UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
- FACULDADE DE ODONTOLOGIA
POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

MODALIDADE ARTIGO(S) CIENTIFICO(S)

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA GRANZIMA B E SUA
RELACAO COM O PROGNOSTICO DO CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE BOCA

Dissertacao de Mestrado

ALUNA: Néadia do Lago Costa
ORIENTADORA: Prof 2. Dr2. Aline Carvalho Batista

Goiania
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
- FACULDADE DE ODONTOLOGIA
POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

MODALIDADE ARTIGO(S) CIENTIFICO(S)

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA GRANZIMA B E SUA
RELACAO COM O PROGNOSTICO DO CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE BOCA

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Programa de Pés-Graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal
de Goias para obtencdo do Titulo de
Mestre em Odontologia

Dissertacao de Mestrado

ALUNA: Néadia do Lago Costa
ORIENTADORA: Prof 2. Dr?. Aline Carvalho Batista

Goiania
2009



BANCA EXAMINADORA DA DISSERTACAO DE MESTRADO

Aluna: Nadia do Lago Costa

Orientadora: Prof 2. Dr?. Aline Carvalho Batista

Membros:

Prof®. Dr?. Aline Carvalho Batista
Prof. Dr. Elismauro Francisco de Mendoncga

Prof?. Dr® Maria Céassia Ferreira de Aguiar

Suplente:

Prof. Dr. Carlos Estrela

Curso de Pés-Graduagdo em Odontologia
da Universidade Federal de Goias

Data: 6 de novembro de 2009



Dedico este trabalho...

A minha filha Beatriz: luz da minha vida.

Ao meu pai Rubens: a quem devo tudo.

A minha irma Thalyta: amor gratuito.

Ao meu esposo Marcos: sempre companheiro.
A Deus: tudo!



Agradecimentos

A minha sempre orientadora, Prof®. Dr®, Aline Carvalho Batista, 0s
maiores e mais sinceros agradecimentos. Sua confianga e orientagao tem sido
fundamental para o meu crescimento profissional. Orientadora € uma palavra
ideal para defini-la, pois sobre sua tutela que guio meus passos. Muito

obrigada!

Ao Prof. Dr. Elismauro Francisco Mendonga, agradeco por todo
incentivo, dedicag&o, ensino, confianca e colaboracdo durante todos esses

anos. Meus sinceros agradecimentos e carinho;

A Prof®. Dr. Tarcilia Aparecida da Silva pela grande contribuicdo neste

trabalho;

Aos professores Claudio Rodrigues Leles, Maria Alves Garcia Santos

Silva e Rejane Faria Ribeiro-Rotta, meus sinceros agradecimentos;

Aos colegas de mestrado Angélica, Larissa, Helenisa, Eduardo, Lila,

Paula, Karla, Daniela, Erika, Antdnio Hélio, Leandro, Karine, Evelin, Andréia,



Geovane, Henrique, pela amizade que se construiu para além dos espac¢os da

universidade;

A funcionaria do CGDB, Claudinha, e ao funcionario do Laboratério de

Patologia Bucal, Erildo, pelo apoio que nunca foi negado;

A Dra. Rita de Cassia Alencar Gongalves por abrir as portas da Divis&o
de Anatomo-Patologia e Citopatologia do Hospital Aradjo Jorge (HAJ-ACCG) e

por permitir, com isso, o desenvolvimento deste trabalho;

A toda minha familia, por acrescentar razdo e beleza aos meus dias.

A Deus, por ter me dado o que tenho de mais precioso, minha vida.






Sumario

SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS ......ccoooiiieieieiiteceee e,

RESUMO ...

AB ST R A T e

CARACTERIZACAO DO PROBLEMA.........cocoviiiieieeeecee e,

JUSTIFICATIVA. s

OBUIETIVOS ... e

MATERIAL E METODOS. ..ottt

PUBLICACGAOD ...ttt ettt ettt eaeaeeaeena,

CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS .....covoviveiiiveieieeeeieeee e,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oooee oottt eeeeeeeeeeae e,



8. ANEXOS ...



Siglas, simbolos e abreviaturas

ACCG Associacdo de Combate ao Cancer em Goias

CAD DNase caspase-ativada

CEC Carcinoma Espinocelular

CTL Cytotoxic T Lymphocyte | (Linfocito T Citotdxico)

DP Desvio Padrao

GB Granzima B

HAJ Hospital Aradjo Jorge

HE Hematoxilina e Eosina

ICAD Inibidor da DNase caspase-ativada

LTC Linfocito T Citoxico CD8"

MHC Major Histocompatibility Complex (Complexo Maior de
Histocompatibilidade)

NK Natural Killer (Células Assassinas)

SG Sobrevida Global

SLD Sobrevida Longe da Doenca

OCSCC  Oral Cavity Squamous Cell Carcinoma (Carcinoma Espinocelular da

cavidade oral)

OMS  Organizacdo Mundial de Saude
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OosccC Oral Squamous Cell Carcinoma (Carcinoma Espinocelular de Boca)

P Probabilidade

SCC  Squamous Cell Carcinoma (Carcinoma Espinocelular ou Carcinoma

de células escamosas)

uUiCC International Union Against Cancer (Uni&o Internacional Contra o

Cancer)

WHO  World Health Organization
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Resumo

Os Linfocitos T Citotoxicos (LTC) e as células Natural Killer (NK) séo as células
mais efetivas no combate ao cancer, pois essas células reconhecem células
tumorais e liberam granulos citotoxicos ricos em perforina e granzima B (GB). A
perforina forma poros nas células tumorais permitindo o influxo da GB. Quando
no interior da célula, a GB promove a morte da célula tumoral através da
apoptose. Neste contexto, a alta expressdo de GB no microambiente de
diferentes tipos de canceres tem sido considerado um evento fundamental para
uma efetiva imunidade antitumoral. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
identificar e quantificar células GB™, peri- e intratumoral, e sua relagdo com
parametros de progndstico clinicos (tamanho da lesé&o primaria, localizacéo,
metastase e sobrevida) e microscopicos (gradagao microscoépica e indices de
proliferacdo celular e de apoptose das células neoplasicas) do carcimoma
espinocelular (CEC) de cavidade oral. As células GB* foram identificadas pela
técnica da imunoistoquimica, método do polimero, em 20 amostras de
pacientes com CEC de cavidade oral que apresentaram metastase para
linfonodos cervicais e em 35 amostras de pacientes com CEC de cavidade oral
sem metastase para linfonodos cervicais. Nossos resultados demonstraram
que a densidade de células GB™ peritumoral foi significativamente maior no
grupo de CEC nao metastatico quando comparado com o metastatico (p=0,03).
Além disso, 0s pacientes com alta expresséo de GB peritumoral apresentaram
um maior tempo de sobrevida do que aqueles com baixa expressdo dessa
protease (Kaplan Meier, Log Rank p=0,02). Evidenciamos, também, que os
pacientes com alta densidade de células GB™ peritumoral apresentaram baixa
porcentagem de células neoplasicas bcl2* (proteina anti-apoptotica) (P=0.004)
e alta densidade de células neoplasicas Bax® (proteina pré-apoptética)
(p=0,031) quando comparado ao grupo de baixa densidade de células GB+
peritumoral. Em concordancia com esses dados, 0s pacientes que
apresentaram alta densidade de células GB* peritumoral apresentaram alta
expressdo de Anexina V por células neoplasicas. Adicionalmente, a densidade
de células GB" peritumoral e intratumoral foi significativamente maior no grupo
T1le T2 (39,44+7,21 e 14,61+3,60, respectivamente) quando comparadoa T3 e
T4 (31,03+3,76 e 11,90+1,88, respectivamente), no entanto esses resultados
nao foram estatisticamente significativo (p>0,05). A associacdo entre a
densidade de células GB" e outras caracteristicas do CEC de cavidade oral,
como localizagao, proliferacdo tumoral e gradagao tumoral néo foi observada.
Nossos achados sugerem que a alta expressdo da GB no microambiente do
CEC de cavidade oral pode ter um efeito benéfico contra células neoplasicas,
contribuindo para apoptose dessas células, baixa metastase linfonodal e maior
tempo sobrevida desses pacientes
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Abstract

The cytotoxic T lymphocytes (CTL) and natural killer (NK) cells are more
effective in fighting cancer because these cells recognize tumor cells and
release cytotoxic granules rich in perforin and granzyme B (GB). The perforin
form pores in tumor cells allowing the influx of GB. When inside the cell, the GB
promotes tumor cell death through apoptosis. In this context, high expression of
GB into the microenvironment of different types of cancers has been considered
a key event for effective antitumor immunity. Therefore, the objective of this
study was to identify and quantify GB* cells, peri- and intratumoral, and its
relationship with clinical prognostic parameters (size of the primary lesion,
location, metastasis and survival) and microscopic (microscopic grading and
cell proliferation index and apoptosis of neoplastic cells) of squamous cell
carcinoma (SCC) of the oral cavity. GB* cells were identified by the technique of
immunohistochemistry, a method of polymer, in 20 samples from patients with
SCC of the oral cavity that had metastasized to cervical lymph nodes and in 35
samples from patients with SCC of the oral cavity without metastasis to cervical
lymph nodes. Our results showed that the density of peritumoral GB* cells was
significantly higher in the non-metastatic SCC when compared with metastatic
group (p=0.03). In addition, patients with high expression of peritumoral GB had
a longer survival than those with low expression of this protease (Kaplan Meier,
Log Rank p=0.02). We showed also that patients with high density of
peritumoral GB™ cells showed a low percentage of neoplastic cells bcl2” (anti-
apoptotic protein) (P=0.004) and high density of neoplastic cells Bax" (apoptotic
protein) (p=0.031) when compared to the group of low density of peritumoral
GB" cells. In agreement with these data, patients who had a high density of
peritumoral GB™ cells showed high expression of Annexin V by neoplastic cells.

Additionally, the density of GB® cells intratumoral and peritumoral was
significantly higher in the T1 and T2 (39.44+7.21 and 14.61+3.60, respectively)
when compared to T3 and T4 (31.03+3.76 and 11.90%1.88, respectively),
however these results were not statistically significant (p>0.05). The association
between the density of cells GB* and other characteristics of SCC of the oral
cavity, such as location, tumor proliferation and tumor grading was not
observed. Our findings suggest that the increased of expression of GB in tumor
microenvironment of SCC of the oral cavity may have beneficial effect against
neoplastics cells, contributing to apoptosis of these cells, lower lymph node
involvement and increased survival time of patients.
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1. Caracterizacao do problema

O cancer afeta uma parcela expressiva da populacdo mundial e
representa aproximadamente 13% de todas as mortes no mundo.?®* No Brasil,
estimativa realizada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) revelou uma
expectativa de 466.730 novos casos de cancer para o ano de 2008, sendo o
cancer de boca o 7° mais freqiiente.”®

O termo céncer de boca € uma denominacdo genérica que inclui
tumores de variados perfis histolégicos, embora majoritariamente se refira ao
Carcinoma Espinocelular (CEC).*"*®* O CEC de boca é uma neoplasia maligna
que se origina no epitélio de revestimento e pode acometer diferentes
localizagBes da cavidade oral (mucosa bucal, gengiva, palato duro, lingua e
assoalho da boca).** Além disso, os fatores mais comumente associados ao
aumento do risco de CEC de cavidade oral sdo o tabagismo e o
etilismo.3:33:30:38

O estabelecimento do progndstico e o plano de tratamento dos
carcinomas espinocelulares de boca baseiam-se principalmente no sistema
TNM.?* Esse sistema trabalha com a extensdo anatdmica da doenca

determinada clinicamente?*3°

e baseia-se na avaliacdo de trés componentes:
T, o qual corresponde a extensdo do tumor primario; N, que se refere a
auséncia ou a presenca de metastase em linfonodos regionais; M, que
corresponde & auséncia ou & presenca de metastase a distancia.”* A estes
componentes sdo adicionados numeros, indicando a extensdo da doenca
maligna. Desta forma, temos: To a T4; No @ N3; Mg ou M;.%43®

Segundo esse sistema, tumores de pequenas dimensfes e nao

disseminados apresentam um melhor progndéstico em relacdo aqueles com
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maiores proporcdes e metéstase clinicamente detectavel.®'4%** Entretanto,
alguns tumores, embora apresentando o0 mesmo estadiamento clinico,
demonstram padrdao de crescimento e evolugdo diferentes, sugerindo a
necessidade de analise de outros fatores complementares capazes de nortear
com maior precisdo o prognéstico dessa doenca.’

Quando avaliamos os fatores de prognostico microscépico € importante
ressaltarmos o sistema de gradacdo histolégica de malignidade da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Nesse sistema o CEC é classificado
com base no grau de diferenciacdo celular, o qual 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 quanto funcionalmente; grau |l — moderadamente
diferenciado, no qual sdo observados menos queratinizacao, mais polimorfismo
nuclear, maior quantidade de células hipercrométicas e maior numero de
mitoses atipicas; grau Illl — pobremente diferenciado, com auséncia de
queratinizacdo, grande quantidade de mitoses atipicas e intenso polimorfismo
nuclear.*® Em adicdo aos fatores microscopios descritos pela OMS, outros
autores utilizam ainda para a classificacdo, a relacdo tumor-hospedeiro,
avaliando o padrdo de invasao tumoral, 0 estagio de invasao e a intensidade do
infiltrado linfo-plasmocitario peritumoral.?#2

Atualmente, outro relevante critério microscopico a ser considerado no
prognostico do CEC de boca é a avaliacdo da densidade de células em
proliferagcdo e em apoptose, que podem ser facilmente verificadas por meio de

imunomarcadores contra alvos especificos expressos durante o ciclo celular,
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como a proteina ciclina B1, e pela andlise da expresséo de proteinas pro e anti-
apoptéticas, como a proteina Bax e bcl-2, respectivamente, bem como a partir
da avaliacdo da anexina V, proteina que se liga especificamente as células que
sofreram o processo de apoptose.?4442:>1:53

Apesar de parametros microscépicos como grau de diferenciacao
celular, padrdo de invasdo tumoral e indice proliferativo e apoptético das

23642435 o clinicos, como o sistema TNM,?* serem importantes

células tumorais,
para a avaliacdo da agressividade tumoral, hoje se sabe que outros achados
sdo considerados fundamentais entre eles a resposta imunoldgica inata e
adaptativa peritumoral 19474

O principal mecanismo de imunidade tumoral € a destruicdo das células
neoplasicas por linfécitos T citotoxicos CD8* (LTCs)."*®> Os LTCs
desempenham sua funcdo de vigilancia ao reconhecer e destruir células
malignas que expressam peptideos derivados de proteinas celulares mutantes
ou proteinas virais oncogénicas, apresentados em associacdo a moléculas do
complexo maior de histocompatibilidade da classe | (MHC-)."**> Apés sua
diferenciacéo e ativacdo, os LTCs efetores destroem as células tumorais pela
liberacdo de granulos protéicos ligados a membrana, os quais contém enzimas
citotdxicas tais como perforina e granzimas.'®> Na auséncia ou reducéo da
expressao de moléculas do MHC-I pelas células neoplasicas as células Natural
Killer (NK), podem assumir um importante papel na imunidade tumoral.>*%** A
capacidade tumoricida das células NK ocorre na auséncia de moléculas do
MHC-I; porque, ao contrario, o reconhecimento dessas moléculas pelos
receptores das células NK (KIR, LIR, entre outros) fornecera sinais inibitorios

culminando na inativagdo das mesmas.'*%*" Essas células também secretam
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11330394041 adicionalmente, outra

as enzimas citoliticas perforina e granzimas.
via utilizada por ambos, LTCs e células NK, para eliminar as células tumorais é
por meio do receptor de morte de apoptose denominado Fas-FasL.'*® A
ligacdo do Fas, proteina presente na membrana das células tumorais, ao FasL,
expresso por LTCs e células NK, induz a apoptose de células tumorais por
meio da ativacdo de caspases.'*?

As granzimas sdo um grupo de serina proteases homélogas constituidas
por amino&cidos com funcdes cataliticas.*® Os LTCs humanos produzem cinco
tipos de granzimas (A, B, H, K e M), no entanto, dentre estas, a principal
granzima utilizada no combate as células tumorais é a granzima B (GB).* A
GB se liga a membrana da célula tumoral por meio de interacdes eletrostéaticas
e por si sO é capaz de penetrar no citoplasma da célula-alvo por meio do
mecanismo de endocitose.**** No entanto, esse mecanismo ocorre mais rapido
e eficientemente com a participacdo da proteina formadora de poros

perforina.3**

Quando em altas concentracdes a perforina forma poros de 5 a
20 nm de diametro na membrana das células neoplasicas, sendo que esses
canais podem causar lise osmatica da célula e servir como canal para o influxo
da GB.'*3* Quando no interior da célula, a GB inicia diversos percursos
bioquimicos que conduzem a morte celular por apoptose, também denominada
morte celular programada.t*339:3°

A principal forma de indugcdo da morte pela GB € por meio da ativacédo
de um conjunto de enzimas proteoliticas denominadas caspases.!**3%*° As
caspases existem como proenzimas latentes, denominadas procaspases, que

sdo ativadas em cascata apos a hidrélise de uma sequéncia de aminoacidos

especificos.™* Até o momento foram descritos 15 tipos de procaspases, sendo
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Caaclerizagio do problima A

gue apenas as caspases 2, 3 e 6 a 10 participam da apoptose induzida por
GB.%" As procaspases apoptéticas sdo subdivididas em iniciadoras (2, 8, 9 e
10) e executoras (3, 6 e 7)."** As caspases iniciadoras ativadas clivam e
ativam procaspases executoras, que por sua vez, agem diretamente na
desmontagem da célula neoplasica ao produzir o substrato DNase caspase-
ativada (CAD)."**% A CAD é uma nuclease que promove a fragmentacéo do
DNA, sendo esta uma caracteristica da apoptose.**° (Figura 1)

Outro percurso utilizado pela GB para promover a apoptose de células
tumorais é por meio da via mitocondrial da apoptose.’**°* A GB e as
caspases 2, 8 e 10 sdo capazes de clivar a proteina pré-apoptética Bid, da
familia bcl-2, e formar um fragmento denominado de tBid.?>*® Este fragmento
recruta a proteina pro-apoptotica Bax para a membrana mitocondrial externa, a
qual promove a formacgao de poros na mitocondria e a subsequente liberagéo
do citocromo ¢.**%°3* A interacéo do citocromo c com a proteina plasmatica
Apaf-1 e a procaspase 9, leva a formag&o do apoptossomo, um complexo que
ativa as pré-caspases executoras 3 e 7.2**° No entanto, esse processo pode
ser bloqueado quando as células-alvo expressam grande quantidade da
proteina anti-apoptoética bcl-2, pois essa proteina é capaz de bloquear a ligacédo
da proteina Bax na membrana mitocodrial externa e a liberagdo do citocromo
c.?%?® (Figura 1)

Quando finalizado o processo de apoptose as células tumorais
expressam na superficie celular proteinas especificas, denominadas
fosfatidilserinas, que sdo reconhecidas pelos macréfagos presentes no tecido
adjacente, o que permite a fagocitose dessas células com minima destrui¢éo

tecidual.®® Neste contexto, uma forma encontrada para deteccdo dessas
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células que sofreram o processo de apoptose é por meio da utilizacdo da

proteina anexina V, pois ela interage fortemente e especificamente com as

fosfatidilserinas presentes na membranas das células tumorais.™®

Caspase10 |}

| * | Caspase b |

1

A
/ A
Caspased || Apaf1i

Q LTC

s Célula tumoral
W Perforina

e GranzimaB

A Citocromo c

Figura 1: Desenho esquematico ilustrando as duas vias de inducdo da apoptose, pela granzima B, nas
células tumorais. As caspases iniciadoras 2, 8, 9 e 10 quando ativadas clivam e ativam as procaspases
executoras 3, 6 e 7, essas, agem diretamente na desmontagem da célula neoplasica ao produzir o
substrato DNase caspase-ativada (CAD), que promove a fragmentacdo do DNA. Desenho modificado a
partir de: Sintsov AV et al. Apoptosis induced by granzyme B. Russ J Bioorganic Chem 2008;34:647-54

Embora a GB seja prioritariamente produzida e secretada por LTCs e
células NK alguns autores também demonstraram sua expressdo em células

" macréfagos® e células T regulatérias / CD4+Foxp3+ (Treg).*

dendriticas,?
Interessantemente, recente estudo demonstrou que a GB secretada por células
Tregs pode reduzir a infiltracdo de LTC e celulas NK, suprimindo, assim, a

atividade citotéxica dessas células e possibilitando o crescimento tumoral.*®
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Todavia, um grande numero de estudos tem considerado que a alta
expressdo de GB no microambiente de tumores sélidos é um evento

|.5,13,22,28,30,39 Neste

fundamental para uma efetiva imunidade antitumora
contexto, Batinac et al. (2006), demonstraram, por meio de imunoistoquimica,
gue pacientes com Keratoacantoma de pele (lesdo caracterizada por um
comportamento clinico pouco agressivo e regressdo espontanea), possuiam
um elevado nimero de células GB® na regido intra e peritumoral quando
comparados aos pacientes com CEC de pele (lesdo caracterizada por um
comportamento clinico mais agressivo).” Corroborando com este estudo,
Mulder et al. (1997) e Kudoh et al. (1997), demonstraram que estagios
avancados do carcinoma coloretal e renal apresentaram baixa expresséo de
GB quando comparado aos estagios iniciais das doencas.?*

A alta expressdo de GB no microambiente tumoral tem sido considerado
um marcador de progndstico favoravel em pacientes acometidos com neoplasia
cervical intraepitelial, uma vez que, aqueles pacientes que possuem alta
densidade de células GB™ previamente ao tratamento apresentam uma menor
taxa de recorréncia da doenca apés o tratamento.?® Além disso, recentemente
Houdt et al. (2008) analisaram, por meio da imunoistoquimica e
imunofluorescéncia, a presenca de LTCs, células NK, células GB™ e a
expressdo da molécula de MHC-I pelas células tumorais em pacientes com
melanoma.? Esses autores demonstraram que 0s pacientes que apresentavam
uma maior densidade de células GB* e uma maior expressdo da molécula de
MHC-1 pelas células tumorais possuiam menor crescimento tumoral e

metastase quando comparados aos pacientes com baixa densidade dessas

células.?? Por outro lado, a alta expressdo da GB no microambiente tumoral
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tem sido associada a um progndstico ruim, com uma pior resposta ao
tratamento, maior taxa de recidiva e menor sobrevida de pacientes com
carcimoma nasofaringeo® e cancer cervical.'®

A importancia das células GB* no combate a disseminacdo de células
neoplasicas tem sido evidenciado recentemente por Bose et al. (2008). Estes
pesquisadores analisaram, por meio da citometria de fluxo, a presenca de
macréfagos, células T CD8+ e CD4+, células NK, células Treg e, também,
aguelas células que expressavam as proteinas perforina, GB e o receptor FasL
no sangue periférico de pacientes com CEC de cabeca e pescoco e em
individuos saudaveis.® Os resultados deste estudo demonstraram que nos
pacientes com CEC de cabeca e pescogo ocorre uma diminuicdo de todas as
células analisadas, principalmente dos LTCs e das células NK, quando
comparadas aos individuos saudaveis.® Curiosamente, as Gnicas células que
foram expressas em maior quantidade nos pacientes acometidos com CEC de
cabeca e pescoco foram as células Treg.® Adicionalmente, os autores
demonstraram haver uma diminuicdo na resposta citotoxica no sangue
periférico desses pacientes, devido a baixa expressdao das proteinas GB,
perforina e FasL.® Sendo assim, essa falha na resposta citotoxica, facilitaria a
disseminacgéo das células tumorais favorecendo, assim, a metastase regional e
a distancia.

Com relacdo ao CEC de boca, h4 apenas um estudo, realizado por Cruz
et al (1999), que investigou a expressdao de GB no microambiente tumoral
(Cruz, 1999). Neste estudo os autores demonstraram haver uma baixa
proporcédo de LTCs, células NK e células GB™ nesse microambiente, indicando

que esta via de citotoxicidade apresenta-se reduzida nestes pacientes.™
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Caaclerizagio do problima

Adicionalmente, Cruz et al. (1999) também evidenciaram, por meio da
imunoistoquimica utilizando os anticorpos anti-HCA2, HC10 e B-2m, que a
maioria destes CECs apresentou fraca ou ausente expressdo de moléculas do
MHC-I na superficie celular; sugerindo, desta forma, que uma apresentacéo
antigénica deficiente pode contribuir para uma falha da resposta imunolégica
citotoxica.’* No entanto, esses autores ndo avaliaram a significancia clinico-
patolégica da expressdo de GB, quando presente em maior ou menor
quantidade, em pacientes acometidos com esta doenca.

Corroborando com os achados de Cruz et al. (1999), outros
pesquisadores investigaram, a partir da identificagdo da expressdo de
receptores estimulatérios (NKG2D), inibitorios (PD-1, NKG2A) e marcadores de
proliferacdo celular (Ki-67), o status de ativacdo de LTCs e de células NK
intraepiteliais em relacdo aqueles presentes no estroma do CEC de lingua, e
demonstraram que os LTCs e células NK infiltrantes de tumor encontram-se
fenotipicamente inativos quando em intima relacdo com as células
neoplasicas.?’ Sendo assim, um dos fatores relevantes do crescimento do CEC
de boca e demais tumores malignos € a capacidade destes canceres de evadir
ou superar os mecanismos de defesa do hospedeiro.*?’

Todavia, recentemente um estudo realizado por nés objetivou identificar
e quantificar, por meio da imunoistoquimica, LTCs e células NK (CD57") no
microambiente do CEC de boca, de lesdes cancerizaveis e de mucosa oral
saudavel e relacionar a densidade dessas células com fatores de progndésticos
clinicos e microscépios.”® Nesse estudo evidenciamos uma maior densidade
dessas células no CEC de boca, tanto na regido intratumoral quanto na

peritumoral, quando comparado a amostras de lesdes cancerizaveis e mucosa
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.52 Adicionalmente, nds também demonstramos que 0 grupo com

oral saudave
CEC de boca com alta densidade de LTCs peritumoral apresentaram menor
indice de metastase linfonodal, menor indice de proliferacdo das células
neoplasicas e maior sobrevida quando comparado ao grupo com baixa
densidade dessas células.® (Anexo 3).

Sendo assim, considerando os dados da literatura cientifica sobre a

1,13,30,39

importancia da GB no combate a células tumorais reduzindo, assim, 0

crescimento e disseminacdo local e sistémica de diferentes tipos de

562228 3 inexisténcia de estudo que investigaram a significancia

canceres;
clinico-patoldgica da expressdo de GB em pacientes acometidos com CEC de
boca; e, também, os recentes dados encontrados por nds sobre a relagdo dos
LTCs com o melhor prognéstico dos pacientes com CEC de boca, nés
hipotetizamos que a expressao da GB no microambiente do CEC de cavidade

oral pode contribuir para uma resposta imune citotoxica favoravel contra células

neoplasicas.

23



Costa XL Qaliagio da expressio da grangima B e sua relagio com o folica do carcinoma eopinoceliddar de boca

f ﬁﬁ b

2. Justificativa

O presente trabalho foi proposto tomando como base:

1. A elevada taxa de ocorréncia, morbidade e mortalidade associada ao CEC

de boca, em particular no Estado de Goias.*®*?

2. A necessidade da busca de marcadores de predicdo do comportamento

bioldgico de CEC de boca,;

3. A presenca, no microambiente do CEC de boca, de um infiltrado imune-
inflamatorio cuja participacdo na patogénese deste tumor ainda nao esta

esclarecida; %40

4. O importante papel da GB na imunidade tumoral* e a associacdo dessa
proteina com o melhor prognéstico de pacientes com cancer coloretal,®

CEC cutaneo,’ neoplasia intraepitelial cervical?® e melanoma;*
5. Os escassos dados sobre a populacdo de células GB* no CEC de boca;'*

6. Os recentes resultados encontrados por nés que demonstram que os LTCs
desempenham um papel chave na resposta imune citotoxica contra células
neoplasicas de CEC de boca, propiciando, assim, um melhor prognéstico

dos pacientes acometidos com essa neoplasia;>?

7. A auséncia de estudos avaliando a significancia clinico-patolégica da GB

em pacientes acometidos com CEC de boca.
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3. Objetivos

Objetivo geral:

Avaliar a expressdo da GB no microambiente do carcinoma espinocelular de

cavidade oral bem como sua relacdo com o progndstico dos pacientes.

Objetivos especificos:

1.

Identificar e quantificar células GB”, tanto na regido peritumoral quanto
intratumoral, em amostras de CEC de cavidade oral,

Comparar a densidade de células GB® em amostras de CEC de
cavidade oral de pacientes que apresentaram metastase para linfonodo
cervical com as de pacientes sem metastase;

Relacionar a expressdo da GB, presente no microambiente do CEC de
cavidade oral, com parametros de progndéstico microscépico, tais como
gradacdo microscoépica segundo a OMS, indices de proliferacdo celular
e de apoptose das células neoplasicas;

Relacionar a expressdo da GB, presente no microambiente do CEC de
cavidade oral, com parametros de progndéstico clinico, tais como
tamanho da lesdo priméria, localizagdo, metastase para linfonodo

regional e sobrevida do paciente.
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4. Material e métodos

Obtencao, Selecéo e Caracterizacdo da Amostra

Este estudo foi desenvolvido de acordo com as normas do Comité de
Etica em pesquisa da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias sob
protocolo nimero 030/06 e do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias sob protocolo numero 116/2008. (Anexo 1)

Para este estudo foram selecionadas, dos arquivos de blocos e laudos
do Servico da Anatomopatologia e Citopatologia do Hospital Aradjo Jorge da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (HAJ/ACCG), 55 amostras de
CEC de cavidade oral de pacientes diagnosticados, tratados e acompanhados
no Servico de Cabeca e Pescoco do HAJ/ACCG, sendo 35 amostras de
pacientes que apresentaram metastase para linfonodo cervical e 20 amostras
de pacientes que nao apresentaram metastase. Foram selecionados, para o
presente estudo, apenas pacientes submetidos a remocé&o cirtrgica do tumor
primario e de linfonodos cervicais, os quais foram avaliados microscopicamente
pela técnica de rotina de HE. As amostras selecionadas foram submetidas a
técnica da imunoistoquimica para a avaliagdo da densidade de células GB”
presentes tanto na regiéo intratumoral quanto no estroma peritumoral.

Para a selecéo dos casos de CEC os critérios de inclusdo foram: blocos
em bom estado de conservagdo; com tecido integro; pacientes com CEC
primério de boca que foram submetidos ao esvaziamento cervical e casos com
fichas bem preenchidas e com estadiamento clinico TNM. Como critérios de
exclusdo consideramos: laminas e blocos defeituosos, 0s quais

impossibilitavam a analise; CECs de outras localizacbes; casos sem
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seguimento clinico e que foram submetidos a tratamentos prévios
(quimioterapicos, radioterapia etc) e recidivas.

As caracteristicas clinicas, das amostras selecionadas analisadas foram:
tamanho da lesdo primaria (T); localizacao (lingua, soalho e outros); sobrevida
(tempo em meses obtido a partir da data do diagnostico até a Ultima data de
seguimento ou Obito do paciente) e a presenca ou ndo de metastase em
linfonodos (a qual foi confirmada microscopicamente). Todos os dados
referentes as caracteristicas clinicas da doenca foram obtidos junto aos
prontuarios meédicos de atendimento e, quando necessario, em consulta aos
laudos e laminas.

As caracteristicas microscopicas consideradas no presente estudo
foram: gradacdo tumoral segundo OMS;* indice de proliferacéo celular que foi
avaliado pela porcentagem de células neoplasicas ciclina B1" e indice de
apoptose, o qual foi avaliado pela expressdo das proteinas reguladoras da
apoptose Bax (anti-apoptética), bcl-2 (pré-apoptética), e pela anexina V nas

células neoplasicas do fronte de invaséo tumoral.

Técnicas Empregadas

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
5um, que foram colocados sobre laminas histoldgicas e corados pelo método
de Hematoxilina e Eosina (HE). Esses cortes foram utilizados para

caracterizacdo microscopica das amostras.
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Técnica da Imunoistoquimica

Cortes seriados de 3um foram obtidos e estendidos sobre laminas de
vidro silanizadas (A3648 - EasyPath) e submetidos a técnica imunoistoquimica
utilizando o método do polimero para a identificacdo dos seguintes antigenos:
granzima B, bcl-2, Bax e ciclina B1. Inicialmente, os cortes sobre as laminas
foram desparafinizados e hidratados por meio de: 1-xilol, 3 vezes, 10 minutos
cada vez; 2-alcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3-alcool etilico 95% 1
vez, 2 minutos; 4-solugédo salina tamponada de Tris (TBS), Ph=7.2- 1 minuto.
Em seguida, as laminas foram incubadas em tampéo citrato, pH=6.0 (SIGMA,
P4809, Saint Louis — USA) aquecido a uma temperatura de 95°C, com auxilio
de Banho Maria Digital (DeLeo), por 45 minutos. Apés lavagens com TBS, as
laminas foram incubadas com “Peroxidase Block” (Novolink Max Polymer
Detection System; Novocastra, Newcastle, UK), por 5 minutos, para o blogueio
da peroxidase enddgena. A seguir, foram novamente lavadas com TBS e, em
seguida, as laminas foram incubadas com solu¢éo para bloqueio de proteinas
enddgenas, “Protein Block” (Polymer Detection System, Novocastra), por 5
minutos. Novamente as laminas foram lavadas com TBS e, em seguida,
incubadas com os anticorpos primarios, por 18 horas e mantidas na
temperatura de 4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram: monoclonais de
camundongo anti-Granzima B humana (clone 11F1; Novocastra, Newcastle,
UK; 1:100), monoclonal de camundongo bcl2 humano (clone 124; Dako,
Carpinteria, USA, 1:500), policlonal de coelho anti-Bax humano (clone A3533;
Dako, Carpinteria, USA, 1:500) e monoclonal de camundongo anti-ciclina B1

humana (7A9, Novocastra). Todas as diluicées foram realizadas utilizando PBS
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associado a soro albumina bovina (PBS-BSA) a 1%. As diluicdes dos
anticorpos foram determinadas em etapa de padronizagdo. Apds o periodo de
18 horas, foi realizado lavagens consecutivas e, posteriormente, as laminas
foram incubadas com “Post Primary Block” (Polymer Detection System,
Novocastra), durante 30 minutos. As laminas foram novamente lavadas com
TBS e incubadas com Polimero (Polymer Detection System, Novocastra)
durante 45 minutos. Novamente as laminas foram lavadas com TBS e, a
seguir, procedemos a revelagdo da reacao utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina
(DAB) em uma solugéo cromogénica (Polymer Detection System, Novocastra),
por 5 minutos, & temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com agua
destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina por 15 segundos, a
temperatura ambiente. Apds lavadas com agua corrente por 10 minutos, as
laminas foram desidratadas com alcoois, passadas em xilol e montadas com
solugdo de resina ndao aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck). Em todas as
reagOes realizadas foram utilizadas amostras de amigdalas como controles
positivos e amostras de amigdalas que nédo foram incubadas com anticorpo

primario e/ou substituido por soro de camundongo como controles negativos.

Técnica da Imunofluorescéncia

Para a técnica da imunofluorescéncia foram obtidos cortes seriados de
3um que foram estendidos sobre laminas de vidro silanizadas (A3648 -
EasyPath) para a identificacdo da Anexina V. Inicialmente, os cortes sobre as
laminas foram desparafinizados e hidratados por meio de: 1-xilol, 3 vezes, 10
minutos cada vez; 2-alcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3-alcool

etilico 95% 1 vez, 2 minutos; 4-solucédo salina tamponada de fosfato de sodio
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monobasico P.A. e fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (PBS), Ph=7.2-
1 minuto. Em seguida, as laminas foram incubadas com a proteina Anexina-V
conjugada com FITC (TACSTM Annexin V Kits, 4830-250-K, RD Systems) por
20 minutos e posteriormente analisadas em um microscopio de fluorescéncia

(Axio Scope.Al, HBO 50, Carl Zeiss, Goettingen, Germany).

Andlise Qualitativa, Quantitativa e Estatistica dos Dados

As amostras, submetidas a técnica da imunoistoquimica, foram avaliadas
considerando as células GB®. Na avaliagdo qualitativa investigamos
principalmente a distribuicdo e intensidade de imunomarcacgao desta populacéo
celular. Assim, a partir da andlise qualitativa, a quantificacdo das células GB”,
quando presentes, foram realizadas separadamente em dois sitios: na regido
intra-tumoral e no estroma peritumoral. A analise morfométrica foi realizada
utilizando microscopio éptico contendo um reticulo de integragcdo em rede
guadrada (474068000000-Netzmikrometer 12,5X, Carl Zeiss, Gaottingen,
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
microscoépicos alternados, com &rea total de 0,961mm?. A anélise quantitativa
foi realizada considerando as células positivas, possibilitando, assim, a
avaliacdo da densidade (por mm?) dessas células.

A gquantificacdo das células tumorais em proliferacéo (células neoplasicas
ciclina B1") e, também, das células tumorais que expressavam as proteinas
reguladoras da apoptose (células neoplasicas bcl2® e Bax®) foi realizada na
regido de fronte de invasdo tumoral em 10 campos microscopios alternados no

aumento de 40X. No entanto, para essa analise quantitativa foram
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consideradas tanto as células positivas quando as negativas, o que possibilitou
0 célculo da proporcdo (%) das células positivas. Adicionalmente, a
quantificacdo da proteina anexina V foi considerada baixa quando, na amostra
analisada, a maioria dos campos (> de 7 campos) a média de n observacdes
apresentavam menos de 5 pontos de fluorescéncia e alta quando a média de n
observacbes (> de 7 campos) apresentavam mais de 5 pontos de
fluorescéncia.

Considerando as amostras de CEC de cavidade oral selecionadas, dois
grupos foram constituidos: grupo 1- amostras de CEC primario de cavidade
oral de pacientes que apresentaram mestastase em linfonodo cervical; grupo 2-
amostras de CEC primario de cavidade oral de pacientes que néao
apresentaram linfonodos com metastase.

A andlise comparativa foi realizada entre o grupo de CEC de cavidade
oral sem metastase e CEC de cavidade oral com metéstase. Para a andlise
dos dados referentes a quantificacdo das células GB”, intra- e peritumoral, nos
grupos independentes citados acima, foi utilizado o teste estatistico nao-
paramétrico de Mann-Whitney. Adicionalmente, esse mesmo teste foi utilizado
para verificar a relacdo da densidade de células GB® com fatores de
prognosticos clinicos (tamanho da lesdo primaria, localizacdo, sobrevida e
metéstase linfonodal) e microscépico (gradacdo microscopica segundo a OMS
e indices de proliferacéo celular e de apoptose das células neoplasicas)

A relacdo da expressdo da GB com a sobrevida dos pacientes com CEC
de boca foi avaliada por meio do teste de Kaplan-Meier. O niumero de células
GB" foi dicotomizado pelo valor da mediana e as diferencas na sobrevida entre

0s grupos foram avaliadas pelo teste Long Rank.
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Todos os resultados foram expressos como media + DP e o valor de p

menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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6. Conclusdes/Consideracoes finais

Portanto, conclui-se que o0 aumento da expressdo de GB no
microambiente do CEC de cavidade oral pode contribuir para a apoptose das
células neoplasicas, bem como, para o0 menor indice de metastases linfonodais

e 0 maior tempo sobrevida dos pacientes acometidos por essa doenca.

Esse trabalho trouxe alguns questionamentos que inspiraram novas
pesquisas:

e Qual o status de ativacdo dos LTCs e células NK no CEC de cavidade
oral? Qual a proporcdo dessas células que estdo produzindo GB e/ou
perforina?

A expressdo da GB no CEC de cavidade oral é alta ou baixa? Quais
seriam 0s controles para essa comparacao?

* As células tumorais estdo expressando moléculas do MHC-I? Essa
expressdo € importante para uma maior ativacdo dos LTCs e células NK

com consequente combate ao CEC de cavidade oral?
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8. Anexos

Anexo 1: Protocolo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (CEP/ACCG)

Anexo 2: Protocolo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias

Anexo 3. Artigo: Zancope E, Costa NL, Junqueira-Kipnis AP, Valadares MC,

Silva TA, Leles CR et al. Differential infiltration of CD8+ and NK cellsin| ip

and oral cavity squamous cell carcinoma.  J Oral Pathol Med 2009 (in press).
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