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1 INTRODUCAO

No periodo de 2010-11 foi desenvolvido o plano de trabalho intitulado “Avaliacdo
comparativa da densidade das células dendriticas CCR7+ no carcinoma espinocelular de
cavidade oral e 1dbio”. Na execucdo deste, ao término da etapa de padronizag¢do do anticorpo
CCRY7, foi visto que ndo seria possivel distinguir as células dendriticas (CDs) imunomarcadas
das células tumorais, pois ambas apresentaram a expressdo da molécula CCR7, acrescido ao
fato de que as CDs apresentaram caracteristicas morfolégicas que ndo nos permitiu
diferencid-las das demais células. Assim, o objetivo principal do estudo de investigar
comparativamente a presenga dessa populacdo celular no carcinoma espinocelular (CEC) de
cavidade oral e ldbio ndo pode ser atingido. No entanto, adicionalmente foi realizada uma
andlise da presenca de células dendriticas imaturas (CDla+) em amostras de linfonodos
cervicais removidos de pacientes com CEC primdrio de cavidade oral, e sdo os resultados
dessa pesquisa que serdo apresentados e discutidos no presente relatério final de iniciacio
cientifica.

Diante do exposto, o cincer é uma doenga emergencial mundial e estd entre as
causas de obito mais freqiientes no Brasil. Estimativas realizadas pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA) revelaram uma expectativa de 489.270 novos casos de cancer para o ano de
2011, sendo o cancer de boca o quinto mais comum em homens e o sétimo em mulheres
(INCA, 2011).

O termo céncer de boca € uma denominacdo genérica que inclui tumores de
variados perfis histolégicos, embora predominantemente se refira ao Carcinoma Espinocelular
(CEC), neoplasia maligna que origina-se no epitélio de revestimento e pode acometer a
cavidade oral (lingua, assoalho da boca, gengiva, mucosa bucal e palato duro) e também o
vermelhdo do 1dbio ( BARNES et al., 2005; BRENER et al., 2007; INCA, 2011; JORDAN et
al., 1997).

Atualmente ja se sabe que embora parametros clinicos (BARNES et al., 2005;
INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER, 1987) e microscopicos (ANNEROTH et
al., 1987; PINDBORG & WAHI, 1997; SPIRO et al., 1999; VAN DIEST et al., 1998;) sejam
de suma importincia para avaliacio da agressividade tumoral, as imunidades inata e
adaptativa também exercem papel preponderante na vigilancia imunoldgica e destrui¢do
tumoral (ABBAS et al., 2008; BALKWILL & MANTOVANI, 2001; LIOTTA & KOHN,
2001; VAN KEMPEN et al., 2002; VAN KEMPEN et al., 2003; VISSER & COUSSENS,
2005; VISSER et al., 2006). Nesse contexto, as CDs exercem fungdo precipua na imunidade



antitumoral, principalmente devido sua eficiente capacidade de captura e apresentacdo de
antigenos tumorais aos linfécitos T naives presentes nos linfonodos, os quais sdo capazes de
desencadear uma efetiva resposta citotdxica antitumoral ( GOLDMAN et al., 1998, KIKUCHI
et al., 2002; WEI E TAHAN, 1998) .

As CDs constituem um grupo de células heterogéneo, que origina-se de
precursores na medula Ossea, e através da corrente sanguinea migram para os tecidos
periféricos, onde sdo capazes de fagocitar células e antigenos tumorais. Apds esse processo de
captura, elas migram para os linfonodos, e a medida que essa migragdo ocorre, passam por um
complexo processo de maturagdo, o qual é dependente de inimeras citocinas e moléculas de
superficie. Ao atingir o estigio de célula madura, as CDs diminuem drasticamente sua
capacidade fagocitica, porém assumem o importante papel de ativagdo das células T naives, as
quais diferenciam-se em células T efetoras e de memoria. As células efetoras migram para o
sitio tumoral primério para eliminar os antigenos, e as células de memdria irdo responder a
um encontro subseqiiente (ABBAS et al., 2008; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998;
MARTIN-FONTECHA et al., 2003; REICHERT et al., 2001).

Evidéncias cientificas tém sido levantadas sobre a possivel participacao das CDs
na indugdo de respostas imunes em vdrios tipos de cancer. Entre estes, o CEC de boca tornou-
se o alvo de estudo de alguns pesquisadores, como por exemplo de Wei e Tahan (1998) que
evidenciaram que uma maior densidade de células dendriticas S100+ correlaciona-se com
menor taxa de metastase em pacientes com CEC de l4bio, e ainda que essas células poderiam
atuar como importante fator de progndstico em pacientes com CEC de boca, o que também
foi evidenciado por Reichert et al. (2000) (REICHERT et al. 2000; WEI E TAHAN, 1998).
Corroborando com esses estudos, Kikuchi et al. (2002) demonstraram que no CEC de
cavidade oral o nimero de células dendriticas S100+ e CDla+, na regido peritumoral, foi
maior nos pacientes que ndo apresentaram metastase para os linfonodos regionais quando
comparado aos que apresentaram metdstase, € que os metastiticos tiveram maior nimero de
CDs CD83+ (dendriticas maduras) (KIKUCHI et al., 2002). Mais recentemente, O Donnell
et al. (2007) evidenciaram uma alta densidade de CDs imaturas e poucas maduras em
pacientes com CEC de cavidade oral, hipotetizando, desta forma, que a ativagdo deficiente
das CDs associadas a este tumor pode resultar em respostas imunocitotéxicas também
comprometidas (O'DONNELL et al., 2007).

Sendo assim, considerando os dados da literatura cientifica, e sobretudo diante do
fato de que poucos pesquisadores t€m se dedicado a estudar essa populacdo celular nos

linfonodos de pacientes com CEC de cavidade oral, o presente estudo fard uma andlise



comparativa da densidade de CDs imaturas (CDla+) em linfonodos cervicais removidos de

pacientes acometidos com tal neoplasia.

2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi identificar e quantificar, através da técnica de
imunoistoquimica, células dendriticas imaturas CD1a+, em amostras de linfonodos cervicais
removidos de pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) primdrio de cavidade oral em

estagio T3 e T4.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras Selecionadas

Para este estudo foram selecionadas, dos arquivos de blocos e laudos do
Laboratério de Patologia do Hospital Aradjo Jorge (HAJ) da Associacdo de Combate ao
Cancer em Goids (Aprovacdo CEP/HAJ n.008/2010), aproximadamente 30 amostras de
linfonodos cervicais removidos de pacientes com CEC de boca. Tais pacientes foram
diagnosticados, tratados e acompanhados no Servico de Cabeca e Pescoco do HAJ.
Considerando as amostras obtidas, trés grupos foram constituidos: grupo 1- amostras de
linfonodos nao metastaticos de pacientes que ndo apresentaram nenhum linfonodo metastatico
(LNM1) (n=10), grupo 2- amostras de linfonodos ndo-metastaticos (LNM2) (n=10) e grupo 3-
amostras de linfonodos metastaticos (LM2) removidos de pacientes portadores de CEC
primério de cavidade oral metastatico. Os dados clinicos dos pacientes, como género, idade,
grupo étnico e fatores de risco, foram obtidos dos prontudrios médicos de atendimento e,

quando necessario, em consulta aos laudos e laminas.

3.2 Técnicas Utilizadas

3.2.1 Técnica de Rotina (Hematoxilina e Eosina)

O material selecionado, incluido em parafina, foi seccionado em micrétomo

(Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de Spum, que foram colocados



sobre laminas histoldgicas e corados pelo método de HE. Esses cortes foram utilizados para

caracterizacdo microscopica das amostras.

3.2.2 Técnica da Imunoistoquimica

A partir dos casos selecionados, emblocados em parafina, foram obtidos cortes
seriados com aproximadamente 3um de espessura, em microtomo (Leica), montados em
laminas silanizadas e submetidos & imunoistoquimica, utilizando o método do polimero (Starr
Trek Universal HRP Detection System), para identificagdo do antigeno CDla. Inicialmente,
os cortes sobre as laminas foram desparafinizados em xilol e hidratados em banhos crescentes
de dlcool etilico. Em seguida, as laminas foram incubadas em EDTA (pH=9.0), aquecido a
uma temperatura de 95°C, com auxilio de Banho Maria Digital (DeLeo), por 25 minutos, para
exposicdo antigénica. Apés lavagem com TBS, as laminas foram mergulhadas em peréxido
de hidrogénio a 3%, por aproximadamente 45 minutos. Posteriormente as ldminas foram
lavadas com TBS e, em seguida, incubadas com solu¢do para bloqueio das proteinas
endogenas (BIOCARE's Background Sniper) por 15 minutos. Depois, as laminas foram
incubadas com o anticorpo primdrio monoclonal de camundongo anti-CDla humano (MAT1-
80170, Thermo Scientific) a uma dilui¢do de 1:50, durante 18 horas a 4°C. Passado o tempo,
lavagens consecutivas foram realizadas e, posteriormente, as ldminas foram incubadas com o
Sistema Trek Universal Link por 20 minutos. Novamente as 1dminas 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 solugdo
cromogénica, por 1 minuto a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com &dgua
destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina, por 30 segundos, a temperatura
ambiente. Apds serem lavadas com dgua corrente por 10 minutos, as laminas foram
desidratadas com éalcoois, passadas em xilol e montadas com solucdo de resina ndo aquosa

(Entellan-Mikroskopie-Merck).

3.3 Analise Qualitativa e Quantitativa dos Dados

As amostras submetidas a técnica da imunoistoquimica foram avaliadas
considerando as células CDla+. Na avaliagdo qualitativa investigamos especialmente as
células CDla+ com morfologia de células dendriticas no microambiente de linfonodos

cervicais de pacientes com CEC cavidade oral. Ap6s a andlise qualitativa, a densidade dessa



populagdo celular foi determinada utilizando-se um microscépio 6ptico contendo um reticulo
de integra¢do em rede quadrada (CARL ZEISS, Germany) acoplado na objetiva de 40x. A
drea do reticulo no aumento de 40x corresponde a 0,0961mm2. Para cada amostra, foram

analisados 10 campos microscépicos alternados, com drea total de 0,961 mm?’,

3.4 Analise Estatistica dos Dados

Andlises comparativas entre os grupos foram realizadas utilizando os testes
estatisticos nao-paramétricos Mann Whitney e Wilcoxon. Os resultados foram expressos
como média + DP e o nivel de significincia estatistica foi aceito quando P<0.05. Os testes

estatisticos foram aplicados utilizando-se o programa SPSS 10.0 for Windows.

4  RESULTADOS

Os resultados referentes a andlise do CCR7 demonstraram que ndo somente as

células dendriticas expressaram a molécula CCR7, mas também as células tumorais (Figural).

Figura 1. Expressdo do marcador CCR7 pelas células tumorais em pacientes com CEC de cavidade

oral. Imunoistoquimica, aumento original de 400x.

Com referéncia a andlise dos 30 pacientes selecionados (10 LNM1, 10 LNM2 e
10 LM2), esta revelou predominio do género feminino (60%) nos pacientes com LNMI,

enquanto o género masculino predominou nos casos de LNM?2 (70%) e LM2 (70%). A média



de idade dos pacientes foi de 45 (IC: 24 - 90) anos para os LNM1, e 51,8 (IC: 35 - 74) anos
para os LNM2 e LM2. Os detalhes das principais caracteristicas clinicas desses pacientes

estdo resumidos abaixo na tabela 1.

Tabela 1. Principais caracteristicas clinicas (%) dos pacientes com LNMI1 (n=10), LNM2 (n=10) e
LM2 (n=10).

Caracteristicas Clinicas LNM1 (%) LNM2 (%) LM2 (%)
Idade <45 anos 40 30 30
> 45 anos 60 70 70
Género Masculino 40 70 70
Feminino 60 30 30
Grupo étnico Leucoderma 60 60 60
Feoderma 20 20 20
Melanoderma 20 20 20
Tabaco Sim 85 90 90
Nio 85 10 10
Alcool Sim 57 60 60
Nio 43 40 40

A andlise comparativa da densidade de células dendriticas CD1a+, evidenciou que
essa populacdo celular foi significativamente maior nos LM2 quando comparado

individualmente aos LNM1 e LNM2 (P=0,001 e P=0,005, respectivamente) (Figuras 2 e 4).
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Figura 2: A fotomicroscopia ilustra células dendriticas imaturas (CD1a+) em linfonodos metastaticos

de pacientes com CEC de cavidade oral com metdstase linfonodal. Imunoistoquimica, aumento

original de 400x.

Adicionalmente, nossos resultados demonstraram que ndo houve diferencga
estatistica significativa entre os grupos de linfonodos ndo metastiticos de pacientes que nao
apresentaram nenhum linfonodo metastitico (LNM1) e amostras de linfonodos nao-
metastaticos (LNM?2) de pacientes que apresentaram metdstase linfonodal (P= 0,870) (Figuras
3e4).

Figura 3. As fotomicroscopias ilustram células dendriticas imaturas (CDla+) em linfonodos ndo

metastaticos de pacientes que ndo apresentaram nenhum linfonodo metastitico (LNM1) (A) e
linfonodos ndo-metastdticos de pacientes que apresentaram metdstase linfonodal (LNM2) (B).

Imunoistoquimica, aumento original de 400x.
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Figura 4. Densidade de células CDla+ em linfonodos ndo metastiticos de pacientes que ndo
apresentaram nenhum linfonodo metastatico (LNM1) e linfonodos ndo-metastaticos (LNM2) e
metastaticos (LM2) de pacientes que apresentaram metastase linfonodal. Os resultados estdo expressos
como a média das densidades/mm? + DP. *P<0,05 em relacdo ao linfonodo ndo metastitico do mesmo

paciente (teste de Wilcoxon) e # P<0,05 em relacdo aos pacientes que ndo apresentaram metdstase

(teste de Mann-Whitney).

5 DISCUSSAO

As CDs constituem uma populacido celular que desempenha importante papel na
imunidade tumoral, sobretudo mediante sua capacidade de captura e apresentacdo de
antigenos tumorais as células T naives presentes nos linfonodos, as quais sdo indispensaveis
para o inicio e desenvolvimento de uma efetiva resposta citotéxica antitumoral (GOLDMAN
et al., 1998; KIKUCHI et al., 2002; WEI E TAHAN, 1998).

Neste contexto, o presente estudo avaliou comparativamente a densidade de
células dendriticas imaturas (CDla+) em linfonodos cervicais de pacientes com CEC de
cavidade oral. Nossos resultados evidenciaram que a densidade de CDs CDla+ foi
significativamente maior nos linfonodos metastiticos de pacientes com CEC primario de
cavidade oral metastitico (LM2) quando comparado individualmente com os linfonodos nio
metastaticos (LNM1) de pacientes que ndo apresentaram nenhum linfonodo metastético e
amostras de linfonodos ndo-metastiticos (LNM2) de pacientes que apresentaram metéstase

linfonodal. Dessa forma, pode-se sugerir que o acimulo de CDs imaturas nos LM2 ocorra



devido uma falha no processo de maturacdo dessas células, fato que possivelmente estaria
contribuindo para progressao tumoral. Essa hipdtese pode ser suportada por estudos prévios
que tém demonstrado a capacidade do tumor em produzir vdrios fatores imunossupressivos
que exercem importante efeito inibitério na maturacdo das CDs, entre estes se destaca a
participacdo de moléculas como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), IL-10 e IL-
6, as quais supostamente constituem uma estratégia das células neopldsicas em evadir ou
superar a resposta imune do hospedeiro (ENK et al., 1997; KIERTSCHER et al., 2000;
OYAMA et al., 1998; MARTI et al., 2005)

Alteracdes fenotipicas e funcionais promovidas pelo VEGF nas CDs t€m sido
descritas por alguns pesquisadores, apesar de até o momento ndo serem completamente
esclarecidas. Por exemplo, Oyama et al. (1998) foram os primeiros a demonstrarem que o
VEGF inibe a ativacdo do fator de transcricio NF-kB, o que desencadeia a geragdo de CDs
imaturas (OYAMA et al.,1998). Corroborando com esses achados, Marti et al. (2005)
constataram, por meio de citometria de fluxo, que as CDs expostas ao VEGF apresentam uma
menor expressio da protéina de superficie CD83, molécula co-estimulatéria que desempenha
papel fundamental na ativagdo dos linfécitos T (MARTI et al. 2005). Portanto, além do
conhecido papel do VEGF na angiogénese e metdstase, essa molécula também pode
contribuir de forma significativa para progressdo tumoral através de sua influéncia na
maturacio das CDs (OYAMA et al., 1998; MARTI et al., 2005). J4 com referéncia aos efeitos
inibitérios das citocinas IL-10 e IL-6 sobre as CDs, estes ocorrem de modo similar aos
mecanismos desencadeados pelo VEGF (ENK et al., 1997; KIERTSCHER et al., 2000).
Logo, o que se conclui com tais estudos € que as CDs imunocomprometidas geradas pela acdo
desses fatores podem induzir a delecdo ou anergia de linfocitos T nos linfonodos, o que
consequentemente contribui para uma indugfo ineficiente das respostas imunes antitumorais
(ENK et al., 1997; KIERTSCHER et al., 2000; STEINMAN et al., 2003).

Em consonincia com os nossos achados, Almand et al. (2000) também
evidenciaram um acimulo de CDs imaturas nos linfonodos regionais de pacientes com cancer
de cabeca e pescogo. Adicionalmente, esses pesquisadores compararam a presenga das
molélulas M-CSF, GM- CSF, IL-6, IL-10, TGF-§ e VEGF com a proporcao de CDs imaturas,
observando que apenas os pacientes com elevados niveis de VEGF mostraram um nimero
significativamente maior de CDs imaturas. Dessas forma, supostamente o VEGF desempenha
importante papel na diferenciacdo de CDs funcionalmente comprometidas (ALMAND et al.,
2000).

Mais recentemente, Kikuchi et al. (2002) demonstraram que o ndmero de células



CDla+ é menor nos linfonodos de pacientes com CEC de boca que apresentaram metéastase
linfonodal quando comparado aos linfonodos de individuos que nio apresentaram metastase,
resultado que diverge daquele obtido por nds. Nao obstante, este mesmo estudo ndo observou
diferenca significativa entre a densidade de CDs CDla+ nos linfonodos ndo-metéstaticos de
pacientes que apresentaram metdstase linfonodal e linfonodos de pacientes que ndo
apresentaram metéstase, dado condizente ao relatado por nés (KIKUCHI et al. 2002). Na
tentativa de melhor compreender seus achados, esses pesquisadores em trabalho subsequente
demonstraram que o VEGF pode atuar inibindo a diferenciagdo das CDs, evento condizente
com dados da literatura cientifica que mostram a capacidade dessa molécula de afetar ndo s6 a
maturacio das CDs, mas também de influenciar prejudicialmente o processo de diferenciacio
e funcdo dessas células (KIKUCHI et al. 2006). Por conseguinte, esses dados tomados em
conjunto vé€m a acrescentar e apoiar nossa hipotése de que fatores presentes no microambiente
tumoral podem interferir de diferentes formas no processo de imunossupressao das CDs.
Dessa forma, considerando os dados obtidos no presente estudo, este apresenta
grande relevancia, principalmente por tornar ainda mais notdrio as evidéncias reportadas
previamente de que a integridade da funcido desempenhada pelas CDs € imprescindivel para o
desenvolvimento da imunidade especifica e que disfungdes apresentadas por essas células
podem comprometer drasticamente a regulacio e manutencdo das respostas imunes de

combate ao cancer.

6 CONCLUSAO

Os dados obtidos com o presente trabalho sugerem que o actimulo de CDs
imaturas (CDla+) nos LM2 pode representar uma nova estratégia utilizada pelas células
neopldsicas para escapar da imunovigilancia, o que possivelmente estaria facilitando a
progressao tumoral. Vale ressaltar que os mecanismos bioldgicos envolvidos na disfungéo das
CDs ainda ndo foram completamente elucidados, portanto, estudos suplementares nesta linha
de investigagdo devem continuar a serem realizados, para que assim, nossos resultados

possam ser melhor confrontados.
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