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RESUMO

Os macréfagos associados ao tumor (MATs) podem contribuir com eventos
envolvidos tanto na progresséao e invaséo tumoral (angiogénese, degradagéo da
matriz extracelular e imunossupresséao local), quanto para impedir ou reduzir a
infiltracdo local e metéastase através de eventos de combate ao tumor. O
objetivo desse estudo foi avaliar os macréfagos (MA) presentes no
microambiente do carcinoma espinocelular de cavidade oral (CECCO), bem
como a relagcdo dessas células com fatores de progndstico clinicos e
microscépicos. Além disso, objetivou-se caracterizar essas células através da
expressao das citocinas pro (IL-12/23 e INF-y) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-
B) pelos macréfagos e na totalidade das amostras selecionadas. Considerando
esses objetivos, as técnicas de imunoistoquimica, citometria de fluxo e PCR
guantitativo (QRT-PCR) foram utilizadas. Os resultados revelaram, com a
técnica da citometria de fluxo, que ha, no microambiente do CECCO, um
predominio do macrofago fenétipo M2, pois a propor¢cdo dessas células que
expressaram simultaneamente as citocinas IL-10/TGF-B (10,8%) foi maior
guando comparado as citocinas IL12/23/INF-y (5,7%). Demonstrou-se, ainda,
que uma alta propor¢do dos MA (CD11b'CD11c) presentes no CECCO
expressaram as citocinas IL-10, INF-y e TGF-B quando comparado ao grupo
controle, no entanto esta diferenca foi significativa apenas para o TGF-f3
(Mann-Whitney; P = 0,016). A avaliacdo da expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) pela técnica do gRT-PCR revelou uma alta expressdo total das
citocinas TGF-B , IL-10 e IL-23 no CECCO metastatico quando comparado ao
controle (P < 0,05 para todos 0s grupos). A propor¢do de macréfagos CD68,
identificados pela técnica da imunoistoquimica, foi significativamente menor no
grupo controle (mucosa bucal saudavel) quando comparado aos grupos de
CECCO com e sem metastase em linfonodo cervical (Mann-Whitney; P =
0,00001 e P = 0,044, respectivamente). Adicionalmente, a propor¢cdo dessas
células foi significativamente maior no grupo de CECCO metastatico quando
comparado ao ndo metastatico (Mann-Whitney; P = 0,038). A andlise da
sobrevida demonstrou que o0s pacientes com uma alta proporcdo de
macrofagos CD68" apresentaram uma tendéncia ao menor tempo de sobrevida
(44 meses) do que aqueles com baixa proporcado dessas células (93 meses)
(Kaplan-Meier; Log Rank, P = 0,08). Em concluséo, os resultados sugerem que
h4 no microambiente do CECCO um predominio do fenétipo M2.
Adicionalmente, essas células podem favorecer a metastase e reduzir a
sobrevida de pacientes acometidos pelo CECCO, provavelmente contribuindo
com uma imunossupresséo local via producéo de TGF-.
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ABSTRACT

Tumor-Associated Macrophages (TAMs) can contribute with events involved in
the progression and in the invasion of the tumor (angiogenesis, degradation of
the extracellular matrix and local immunosuppression), or collaborate with an
effective antitumor response and reduce the progression and metastasis. The
purpose of these studies was to evaluate the macrophages (MA) presence in
the microenvironment of oral cavity squamous cell carcinoma (OCSCC), and the
relationship of these cells with clinicopathological factors. Additionally, we aimed
also to characterize these cells through the expression of pro (IL-12/23 e INF-y)
and anti-inflammatory (IL-10 and TGF-B) by macrophages and globally in
selected samples. Besides that, considering these goals, the techniques of
immunohistochemistry, flow cytometry and gRT-PCR were used. The results
revealed, even with the flow cytometry technique, that a predominance of M2
phenotype macrophage in the tumor microenviromment of OCSCC, because the
proportion of macrophages expressed both cytokines IL-10/TGF-3 (10.8%) was
higher compared cytokines 1L12/23/INF-y (5.7%). Demonstrated although that a
high proportion of MA (CD11b"CD11c") present in OCSCC expressed cytokines
IL-10, INF-y and TGF-B compared to the control group, however this difference
was significant only for TGF- (Mann—-Whitney; P = 0,016). The evaluation of the
expression of messenger RNA (mMRNA) by gqRT-PCR technique revealed a high
overall expression of cytokines TGF-B, IL-10 and IL-23 in OCSCC in metastatic
when compared with control (P < 0,05 for all groups). The proportion of
macrophages (CD68"), identified by immunohistochemistry technique, was
significantly lower in the control group (normal oral mucosa) when compared to
OCSCC groups with and without cervical lymph node metastasis (Mann—
Whitney; P = 0,00001 e P = 0,044, respectively). Additionally, the proportion of
these cells was significantly higher in metastatic OCSCC when compared with
non-metastatic (Mann-Whitney; P = 0,038). Survival analysis showed that
patients with a high proportion of CD68" cells showed a trend toward shorter
survival (44 months) than those with low proportion of these cells (93 months)
(Kaplan-Meier; Log Rank, P = 0,08). In conclusion, the results suggest that there
is a predominance of the M2 phenotype on the microenviromment of OCSCCC.
Additionally, these cells may promote metastasis and reduce survival of patients
affected by OCSCC, probably contributing to a local immunosuppression via
TGF- production.
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1. CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O cancer afeta uma parcela expressiva da populagao brasileira e tem
sido considerado, pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), um problema de
salde publica, estando entre as causas mais freqiientes de 6bitos.?
Considerando as demais neoplasias malignas, o cancer de boca € um dos mais
frequentes.?? Estimativa realizada pelo INCA revelou uma expectativa de
aproximadamente 14.179 casos novos de cancer de boca no Brasil para o ano

de 2012, sendo 9.990 homens e 4.180 mulheres.?

Céancer de boca € uma denominagdo genérica que inclui tumores de
variados perfis histolégicos, embora majoritariamente se refira ao carcinoma
espinocelular (CEC).*"?* O CEC de boca, também denominado carcinoma
epiderméide, carcinoma de células escamosas ou carcinoma de células
espinhosas, é uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de revestimento
gue pode acometer tanto a cavidade oral (lingua, mucosa jugal, assoalho da

boca, gengiva, area retromolar e palato) quanto o vermelhao dos labios.®?

O tabagismo e o etilismo compreendem os fatores mais comumente
associados ao aumento do risco de CEC de cavidade oral.?*3®%%4? |nicialmente,
0s carcindgenos e co-carcindGgenos propiciam o surgimento de lesdes brancas
(Leucoplasias) ou vermelhas (Eritroplasias), as quais apresentam um risco
maior de transformacdo neoplasica comparativamente a uma mucosa oral
normal e, microscopicamente podem apresentar alteracbes celulares e

36,40

estruturais, denominadas de displasias. Assim, estas lesbes séo
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denominadas lesfes cancerizaveis e podem representar o estagio inicial ou as

primeiras alteracdes morfolégicas de um CEC.*%%°

Considerando os fatores de prognadstico clinico do CEC de boca, entre os
anos de 1943 e 1952, o francés Pierre Denoix desenvolveu o sistema TNM para
a classificacdo de tumores malignos, tendo sido incorporado pela “American
Joint Committee on Cancer” (AJCC) e pela “International Union Against Cancer”
(UICC) a partir de 1982.%% Dessa forma, o estabelecimento do progndstico e o
plano de tratamento dos CECs de boca baseiam-se principalmente nesse
sistema.?® O sistema TNM trabalha prioritariamente com a extensdo anatdmica
da doenca determinada clinicamente.”® O estadiamento TNM satisfaz a uma
série de objetivos, tais como: ajudar o médico no planejamento do tratamento;
dar alguma indicacdo do prognéstico; ajudar na avaliagdo dos resultados do
tratamento; facilitar a troca de informacdes entre 0s centros de tratamento e
contribuir para a pesquisa continua sobre o cancer humano.?®*° Tal sistema
baseia-se na avaliacdo de trés componentes: T, o qual corresponde a extensao
do tumor primario; N, que se refere a auséncia ou a presenca e a extensao de

bY

metastase em linfonodos regionais; M, que corresponde a auséncia ou a

presenca de metastase a distancia.?**°

Segundo esse sistema, tumores de pequenas dimensdes e nao
disseminados apresentam um melhor prognéstico em relacdo aqueles com
maiores proporcdes e metastase clinicamente detectavel.®>*! Entretanto, alguns
tumores com 0 mesmo estadiamento clinico demonstram padrées de

crescimento e evolucdo diferentes, sugerindo a necessidade da analise de
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outros fatores complementares capazes de nortear com maior precisao o

prognéstico desta doenca.®

Segundo Almofti et al (2004), o CEC de boca é caracterizado por um
elevado grau de invaséao local e por um alto indice de metastase em linfonodos
cervicais e, consequentemente alto indice de recorréncia local.? De acordo com
Okura (2002), aproximadamente 50% dos pacientes com CEC de lingua
avancado (estagios Il ou IV, UICC) morrem em cinco anos e o fator de

prognéstico mais importante é a presenca de metastase em linfonodos.*’

Quando avaliamos os fatores de progndéstico microscépico, 0s sistemas
de gradacgédo histolégica de malignidade sdo importantes, tendo em vista que
enfatizam as caracteristicas histopatolégicas e a relacdo imunolégica entre
tumor e hospedeiro. Dentre esses sistemas, destaca-se o sistema de gradacao
histolégica de malignidade desenvolvido por Wahi, em 1971, e publicado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o qual é bastante utilizado para
classificacdo microscépica do CEC de boca. O CEC é classificado, segundo a
OMS, com base no grau de diferenciacao celular, que considera o grau de
queratinizacdo, o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética.*’ Dessa forma,
0s graus sao: grau |- bem diferenciado, onde as células tumorais se
assemelham as da camada espinhosa da mucosa bucal tanto morfologicamente
guanto funcionalmente; grau II- moderadamente diferenciado, no qual sao
observados menos queratinizacdo, mais polimorfismo nuclear, maior
guantidade de células hipercromaticas e maior nimero de mitoses atipicas;

grau lll- pobremente diferenciado, com auséncia de queratinizagdo, grande
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quantidade de mitoses atipicas e intenso polimorfismo nuclear.*’ Em adicdo aos
fatores microscopicos descritos pela OMS, outros autores utilizam ainda para a
classificacdo microscépica, a relacdo tumor-hospedeiro, avaliando o padréo de
invasdo tumoral, o estagio de invasdo e a intensidade do infiltrado inflamatério

peritumoral >

Atualmente, outro relevante critério microscépico a ser considerado no
prognéstico do CEC de boca é a avaliagdo da densidade de células em mitose
ou em proliferacdo, que pode ser facilmente verificada através de
imunomarcadores contra alvos especificos expressos durante o ciclo celular,

tais como as proteinas Ki-67 e Ciclinas.*®*°

Apesar de parametros clinicos®®® e microscopicos®#0464°

serem
importantes para avaliagdo da agressividade tumoral, hoje se sabe que a
resposta imunoldgica inata e adaptativa tumoral**"*22%%0%% s35 fundamentais

para o estabelecimento do real prognéstico da doenca.*?%°%>4

Dados sobre a influéncia das células imune-inflamatérias, bem como
seus mediadores quimicos, na patogénese e progndstico do CEC de boca
ainda sdo escassos. Assim, considerando a importancia desse microambiente
na modulagdo de eventos envolvidos tanto na progressao e invasao do tumor
(angiogénese, degradacdo da matriz extracelular e imunossupressdo local)
quanto para impedir ou reduzir a infiltracdo local e metdstases (imunidade

4,8,12,20,29,50-54

antitumoral) tem-se investido em caracterizar as populagdes

celulares e seus mediadores, bem como, avaliar a relagdo desses com o

18

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

prognéstico dos pacientes acometidos pelo CEC de boca.®®*3%% Até o
presente momento, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que o0s
mastocitos estdo envolvidos com fendmenos imunoregulatérios que podem
favorecer a imunidade tumoral local e a sobrevida dos pacientes acometidos
pelo CEC de boca®® e que algumas quimiocinas, tais como a CCL3, CXCL12 e
CCL2, estdo associadas com metastase em linfonodos cervicais e progressao
tumoral.*>*° Demonstramos, ainda, que pacientes com CEC com alta densidade
de linfécitos T citotéxicos (LTCs), e seus granulos citotdéxicos granzima B e
perforina, apresentam um menor indice de metastase linfonodal e maior
sobrevida, quando comparado aos pacientes com baixa contagem dessas

células e proteinas.’®***® Mais recentemente, considerando alguns dados,

15,45 28,31,33

obtidos por nosso grupo e por outros pesquisadores sobre a possivel
relacdo dos macrofagos, no prognostico do paciente acometido pelo CEC de

boca, temos investido em estudar melhor o papel dessas células neste tumor.

Dentre os inumeros leucécitos presentes no microambiente tumoral, 0s
macréfagos representam a maior quantidade em nimero dessas células.®**> Os
macrofagos podem participar ativamente da patogénese tumoral contribuindo
com a imunidade antitumoral local através da secrecdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), do interferon gama (INF-y) e das interleucinas (IL) -2, -12,
-18 e -23.11217.3555 Emy contrapartida, essas células podem produzir fatores de
crescimento e citocinas, que incluem o fator de crescimento fibroblastico-1
(FGF-1), fator de crescimento derivado de plaquetas, IL-1, IL-10 e fator de

crescimento transformador beta (TGF-B), atuam de diferentes maneiras
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promovendo o seu crescimento.'’?%3°° Adicionalmente, os macréfagos, sob
algumas condicbes secretam enzimas proteoliticas (metaloproteinases),
capazes de degradar a matriz extracelular, e fatores angiogénicos [FGF-1, fator
de crescimento endotelial-vascular (VEGF), prostaglandinas, fator de
crescimento insulina-like 1 e a timidina fosforilase (TP)], os quais podem
oferecer suporte ao crescimento e progressao do tumor facilitando, desta

maneira, a disseminac&o das células tumorais.?®%%3!

7

Neste contexto, € importante ressaltar que recentes descobertas
demonstraram que os macrofagos representam um grupo heterogénio de
populagdo celular, podendo apresentar diferentes fenotipos de acordo com a
disponibilidade de oxigénio (hipéxia x normdxia) e progressao tumoral (estagios
iniciais X avancados): os macrofagos M1 e M2, os quais sé&o subdivididos de

acordo com sua capacidade de produzir diferentes respostas.’3>#1*°

Os macréfagos M1, também denominados de classicamente ativados,
predominam principalmente em estdgios iniciais do desenvolvimento de
diferentes tipos tumorais. Este fenétipo é caracterizado pela producéo de altos
niveis de IL-12, INF-y e IL-23 e baixos niveis de IL-10.7"*>%'*> Em adicéo,
essas células exercem atividades antiproliferativas e citotoxica — resultante
particularmente da capacidade de secretar NO, peroxinitritos, peroxido de

hidrogénio e superéxidos — e citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL6).1"%

Ao contrario, em estagios tumorais avangcados ou em locais de hipoxia,

h& um predominio para o direcionamento do fenétipo M2, também denominados
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de alternativamente ativados, sendo estes caracterizados pela capacidade de
secretar citocinas anti-inflamatdrias e imunossupressoras, tais como IL-3, IL-4,
IL-10 e TGF-B.*"*** Portanto, 0 M2 é capaz de inibir as fungbes do M1,
particularmente, as funcdes inflamatérias citotéxicas.'”>° Adicionalmente, o M2
€ capaz de promover a angiogénese e o0 reparo tecidual, através do
metabolismo da arginina em ornitina e consequente producdo de

colageno. 1”445

Resumidamente, os macrofagos associados ao tumor (MATS) podem ter
acbes proé-inflamatérias com o fendtipo M1, promovendo o recrutamento e
crescimento de células imune-inflamatérias através da secrecdo de citocinas
como IL-6, TNF-a, INF-y, IL-23 e IL-12, as quais contribuirdo com o combate as
células tumorais, ou anti-inflamatérias, com o fenétipo M2, contribuindo, dessa

forma, com a angiogénese e inibicdo da imunidade antitumoral, através da

producéo de TGF-B e IL-10, favorecendo, assim, a progressao tumoral.17.3541.55

Embora a presenga de MATs esteja bem relatada®?®"%,

sua
participacdo na patogénese do cancer ainda € controversa. Enquanto alguns
estudos demonstram que a alta densidade de macréfagos (CD68") intra e
peritumoral esta associada a um pior prognostico, representado pela maior

proliferacdo e invasdo tumoral, maior densidade de vasos sanguineos

(angiogénese), menor sobrevida e metastase linfonodal em pacientes com CEC

25,26 28,31,33

de esbfago, orofaringe® e de boca outros estudos evidenciam que

uma maior densidade e atividade destas células no microambiente tumoral
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estdo relacionadas a um melhor progndstico (maior sobrevida) de pacientes

16
|

com canceres coloretal’® e prostata.*?

A aplicagdo clinica de agentes imunoterapicos tem sido alvo de
investigacdo no tratamento de neoplasias, devido a percepcdo de que muitos
antigenos tumorais sdo sensiveis a agdo de células imunes potencialmente
funcionais. Desta forma, destaca-se a capacidade do sistema imune em
reconhecer, processar e apresentar 0os antigenos tumorais desencadeando,
desta forma, respostas antitumorais. Neste contexto, modelos experimentais em
animais com células apresentadoras de antigenos, dentre estas os macrofagos,
tém sido desenvolvidos e representam uma boa maneira para indugao de
respostas em linfécitos T, explorando as enormes capacidades dessas células

para a estimulacdo do sistema imune.’

Feinmesser et al. (2004) e Timar et al. (2005), recentemente,
demonstraram que a imunoterapia, através da administracdo local de linfocinas
naturais (multikine, CelSci), como a IL-2, pode modular a densidade de vérias
células no CEC de boca, dentre elas os macréfagos.’**’ Esse tratamento
coadjuvante contribui para a diminuicdo da extensao tumoral e o aumento da

sobrevida dos pacientes, sendo os macréfagos os maiores organizadores na

sequéncia de eventos para o reconhecimento, morte e eliminacdo tumoral.14

Desta forma, estes autores consideram que os CECs de boca, os quais
tipicamente demonstram progresséo locoregional, sdo excelentes candidatos

bY

para a imunoterapia local, devido sua acessibilidade e a capacidade de
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infiltracdo intratumoral de substancias de defesa susceptiveis a

imunomodulagéo.***’

A analise da efetiva participacdo dos macrofagos no controle do tumor é
importante, pois pode revelar meios de intervencdo e de protecdo contra a
doenca e também indicar marcadores de predicdo do desenvolvimento e
agressividade tumoral. O entendimento destes mecanismos podera ainda
auxiliar na compreensdo da fisiopatologia dos processos neoplasicos com
potencial para utilizacdo no desenvolvimento de imunoterapicos e

quimioterapicos.

1.1. PRODUCAO DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS PELOS

MACROFAGOS

Como citado anteriormente, dependendo do perfil de citocinas
produzidas pelo fenétipo predominante de macréfagos (M1 x M2), a direcao e
balangco do crescimento tumoral poderd seguir vias distintas: promocao e
crescimento tumoral com a producgéo das citocinas imunossupressoras TGF-3 e
IL-10 ou uma resposta antitumoral efetiva através das citocinas pro-

inflamatoérias IL-12, IL-23 e INF-y, 11219252831

A IL-12 e IL-23 pertencem ao grupo das citocinas pro-inflamatérias
heterodimicas da familia IL-12 e sdo compostas pelas subunidades IL-12p40/IL-

12p35 e IL-12p40/IL-23p19, respectivamente. As principais células produtoras
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destas citocinas sdo o0s macrofagos e as células dendriticas, sendo seus
principais receptores 0s IL-12RpB-IL-12RpB2 para a IL-12 e as IL-12RB1-IL-23R
para a IL-23. Os receptores de ambas, IL-12 e IL-23, s&0 expressos

principalmente por células T e Natural Killer (NK).% *

Embora as ILs-12 e 23 possuam similaridades nas subunidades de seus
receptores e vias de sinalizacdo, recentes estudos demonstraram que elas
apresentam vias de respostas imunoldgicas divergentes e parecem exercer
funcbes distintas no desenvolvimento tumoral.>*® A IL-12 parece contribuir
principalmente com a resisténcia do hospedeiro contra os tumores. A atividade
antitumoral desta citocina tem sido bastante estudada em modelos
experimentais com camundongos; esses estudos tém demonstrado a direta
relagdo desta citocina com a inibicdo da tumorigénese e inducdo da regressao
de tumores ja estabelecidos.’*® A principal atividade antitumoral da IL-12
remete a sua capacidade em promover respostas imunes adaptativas Thl e

ativar LTCs.*°

A citocina IL-23 parece contribuir principalmente com eventos que levam

ao crescimento tumoral.?’3032

Neste contexto, Langowski et al (2006)
desenvolveram um estudo de carcinogénese quimica em peles de
camundongos com dois grupos experimentais: animais knockout para IL23 e
animais knockout para IL-12.>” Os autores evidenciaram que em camundongos
gue nado possuiam a IL-23 (knockout para 1L23) o tumor ndo desenvolvia, ao

contrario, nos animais knockout para IL-12 observou-se um grande

desenvolvimento tumoral.?’ Adicionalmente, neste mesmo estudo, os autores
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também demonstraram que a IL-23 contribui com 0 aumento da angiogénese e

com a diminuicdo do recrutamento de LTCs para o microambiente tumoral.?’

Acredita-se que o IFN-y desempenhe um importante papel na inibicéo e
morte de células tumorais, impedindo, desta forma, o seu crescimento e
progressdo.>® A importancia do INF-y na imunidade tumoral é demonstrada por
achados de incidéncia tumoral elevada em camundongos knockout desprovidos

dessa citocina ou do seu receptor.*

A IL-10 e o TGF-B sdo exemplos de citocinas anti-inflamatérias e
imunossupressoras, cuja principal fungdo no microambiente tumoral é contribuir
com a atividade e manutencao de células Tregs e inibir a producado de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-6, IL-12, INF-y e TNF-a.*°*° Adicionalmente,
estudos demonstraram que estas citocinas possuem um efeito direto sobre as
células tumorais, favorecendo, assim, o0 crescimento e a sobrevida das
mesmas. A base deste efeito € a ativacdo do Transdutor de Sinal e Ativador da
Transcricdo 3 (STAT 3), o qual promove uma alta expressdo de genes

antiapoptéticos, como o Bcl-2, por células tumorais.*

Adicionalmente, estudos demonstraram que a alta expresséao de IL-10 e
TGF-B por MATs e células tumorais relacionam-se com um maior indice de
invasdo tumoral e metastase, aumento da angiogénese e inibicdo das células
imunes efetoras, como os LTCs, consequentemente, com um pior prognastico

dos pacientes.??32%°° Desta forma, a IL-10 e TGF-B estariam relacionadas com
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eventos que contribuem com a imunossupressao local, favorecendo, assim, o

escape das células tumorais & vigilancia imunoldgica. 303%44>°

Apesar do importante papel que os macrofagos podem desempenhar na
patogénese tumoral'>?*28:31334347 ha escassos estudos que objetivaram avaliar

essas células em CECs de boca®3l3

e, especialmente, investigar a
significancia clinico-patologica das mesmas em pacientes acometidos com esta
patologia. Adicionalmente, ndo ha na literatura estudos que caracterizaram a

populagcdo de macrofagos em CECs de boca.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando:

1- A elevada taxa de ocorréncia, morbidade e mortalidade associada ao CEC
de boca, em particular no Estado de Goias* e a necessidade da busca de

marcadores de predigdo do comportamento bioldégico dessa neoplasia;

2- A presenga, no microambiente do CEC de boca, de um infiltrado imune-
inflamatoério cuja participacdo na patogénese deste tumor ainda ndo esta
esclarecida.?*?**%*! |mportante ressaltar que dependendo do tipo celular, do
status de ativagéo destas células e dos mediadores quimicos secretados neste
microambiente tumoral, este infiltrado podera contribuir tanto para a progressao
e invasdo do tumor, através, por exemplo, do estimulo a angiogénese,
degradacgao da matriz extracelular e imunossupressao local, quanto impedir ou

reduzir a infiltragcdo local e metéastases atravées de eventos antitumorais;

3- Dados prévios sobre uma controversa associacdo dos macrofagos com um

melhor prognéstico de pacientes com cancer de préstata®® e coloretal,’® e um

25,26

pior prognéstico de pacientes com CEC de esofago, orofaringe® e de

boca, 3% bem como a possibilidade de imunomodulacdo local destas
células;***
5- Os poucos dados sobre a populacdo de macréfagos, bem como os

28,31,33

mediadores produzidos por eles, no CEC de boca e, especialmente, de
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investigacdo da significancia clinico-patolégica dessas células em pacientes

acometidos por essa neoplasia.
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3. OBJETIVOS

Desta forma, o presente estudo tem como OBJETIVO GERAL:

Avaliar os macréfagos e a relacdo dessas células com fatores de

progndéstico clinico e microscépico do CEC de cavidade oral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS / DELINEAMENTO EXPERIMENTAL:

1. Identificar, utilizando a técnica de imunoistoquimica, quantificar e avaliar
comparativamente a densidade de macr6fagos em amostras de CEC de
cavidade oral de pacientes que apresentaram metastase em linfonodo cervical,
CEC de cavidade oral de pacientes que nao apresentaram metastase em
linfonodo cervical e em amostras de mucosa gengival clinicamente e

microscopicamente sem alteragdes (controle);

2. Avaliar a relacdo dos macrofagos com fatores de progndstico microscopico
tais como gradagdo microscopica segundo a OMS, invaséo local e indice de
proliferacdo celular avaliado pela densidade de células Ki67" e ciclina B1" e
com fatores de prognostico clinico, como o tamanho da lesdo primaria,

metastase para linfonodo regional e sobrevida do paciente;

3. Avaliar a atividade dos macréfagos, utilizando a técnica da citometria de
fluxo, através da analise da expresséao de citocinas pré (IL-12/23 e INF-y) e anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF-B) expressas por essas células em amostras de CEC

de cavidade oral e controle;
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4. Avaliar a expressdo génica de mRNA das proteinas IL-10, IL-12, IL-23, INF-y
e TGF-B, através do gRT-PCR, em amostras de CEC de cavidade oral e

controle.
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4. METODOS

4.1. OBTENCAO, SELECAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRAGEM

O presente trabalho trata-se de um estudo de coorte retrospectivo
realizado entre os anos de 1998 a 2011. As amostras foram selecionadas,
conforme descrito detalhadamente nos préximos tépicos, em dois momentos,
sendo o primeiro realizado entre os anos de 1998 a 2006 e 0 segundo nos anos

2010 e 2011.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital
Araujo Jorge / Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (HAJ/ACCG) com
0 protocolo niumero 008/2010. Todos 0s sujeitos participantes da etapa Il da

pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

A obtencgdao, selecao e caracterizagdo da amostragem consistiram de duas

etapas:

4.1.1. ETAPAI

Para a primeira etapa deste trabalho, foram obtidas dos arquivos de
blocos e laudos do Servigo da Anatomopatologia e Citopatologia do HAJ/ACCG,
amostras de CEC de cavidade oral (n=45) de pacientes diagnosticados,
tratados e acompanhados no Servico de Cabeca e Pesco¢co do HAJ/ACCG
entre os anos de 1998 a 2006. Nesta etapa, foram selecionados apenas
pacientes submetidos a remoc¢éo cirargica do tumor primario e de linfonodos

cervicais, os quais foram avaliados microscopicamente pela técnica de rotina de
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Hematoxilina e Eosina (HE). Considerando as amostras de CEC de cavidade
oral selecionadas, 2 (dois) grupos foram constituidos: grupo 1- amostras de
CEC priméario de cavidade oral de pacientes que apresentaram mestastase em
linfonodo cervical; grupo 2- amostras de CEC primario de cavidade oral de
pacientes que ndo apresentaram linfonodos com metastase. As amostras
selecionadas nessa etapa foram submetidas a técnica da imunoistoquimica
para a avaliacio da densidade de macréfagos CD68" presentes tanto na regido
intratumoral quanto no estroma peritumoral. Adicionalmente, amostras de

amigdalas foram incluidas como controle da reagéo.

Adicionalmente, foram selecionadas do arquivo de blocos do Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Goias (FO/UFG) amostras controle (n = 10), caracterizadas por mucosa bucal
clinicamente e microscopicamente sem alteracdes, coletadas durante exodontia
de terceiros molares totalmente inclusos e, também, e submetidas a técnica da
imunoistoquimica para a avaliacdo da densidade e propor¢do de macréfagos

CD68".

As caracteristicas clinicas analisadas das amostras selecionadas foram:
tamanho da lesé@o primaria (T); sobrevida global (SG) e a presenc¢a ou néo de
metastase em linfonodos (confirmadas microscopicamente). Todos os dados
referentes as caracteristicas clinicas da doenca foram obtidos junto aos
prontuarios médicos de atendimento e, quando necessario, em consulta aos

laudos.
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As caracteristicas microscépicas consideradas no presente estudo foram:
gradacdo tumoral segundo OMS;*° invaséo local; indice de proliferacdo celular
gue foi avaliado pela porcentagem de células Ki-67+ e Ciclina B1l+ e a

intensidade do infiltrado inflamatorio.

Para a selecdo dos casos de CEC nesta etapa do estudo, os critérios de
inclusdo foram: laminas e blocos em bom estado de conservacéo; laminas com
tecido integro; pacientes com CEC primério de boca que foram submetidos ao
esvaziamento cervical; casos com prontuarios que apresentavam todos o0s
dados necessarios para o estudo; tempo de acompanhamento do paciente de
no minimo 18 meses. Como critérios de exclusdo foram considerados: laminas
e blocos defeituosos, 0s quais impossibilitavam as analises; casos sem
seguimento clinico; casos que foram submetidos a tratamentos prévios

(quimioterapicos, radioterapia etc) e recidivas.

4.1.2. ETAPAII

Para a realizag&o da etapa Il foram obtidas amostras de CEC de cavidade
oral primario (n = 20) de pacientes atendidos no Servico de Cabeca e Pescoco
do HAJ/ACCG nos anos 2010 e 2011. Em adicdo, amostras de mucosa
gengival clinicamente e microscopicamente sem alteracdes (controles) (n=5)
foram obtidas durante exodontia de terceiros molares totalmente inclusos. A
coleta do material foi realizada durante o procedimento cirlrgico para exérese
do tumor, onde o cirurgido responsavel coletou 2 (dois) fragmentos da peca

cirargica. Os fragmentos foram removidos utilizando um Punch Keyes estéril
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com 6 mm de didametro, em areas distantes de Ulceras e das bordas, para que

nao comprometesse as analises.

Um dos fragmentos foi imerso em meio RPMI-1640 (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) e armazenado a uma temperatura de 4°C, por um periodo
maximo de 6 horas. Essas amostras coletadas foram submetidas a técnica de
Citometria de Fluxo para determinar as populacées de macrofagos, através da
expressdo dos marcadores de superficie celular CD11b e CD11c, e também,
para a analise da expressao das citocinas IL-10, IL-12, IL-23, INF-y e TGF- por

essas células.

O outro fragmento coletado foi imerso em reagente Trizol (Gibco BRL, Life
Technologies, Rockville, MD, USA) e armazenado a uma temperatura de -80°C
(MDF-C8V, Sanyo Scientific, USA). Posteriormente, essas amostras foram
submetidas a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase Transcriptase
Reversa (Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction — RT-PCR), em
tempo real, para a avaliagdo da expressao génica do mRNA das proteinas IL-

10, IL-12, IL-23, INF-y e TGF-B.

O critério de inclusdo desta etapa consisitiu em pacientes com CEC
primério de boca que foram submetidos ao esvaziamento cervical e de exclusdo
0s casos que foram submetidos a tratamentos prévios (quimioterapicos,

radioterapia etc) e recidivas.
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4.2. TECNICAS EMPREGADAS

4.2.1. TECNICA DE ROTINA (HEMATOXILINA E EOSINA)

O material selecionado, incluido em parafina, foi seccionado em
microtomo (Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de
5um, colocados sobre laminas histolégicas e corados pelo método de HE.

Esses cortes foram utilizados para caracterizacdo microscopica das amostras.

4.2.2. TECNICA DA IMUNOISTOQUIMICA

Para a técnica da imunoistoquimica foram obtidos cortes seriados de
3um, estendidos sobre laminas de vidro silanizadas (A3648 - EasyPath) e
submetidos a técnica da imunoistoquimica, utilizando o método do polimero
(Starr Trek Universal HRP Detection System), para identificagdo dos seguintes
antigenos: CD68, Ciclina B1 e Ki-67. Inicialmente, os cortes sobre as Iaminas
foram desparafinizados em xilol e hidratados em banhos crescentes de alcool
etilico. Em seguida, as laminas foram incubadas em tampao citrato, pH=6.0
(SIGMA, P4809, Saint Louis — USA) aquecidas a uma temperatura de 95°C,
com auxilio de Banho Maria Digital (DeLeo), por 45 minutos, para exposicao
antigénica. Apés lavagem com TBS, as laminas foram mergulhadas em
perdxido de hidrogénio a 3%, por aproximadamente 45 minutos. Posteriormente
as laminas foram lavadas com TBS e, em seguida, incubadas com solugéo para
blogueio das proteinas enddégenas (BIOCARE's Background Sniper) por 15
minutos. Novamente as laminas foram lavadas com TBS e, em seguida,

incubadas com o0s anticorpos primarios, por 18 horas e mantidas na
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temperatura de 4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram: anticorpo
monoclonal de camundongo anti-CD68 humano (clone KP1, Novocastra,
Newcastle, UK;) a 1:1000; anticorpo monoclonal de camundongo anti-Ki-67
humano (clone MM1, Novocastra) a 1:100; anticorpo monoclonal de
camundongo anti-Ciclina B1 humana (clone 7A9, Novocastra) a 1:40. Todas as
diluicbes foram realizadas utilizando PBS associado a soro albumina bovina
(PBS-BSA) a 1%. Todos os anticorpos utilizados foram previamente submetidos
a testes para padronizagcdo. Apés o periodo de 18 horas, lavagens consecutivas
foram realizadas e, posteriormente, as [aminas foram incubadas com o Sistema
Trek Universal Link por 20 minutos. Novamente as laminas foram lavadas com
TBS e incubadas com o Sistema TrekAvidin-HRP (Label) por 20 minutos. Em
seguida, procedeu-se a revelacdo da reacdo utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina
(DAB) em uma solucdo cromogénica, por 1 minuto a temperatura ambiente. A
reagdo foi interrompida com agua destilada e as laminas contra-coradas com
hematoxilina, por 30 segundos, a temperatura ambiente. Apos serem lavadas
com agua corrente por 10 minutos, as laminas foram desidratadas com alcoois,
passadas em xilol e montadas com solugéo de resina ndo aquosa (Entellan-

Mikroskopie-Merck).

4.2.3. qRT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE — POLIMERASE CHAIN

REACTION)

O RNA total dos tecidos coletados foi extraido com o reagente Trizol
segundo o protocolo do fabricante (Gibco BRL, Life Technologies, Rockville,

MD, USA). O tecido coletado foi macerado em 500 pL de trizol em tubo de
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centrifuga de 1,5 mL com o auxilio de pildo plastico. Foram adicionados 100 pL
de cloroféormio RNAase free (Sigma) ao tecido lisado e misturado
vigorosamente na mao por 15 segundos. Essa mistura foi mantida em
temperatura ambiente por 2 minutos e posteriormente centrifugada a 12.000g
por 15 minutos a 4 °C (em centrifuga Eppendorf modelo 5810R). Apds a
centrifugagdo, a mistura foi dividida em uma fase baixa vermelha
correspondente ao fenol/cloroférmio, uma interfase, e uma fase aquosa superior
sem cor que corresponde a fase onde esta 0 RNA. O volume desta fase incolor
corresponde a 60% do volume de Trizol usado na homogeneizacdo. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga. Foram
adicionados 500 pL de isopropanol ao sobrenadante para precipitar o RNA da
fase aquosa. Ap6s 10 minutos em temperatura ambiente, a mistura foi
centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o
pellet de RNA lavado uma vez com 500 pyL de etanol 75%. A amostra foi
misturada em vortex e centrifugada a 7500g por 5 minutos a 4°C. O etanol foi
removido sem tocar no pellet e o tubo foi deixado por 10 minutos na capela para
evaporacao do restante do etanol e secagem do pellet de RNA. O RNA total foi
redissolvido em 30 pL de agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC). O RNA
foi, entdo, incubado em banho seco a 55°C por 5 minutos e transferido

imediatamente para o gelo.

A solucéo obtida foi tratada com 3 pL de tampéo de DNAse 1 e 3 uL de
DNAse, para cada amostra. Em seguida, incubada por 15 minutos a

temperatura ambiente.
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Os passos seguintes objetivaram inativar a DNAse da preparacao com a
adicdo de 3 pL de solucdo de EDTA 25 mM (quantidade igual a 10% do volume
total da solucdo), agitacdo cuidadosa do tubo (para dispersar o reagente) e

incubacgao por 10 minutos a 65 °C.

A quantidade e pureza do RNA foram determinadas em biofotometro de
luz UV (Eppendorf, Hamburg, Germany) por meio da avaliacdo das
absorbancias a 260 nm e da relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm,

respectivamente.

A sintese de cDNA foi realizada subseqientemente em termociclador
(MyCycler - Bio-Rad), utlizando o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription. Foram utilizados 400 ng de RNA total por amostra na presenca
de agua livre de nucleases, tampédo Tris, primers de hexameros randémicos,
dNTPs, inibidor de RNAse e enzima de transcriptase reversa, de acordo com o
protocolo do fabricante (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢bes de

ciclagem: 25°C por 10 minutos, 60°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos.

Um microlitro (1 pL) do produto da reagéo de transcricdo reversa foi
utilizado no volume total de reacdo de PCR de 20 uL. Este volume incluiu, além
do produto da reagdo de RT, 8 uL de agua livre de nucleases, 10 uL de mix de
reagentes para analise de expressao génica por PCR em tempo real (TagMan
gene expression master mix) (Applied Biosystems) e 1 pyL de ensaio de
expressao génica (TagMan gene expression assays) (Applied Biosystems) para

0s genes alvo de humano (Tabela 1).
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Tabela 1 - InformagBes sobre os conjuntos de primers e sondas TagMan pré-
otimizados para PCR em tempo Real (TagMan Gene Expression Assays,
Applied Biosystems)

Genes Cddigo Applied N° de acesso Pares de base
IL-10 Hs99999035 ml1 | NM_000572.2 (1-2) 86
IL-23 Hs00900829 gl | NM_016584.2 (3-4) 82
TGF-B Hs00998133_m1 | NM_000660.4 (6-7) 57
INF-y Hs00174143 m1 | NM_000619.2 (1-2) 79
B-actina Hs99999903 ml NM_001101.3 171

As condi¢des pré-otimizadas de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto. O PCR em tempo real foi realizado em um equipamento “Step One
Real Time PCR System” (Applied Biosystems). Os niveis relativos da expressao
dos genes foram calculados de acordo com as instrugcbes da Applied

Biosystems, utilizando a -actina como gene normalizador.

Os dados foram expressos usando o método de Ciclo limite (Ct ou Cycle
treshold), ou seja, o niumero de ciclos no qual a curva logaritmica de PCR cruza
uma linha de corte arbitrariamente calculada. Os valores foram normalizados
subtraindo-se o Ct obtido da amplificacdo especifica do gene alvo pelo Ct do
gene normalizador (ACt). Devido a caracteristica logaritmica desse valor, houve

a utilizacéo do parametro 22 para a expresséo dos dados.
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Para cada amostra, as andlises da expressdo génica foram realizadas
em duplicada. Os experimentos foram realizados com 6 genes-alvos diferentes
em cada grupo experimental. O nivel de expresséo relativo de cada gene
avaliado foi arbitrariamente definida como 100% para mucosa gengival

(controle).

4.2.4. TECNICA DA CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras obtidas na etapa Il do presente estudo foram submetidas a
técnica da Citometria de Fluxo para avaliacdo e quantificacdo dos macréfagos
(CD11b*/CD11c) e de suas citocinas pré (IFN-y*/IL-12723%) e anti-inflamatérias

(TGF-B*/ IL-10%).

Preparacao da Suspensao Celular

As amostras foram removidas, seguindo o protocolo de assepsia, com
auxilio de um Punch Keyes estéril com 6 mm de didmetro e seccionadas em
pequenos pedacos a 4°C. Esses tecidos foram incubados em meio RPMI-1640
(Life Technologies, Gaithersburg, MD) e complementado com 50 pg/mL de
Liberase (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany) a 37°C em dois
periodos de 1 hora. Posteriormente, foi realizada a dissociacdo do tecido
durante 1 minuto utilizando o equipamento Medimachine (BD Biosciences. San
Diego, CA, USA), de acordo com as instrucbes do fabricante. O tecido
homogeneizado foi filtrado através de uma malha de nylon (Cell Strainer -
70um; BD Biosciences, CA). A viabilidade celular foi realizada pela técnica de

exclusao do azul de tripan junto utilizando uma Camara de Neubauer.
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Apés centrifugacgdo, a 1500 rpm durante 5 minutos, o sedimento celular
formado foi incubado a temperatura ambiente por 30 minutos com PBS-10% de
soro de coelho e, em seguida, a suspenséao foi dividida em trés eppendorfs,
com 100 pL cada, para a formagdo dos painéis, sendo 1 tubo controle ndo

marcado.

Andlise dos macrofagos (CD11b*/CD11c) e das citocinas IEN- vy, IL-

12/23, TGF-B e IL-10 por Citometria de Fluxo

No primeiro passo foram pipetados em cada tubo 5 pL de anti-
CD11b/PE-Cy7 (ICRF44; BD Pharmingen) e 5 pyL de anti-CD11c/APC (3.9; e-
Bioscience; San Diego, CA, USA) e mantidos incubados no escuro por 30
minutos a 4°C. Posteriormente foram acrescentados 250 pL de
Cytofix/Cytoperm (554722; BD Bioscience) por 20 minutos a 4°C. Depois de
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos 4°C, 100 uL de Perm Wash (554723;
BD Bioscience) foram adicionados a cada tubo e incubado a 4°C. Foi realizada
nova centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C e adicionados no primeiro
tubo 5 pL de anti-IL-10/PE (3F9; BD Pharmingen) e 5 pyL de anti-TGF-
biotinilado (A75-3; BD Pharmingen) e FITC-streptavidin (e-Bioscience) para o
painel 1 e no segundo tubo 5 pL de anti-IL-12/PE (C8.6; e-Bioscience) e 5 uL de
INF-y/FITC (4S.B3; e-Bioscience) para o painel 2. Posteriormente, as células
foram ressuspendidas em paraformaldeido a 1% para fixagdo e posterior leitura
no Citometro de Fluxo. As aquisi¢Oes foram realizadas em Citdmetro de fluxo
Canto (FACSCanto 1I/BD Benckton e Dickinson) e 100.000 eventos foram

analisados em cada experimento através do software BDFACSDiva.
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4.3. ANALISE QUALITATIVA, QUANTITATIVA E ESTATISTICA DOS

DADOS

Na etapa I, do presente estudo, todas as amostras submetidas a técnica
da imunoistoquimica foram avaliadas considerando os macréfagos CD68". Na
avaliacdo qualitativa investigamos principalmente a distribuicdo destas
populag@es celulares. Assim, a partir da analise qualitativa, a quantificacdo das
células CD68" foi realizada separadamente nas regibes intratumoral (em intima
associacao com as células neoplasicas) e no estroma peritumoral. Essa analise
quantitativa foi realizada utilizando um microscépio éptico contendo um reticulo
de integragdo em rede quadrada (CARL ZEISS, Germany) acoplado na objetiva
de 40x. A &area do reticulo no aumento de 40x corresponde a 0,0961mm?. Para
cada amostra, foram analisados 10 campos microscopicos alternados, com
area total de 0,961mm?. A anélise quantitativa foi realizada considerando tanto
as células positivas quanto negativas, possibilitando, assim, a avaliagdo da
proporcdo dos macrofagos. Adicionalmente, determinamos a porcentagem das
células neoplasicas Ki-67" e Ciclina B1". O resultado foi expresso como média *
DP e a analise comparativa da quanticacdo das células entre os grupos

analisados foi realizada utilizando o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A influéncia das células CD68" no progndstico de pacientes com CEC de
cavidade oral 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 ultima data de seguimento ou Obito do paciente. O nimero de

células CD68" foi dicotomizado pelo valor médio e as diferencas na sobrevida
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entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Long rank. Em adicao, foi
avaliada a correlacdo entre a proporcdo dessas células e os fatores de
prognastico clinico (como o tamanho da lesao primaria, sobrevida e metastase)
e microscopico (gradacao tumoral, invaséo local, propor¢céo de células ciclinas
B1+, células Ki-67" e intensidade do infiltrado inflamatdrio) através do teste de

correlacdo de Spearman.

Na etapa Il, os dados referentes a quantificacdo dos macréfagos
(CD11b*/CD11c) e das citocinas (IL-10", IL-12723", IFN-y+ e TGF-B") foram
avaliados utilizando o programa BD FACSDiva Software 6.0 e 100.000 eventos
foram registrados em cada experimento. Os resultados de cada grupo
experimental foram expresso como média + DP e, posteriormente, submetidos
ao teste estatistico ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Adicionalmente, os
dados obtidos a partir da avaliagdo quantitativa da expressédo génica de mRNA
das proteinas IL-10, IL-23, INF-y e TGF- nas amostras de CEC de cavidade
oral e nas amostras controles, foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney.

Todos os testes estatisticos foram aplicados utilizando-se o programa
SPSS 17.0 for Windows (Chicago, IL, USA), e os gréaficos desenvolvidos
através do programa Origin 6.0. (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA). Apenas valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que no microambiente do
CEC de cavidade oral hd um predominio do fen6tipo M2. Adicionalmente, essas
células podem favorecer a metastase e, consequentemente, reduzir a sobrevida
dos pacientes, provavelmente contribuindo com uma imunossupressao local via

producéo de TGF-.
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células com o prognoéstico do carcinoma espinocelular de boca, sob a
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decorrentes de minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
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