidade dos linfécitos
responderem a antigenos e mitogenos e pro-
duzirem linfocinas apresentava-se prejudicada
tanto nas lesdes cancerizaveis quanto em car-
cinomas de cabega e pescogo.

A primeira hipotese formulada para ten-
tar justificar a relagdo entre os linfocitos T
CD4 com o grau histolégico de malignidade
aumento do niimero de células T auxiliares
(CD4) nos tumores de alto grau histologico
de malignidade, em relagdo as outras célu-
las avaliadas, baseia-se nos relatos de Wolf
et al. (1986) em que o acamulo de células T
CD4 na periferia do tumor e infiltrando o
parénquima tumoral, estaria refletindo um
falha importante na resposta imunologica do
hospedeiro ao tumor. Este defeito qualitati-
vo, pode ser resultado de uma redugdo das
células de Langerhans, que sdo células
dendriticas apresentadoras de antigeno, como
demonstrado por Sant’ana Filho (1995).
Sant’ana Filho (1995) observou uma redu-
¢do significativa das células de Langerhans
nas regides de carcinomas espinocelulares e
displasias de boca quando comparados a
papilomas, sugerindo a ocorréncia de uma
diminui¢@o da resposta imunologica em pa-
cientes com carcinoma espinocelular, sendo

que o distarbio se restringia a 4rea onde se
desenvolve a neoplasia e ndo em toda a
mucosa.

Este mecanismo poderia explicar o fato
de termos obtido resultados semelhantes aos
descritos por Oliveira et al. (2000) que ana-
lisaram quantitativamente as células do
infiltrado inflamatério do liquen plano bucal,
que é uma doenca inflamatéria cronica, ca-
racterizada como uma patologia imunolbgica
mediada por células T. O fato do infiltrado
inflamatério presente em uma doenga infla-
matéria cronica onde hé franca destruigdo
do epitélio bucal pelo sistema imunoldgico,
ser semelhante ao observado nos tumores

malignos avaliados, ou seja, presenca de
linfocitos T de memoéria, linfocitos T CD4, T
CD8, alguns macrofagos e linfocitos B, re-
forga a suspeita de que a resposta imunolégica
aos tumores malignos ndo esta sendo efeti-
va.

Quanto ao papel dos linfécitos T CD8, os
quais ndo apresentaram relagdo com o grau
histologico de malignidade, os achados de
Hirota et al. (1990) e Stephens et al. (1998)
sugerem que uma infiltragdo macica de cé-
lulas T nos tumores de boca poderia inibir o
crescimento do cincer e que mais células
tumorais escapariam do local primario quan-
do a vigilancia imunolégica e a resisténcia
das células T, principalmente as citotxicas
fossem insatisfatorias, pois os linfocitos T
citotoxicos seriam a mais importante linha de
defesa imunologica nas etapas mais avanga-
das da progressdo tumoral (YAMAGUCHI ez
al., 2000). Nossos achados foram discordan-
tes, pois ndo se observou relagdo estatistica-
mente significativa entre os linfocitos T CD8
com o grau histologico de malignidade dos
tumores.

Sabe-se que a ativa¢do e manutengdo de
células T citotéxicas no tumor dependem da
producdo de interleucina-2 (WOLF et
al.,1986; ABBAS et al. 1994; TOOD;
REDMAN (2001), CRUZ et al. 1999). Pillai
et al. (1993) relatam que uma diminuigio na
producdo de interleucina-2 pode resultar na
diminuigdo da resposta imune tanto celular
como humoral. Ainda, os linfécitos T auxilia-
res (CD4) ativados por antigenos tumorais
secretam fator de necrose tumoral (TNF) e
interferon-8 (IFN- 8) resultando em um au-
mento da expressdo de moléculas MHC classe
I nas células tumorais, tornando-as mais sen-
siveis a lise pelas células citotoxicas.

A auséncia de produg¢do de interleucina
2, assim como de fator de necrose tumoral
e interferon-8, como resultado do compro-
metimento da fun¢do das células T CD4,
resultaria na diminui¢do da resposta imune
celular, pois entre outros fatores, a ativagio
das células T CD8 seria reduzida.

Uma outra hipétese para explicagdo dos
resultados observados seria a possibilidade
da ocorréncia de evasdo imunologica das

células tumorais, como por exemplo a perda
da expressdo de seus antigenos por muta-
¢do, gerando mutantes de escape; uma ex-
pressdo diminuida ou ausente de moléculas
MHC classe I, resultando em ativagdo dimi-

nuida de linfocitos T CD8 e células NK; falta
de co-estimuladores nas células tumorais
prejudicando a ativagdo de células T e tam-
bém a presengca de substincias
imunossupressoras secretadas pelas células
tumorais, como por exemplo o fator trans-
formador de crescimento (TGF-b).

A segunda hipdtese de explicagdo do au-
mento dos linfocitos T CD4 nos tumores de
alto grau histologico de malignidade, seria
a de que a via de resposta escolhida pelo
sistema imunolégico pode ter sido por meio
da ativaciio de linfécitos B, resultando na
formagdo de anticorpos. Neste caso, ape-
sar de haver imunoreagio a presenca do
tumor maligno, a via de resposta escolhida
pelo sistema imunoldgico foi equivocada,
pois como descrito por Tood e Redman
(2001) a resposta imunologica humoral de-
sempenha um papel muito pequeno na res-
posta antitumoral efetiva. Harabuchi et al.
(1985) observaram em seu trabalho que as
células T foram as células predominantes
que infiltravam as ilhas tumorais em con-
traste com as células B presentes. Estes
achados correspondem a relatos prévios de
que as células T desempenham um papel
mais importante na resposta imune do hos-
pedeiro contra cancer de cabega e pesco-
co.

Observamos um ntimero reduzido de
células NK nos tumores avaliados, concor-
dando com Harabuchi et al. (1985) e Bala-
ram e Meenattoor (1996). Apesar de Rabin
et al. (1984), Stephens et al. (1998) e
Yamaguchi et al. (2000) relatarem que as
células NK sdo de grande importancia no
combate ao cincer pois tem capacidade de
reconhecer e destruir células neoplasicas e
células infectadas sem sensibilizagdo prévia,
observa-se uma redugdo deste tipo celular
em lesdes cancerizaveis e no cancer de boca

(PILLAI et al. 1993).

CONCLUSAO

A resposta imune desempenha um papel
importante na progressdo do cancer de boca,
sendo que a progressdo da doenga é geral-
mente acompanhada de distarbios no balan-
¢o imunoldgico. Através de nossos resulta-
dos concluimos que a analise da composic¢do
do infiltrado linfocitico peritumoral ndo po-
dem ser apenas quantitativa, pois os distar-
bio no balango do sistema imunolégico nio
se relacionam necessariamente com o nu-
mero de células de defesa presentes,
freqiientemente sdo resultantes de falha na
funcdo, regulacdo, ou na migra¢do de uma
populacdo das células do sistema immune
para o local do tumor.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to
characterize, by using monoclonal antibodies,
the defense cells of the immune system in
the tumor-infiltrating lymphocytes associated
with oral squamous cell carcinoma, and their
association with the histologic grade of tumor
malignancy. It is believed that changes in
number or function of these cells may
influence the progression of a malignant tu-
mor. We observed that, qualitatively, the
immune response in the region of the oral
squamous cell carcinoma was characterized
by the presence of all cell lineages evaluated;
however, statistical tests revealed that only
helper T lymphocytes were associated with
the histologic grade of tumor malignancy. We
concluded that disorders in the immune
system balance are not necessarily associated
with the number of defense cells present; they
are often a result of failure in function,
regulation or migration of a cell population
from the immune system to the tumor location.

KEYWORDS
Squamous cell carcinoma, Immune
system, Immunohistochemistry
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