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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) de labio inferior ¢ uma das neoplasias malignas mais
comuns da regidao de cabecga e pescoco. Apesar disso, varios aspectos relacionados a progressao
dessa lesdo permanecem incompletamente compreendidos. Evidéncias mostram que as células
T regulatorias (Tregs), por desempenharem importante papel na supressdo da atividade de
diversas células do sistema imune, podem estar envolvidas na progressao tumoral e associadas
ao comportamento bioldgico mais agressivo em varias neoplasias. A despeito desses achados,
investigacdes a respeito da presenga desses tipos celulares nos CCEs de labio inferior sdo
escassas. O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de imunoistoquimica, a quantidade de
células Tregs (FoxP3+) no microambiente de CCEs de labio inferior e relaciond-la com
parametros clinico-patoldgicos (tamanho/ extensdo do tumor, metastase em nodos regionais,
metastase a distancia, estddio clinico e grau histopatolégico de malignidade). A amostra foi
constituida por 50 casos de CCE de 14bio inferior. Os dados clinicos foram obtidos a partir dos
prontuarios médicos dos pacientes e o grau histopatologico de malignidade da lesdo foi avaliado
no front de invasdo tumoral, de acordo com o sistema proposto por Bryne ef al. (1992). Para o
estudo imunoistoquimico, foram quantificados, em 10 campos microscéopicos ao longo do front
de invasdo tumoral, os linfocitos exibindo positividade nuclear para o FoxP3 e, em seguida,
determinada a média de células Tregs para cada caso. As comparagdes das medianas das células
Tregs em relagdo aos pardmetros clinico-patoldgicos foram realizadas por meio do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Possiveis associagdes do grau histopatologico de malignidade
das lesdes com os parametros clinicos foram avaliadas por meio do teste exato de Fisher. O
nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05). A maioria dos CCEs de labio inferior
sem metastase nodal regional (n = 17; 81,0%) foram classificados como de baixo grau de
malignidade (p < 0,001). Por sua vez, a maioria dos pacientes nos estagios Il e IV (n = 22;
84,6%) apresentaram tumores de alto grau de malignidade (p < 0,001). Foram observados
linfocitos FoxP3+ em todos os casos avaliados, com uma tendéncia a uma maior quantidade
destes tipos celulares, sem diferencas estatisticamente significativas, em lesdes de menor
tamanho, sem metastase nodal regional e em estadios clinicos iniciais (p > 0,05). Lesoes de
baixo grau de malignidade revelaram maior quantidade de linfocitos FoxP3+ em comparagao
com as de alto grau (p = 0,019), com medianas de 16,00 e 6,60, respectivamente. Tumores com
intenso infiltrado inflamatério exibiram maior mediana de linfécitos FoxP3+ (p = 0,035). De
forma similar, CCEs de labio inferior com bordas infiltrativas bem delimitadas ou arranjados
em corddes, bandas e/ ou trabéculas solidas revelaram maior mediana de linfocitos FoxP3+ em
compara¢do com tumores arranjados em pequenos grupos celulares (p = 0,003). Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na quantidade de linfécitos FoxP3+ em
relacdo ao grau de ceratinizacdo (p = 0,525) e ao grau de pleomorfismo nuclear (p = 0,343) nas
lesdes. Os resultados do presente estudo sugerem a participacao das células Tregs na modulagao
das respostas imunes e inflamatorias no microambiente dos CCEs de labio inferior. O papel
desempenhado por estas cé€lulas pode ser mais importante em estagios iniciais do que em
estagios avangados da carcinogénese labial.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, neoplasias labiais, linfécitos T,
estadiamento de neoplasias, gradagcdo de tumores, imunoistoquimica.
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ABSTRACT

The squamous cell carcinoma (SCC) of lower lip is one of the most common malignancies of
the head and neck region. Nevertheless, several aspects related to the progression of this lesion
remain incompletely understood. Evidence shows that regulatory T cells (Tregs) play a major
role in the suppression of the activity of various immune system cells, they may be involved in
tumor progression and associated with the most aggressive biological behavior of various
tumors. Despite these findings, there are few studies about the presence of these cell types in
the SCC of lower lip. The objective of this study was to evaluate, through
immunohistochemistry, the amount of Tregs cells (FoxP3+) in the microenvironment of SCCs
of the lower lip and to relate this with clinicopathological parameters (tumor size / extent,
regional nodal metastasis, distant metastasis, clinical stage and histopathological grade of
malignancy). The sample consisted of 50 cases of SCC of the lower lip. Clinical data were
obtained from medical records of patients and the histopathological grade of malignancy of the
lesion was evaluated in the invasive front, according to the system proposed by Bryne et al.
(1992). For the immunohistochemical study, lymphocytes exhibiting nuclear positivity for
FoxP3 were counted in 10 microscopic fields at the tumor invasive front and the mean value
was calculated for each case. Comparisons of the medians of Tregs cells according to
clinicopathological parameters were performed using the nonparametric Mann-Whitney test.
Possible associations between histopathological grade of malignancy and clinical parameters
were analyzed by Fisher's exact test. The level of significance was set at 5% (p < 0.05). Most
SCCs of the lower lip without regional nodal metastasis (n=17; 81.0%) were classified as low-
grade malignancy (p < 0.001). In turn, the majority of patients in stages Il and IV (n = 22;
84.6%) had high-grade tumors (p < 0.001). FoxP3+ lymphocytes were observed in all cases
evaluated, with a tendency for higher amounts of these cell types, although not statistically
significant, in lesions of small size, without regional nodal metastasis, and in early clinical
stages (p > 0.05). Low-grade malignancy lesions revealed higher amount of FoxP3+
lymphocytes in comparison with high-grade tumors (p = 0.019), with medians of 16.00 and
6.60, respectively. Tumors with intense inflammatory infiltrate exhibited higher median of
FoxP3+ lymphocytes (p = 0.035). Similarly, SCCs of the lower lip with well-delineated
infiltrating borders or arranged in solid cords, bands and/ or strands showed greater median of
FoxP3+ lymphocytes compared to tumors arranged in small groups (p = 0.003). No statistically
significant differences were observed in the amount of FoxP3+ lymphocytes in relation to the
degree of keratinization (p = 0.525) and the degree of nuclear pleomorphism (p = 0.343) in the
lesions. The results of this study suggest the involvement of Treg cells in the modulation of
immune and inflammatory responses in the microenvironment of SCCs of the lower lip. The
role of these cells may be more important in the initial stages than in the advanced stages of lip
carcinogenesis.

Key-words: Squamous cell carcinoma, lip neoplasms, T-lymphocytes, neoplasm staging,
neoplasm grading, immunohistochemistry.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O carcinoma de células escamosas (CCE) de labio inferior ¢ uma neoplasia maligna
frequente na regido de cabega e pescoco, representando cerca de 10,8% a 66,5% dos casos de
cancer oral, a depender da regido geografica estudada (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN,
2010; SOUZA et al., 2011). Sua etiologia tem sido fortemente associada a exposi¢ao cronica a
radiagdo solar ultravioleta (UV), especialmente a UVB (280-315nm) (CZERNINSKI; ZINI;
SGAN-COHEN, 2010; SOUZA et al., 2011). No entanto, habitos parafuncionais, fatores
sociodemograficos, imunossupressao e maior susceptibilidade genética podem atuar de maneira
sinérgica, contribuindo para o desenvolvimento destas lesdes (FIGUERO RUIZ et al., 2004;
MORSELLI et al., 2007; VAN LEEUWEN et al., 2009; SOUZA et al., 2011).

A carcinogenicidade da radiacdo UVB ¢ atribuida a formac¢ao de dimeros de pirimidina
no acido desoxirribonucleico (DNA), em especial, dimeros de timina (BRASILEIRO FILHO,
2011). Este tipo de lesdo no DNA ¢ corrigida pela via de excisdo de nucleotideos, mas com a
exposicao solar excessiva, a capacidade desta via de reparo ¢ sobrepujada e, assim, parte da
lesdo do DNA nao ¢ corrigida (KUMAR et al., 2010). Os dimeros de pirimidina podem ser
formados em proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes reguladores da apoptose, €
o desenvolvimento da neoplasia resulta de falha no reparo dessas mutagoes (KUMAR ef al.,
2010). Além disso, tem sido demonstrado que a radiagdo UV ndo apenas atua nas fases de
iniciagdo e promocdo da carcinogénese, mas também interfere na resposta do sistema imune as
células neoplésicas malignas (HO; MURPHY, 2008).

O CCE de labio inferior € usualmente diagnosticado em individuos do sexo masculino,
de pele clara e acima dos 50 anos de idade (BILKAY et al., 2003; ANTUNES; ANTUNES,
2004; SOUZA et al., 2011; GUTIERREZ-PASCUAL et al., 2012). Embora essa lesdo possa
surgir de novo, muitos casos se originam a partir da transforma¢ao maligna de patologias preé-
existentes, com destaque para a queilite actinica (SOUZA et al., 2011). A sua localizagao
anatOmica em uma area de facil visualizagdo favorece o diagnostico precoce. Porém,
possivelmente em decorréncia da auséncia de sintomatologia, em muitos casos, o0 CCE de labio
inferior progride para estagios mais avangados antes do diagndstico inicial (VUKADINOVIC
etal.,2007; SOUZA et al., 2011).

Quando comparado com carcinomas intraorais, o0 CCE de labio inferior apresenta um
melhor prognoéstico, com taxas de sobrevida em 5 anos que variam de 80% a 90%, se

diagnosticado em estagios iniciais (KORNEVS et al., 2005; SARGERAN et al., 2009;



23

GUTIERREZ-PASCUAL et al., 2012). Por outro lado, quando sdo identificadas metastases
nodais regionais, apenas 25% a 50% dos pacientes atingem a sobrevida de 5 anos, configurando
um pior prognodstico (BILKAY et al., 2003; KORNEVS et al., 2005; SARGERAN et al., 2009;
GUTIERREZ-PASCUAL et al., 2012).

A avaliacdo do tamanho/ extensdo do tumor primdario (T), das metdstases em
linfonodos regionais (N) e das metdstases a distancia, constitui a base do sistema de
estadiamento clinico dos tumores (TNM) (SOBIN; WITEKKIND, 2002). Esse sistema ¢ o mais
amplamente utilizado para guiar o planejamento do tratamento, estimar a resposta clinica a
terapia e determinar a sobrevida dos pacientes (SOBIN; WITTEKIND, 2002; SAWAIR et al.,
2003; LOURENCO et al., 2007). No entanto, por vezes, casos com o mesmo estadiamento
clinico TNM exibem cursos clinicos e desfechos distintos (JAMADAR et al., 2014). Nesse
sentido, com o objetivo de fornecer conhecimentos adicionais que pudessem explicar o
comportamento bioldgico discrepante de neoplasias com aspectos clinicos aparentemente
similares, foram desenvolvidos varios sistemas de gradagdo histopatologica de malignidade
(SGHMs) (BRODERS, 1920; WAHI, 1971; CRISSMAN et al., 1984; JAKOBSSON et al.,
1973; ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1987; BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005;
ALMANGUSH et al., 2015).

Dentre os diversos SGHMs existentes, merece destaque aquele proposto por Bryne et
al. (1992). Este sistema, que pode ser utilizado em espécimes obtidos com bidpsias incisionais,
baseia-se na avaliagdo de quatro parametros (grau de ceratinizagdo, padrdo de invasao,
pleomorfismo nuclear e infiltrado inflamatdrio) na area mais invasiva do tumor, denominada
front de invasao (BRYNE, 1998). Para Bryne (1998), as caracteristicas morfoldgicas no front
de invasdo poderiam refletir melhor o prognostico dos carcinomas, ja que varios eventos
moleculares importantes ocorrem na interface tumor-hospedeiro, como aumento da proliferacao
celular, perdas e ganhos de moléculas de adesdo, secrecdo de enzimas proteoliticas e
angiogénese.

Diversas pesquisas avaliaram o potencial prognéstico do SGHM proposto por Bryne
et al. (1992) em CCE orais, com resultados conflitantes (KUROKAWA et al., 2005; SILVEIRA
et al., 2007, LINDENBLATT et al., 2012; SAWAZAKI-CALONE et al., 2015).
Especificamente em CCEs de labio inferior, Santos ef al. (2014), em estudo com 59 casos desta
neoplasia, encontraram associagdo estatisticamente significativa entre o baixo grau de
malignidade das lesdes e a auséncia de metastases nodais regionais (p = 0,030) e o estadio
clinico inicial (p = 0,043), bem como entre o alto grau de malignidade e o maior tamanho das

lesdes (p = 0,040).
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Evidéncias acumuladas mostram que as interagdes entre as células do sistema imune e
as c¢lulas neoplasicas sdo capazes de modular a progressdo e o desenvolvimento dos tumores
(PIVA et al.,2011; MORALES-KASTRESANA et al.,2013; PIVA et al., 2013; MARABELLE
et al., 2014). Por meio de um sistema complexo de alteragdes no microambiente tumoral, que
envolve a participagdo de diversas células e mediadores quimicos, as células neoplésicas sao
capazes de evadir a resposta imune antitumoral. Neste processo, as células neoplasicas recrutam
varios tipos celulares para o microambiente tumoral que sdo capazes de suprimir a resposta
imune, como os macrofagos M2, as células supressoras derivadas da linhagem mieloide e as
células T regulatérias (Tregs) (DURAY et al., 2010; SIMONSON; ALLISON, 2010; PIVA et
al.,2011; PIVA et al., 2013).

As células Tregs sdo células da linhagem linfocitica que expressam constitutivamente
as moléculas CD4, CD25 e o fator de transcri¢do nuclear Forkhead box P3 (FoxP3). Este ultimo
¢ uma molécula essencial para que as células T se diferenciem em células Tregs e executem
fungdes imunossupressoras (FONTENOT,; GAVIN; RUDENSKY, 2003; HORI; NOMURA;
SAKAGUCHI, 2003). Diversos estudos tém destacado o FoxP3 como um dos mais confiaveis
marcadores para identificagdo das células Tregs (WADA et al., 2010; SIMONSON; ALLISON,
2010; LUO; LI, 2013; HANAKAWA et al., 2014).

As células Tregs podem suprimir uma grande variedade de células do sistema imune,
incluindo linfocitos B, células Natural Killer (NK), células T CD4" ¢ T CDS8", bem como
mondcitos e células dendriticas (SCHMIDT, OBERLE; KRAMMER, 2012). Para
desempenharem suas fungdes, as células Tregs possuem um verdadeiro arsenal de mecanismos
regulatdrios a disposi¢do, os quais tém sido divididos em quatro categorias principais: citocinas
inibitorias, citdlise, modulagao das fungdes das células apresentadoras de antigenos (APCs) e
interrup¢do metabodlica. A produ¢do de citocinas inibitdrias, como interleucina-10 (IL-10),
interleucina-35 (IL-35) e fator transformante de crescimento-f§ (TGF-f), ¢ considerada um dos
principais mecanismos de supressdo utilizados pelas células Tregs (TANG; BLUESTONE,
2008; SOJKA; HUANG; FOWELL, 2008; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008;
WORKMAN et al., 2009).

Por desempenharem importante papel na supressdo da resposta imune, as células Tregs
tém sido implicadas na progressdo tumoral e associadas ao comportamento bioldgico mais
agressivo em diversas neoplasias (BATES et al., 2006; STRAUSS et al., 2007; SZCZEPANSKI
et al., 2009; HERMANS et al., 2014). Neste sentido, diversos estudos sugerem que uma maior
quantidade de células Tregs no microambiente tumoral pode estar relacionada a maior

imunorregulacao local, com consequente diminui¢ao da resposta imunoldgica, culminando em
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um pior prognostico (BATES et al., 2006; CHIKAMATSU et al., 2007; STRAUSS et al., 2007,
XU et al.,2010; GAUR et al., 2012; HERMANS et al., 2014).

Em CCEs de cavidade oral, uma maior quantidade de células Tregs tem sido associada
com a presenga de metastase nodal regional (GAUR et al., 2012), estadiamento clinico
avancado (GAUR et al., 2012), baixas taxas de sobrevida geral (WATANABE et al., 2010) e de
sobrevida livre de doenca (HANAKAWA et al., 2014). Por outro lado, outras pesquisas
evidenciaram que uma maior quantidade de células Tregs pode estar relacionada a um melhor
prognostico em CCEs de cavidade oral (LIM et al., 2014; WOLF ef al., 2015). Apesar desses
importantes achados, até a presente data (Pubmed Database — acesso em 13/07/2015),
destacam-se apenas dois estudos que analisaram as células Tregs em CCEs de labio inferior.
Um desses estudos foi realizado com uma amostra relativamente pequena (n = 6) de CCEs de
labio inferior (MOREIRA ef al., 2010) e o outro ndo relacionou a quantidade dessas células
com achados clinico-patolégicos (KUALES et al., 2011).

Dessa forma, o presente estudo se propds a realizar uma analise, por meio de
imunoistoquimica, da quantidade de células Tregs no microambiente de CCEs de labio inferior,
estabelecendo relagdes com pardmetros clinico-patoldgicos (tamanho/ extensdao do tumor,
metastase em nodos regionais, metastase a distancia, estadio clinico e grau histopatoldgico de
malignidade). Pretendeu-se, com esta pesquisa, contribuir com mais esclarecimentos a respeito
dos mecanismos relacionados a progressao tumoral nos CCEs de labio inferior, fornecendo
subsidios para uma possivel aplicacdo das células Tregs como indicadores progndsticos ou

como alvos potenciais para estratégias imunoterapéuticas nestas lesoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo se propds a realizar uma analise, por meio de imunoistoquimica, da

quantidade de células Tregs (FoxP3+) no microambiente de CCEs de labio inferior.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a presenca e guantificar as células Tregs (FoxP3+) no front de invasao
tumoral de CCEs de labio inferior;

e Relacionar a quantidade de células Tregs (FoxP3+) nos CCEs de labio inferior com
parametros clinicos (tamanho/ extensdo do tumor, metastase em nodos regionais,
metastase a distancia e estadio clinico);

e Avaliar possiveis diferencas na quantidade de células Tregs (FoxP3+) nos CCEs de
labio inferior de acordo com o grau histopatoldgico de malignidade dos tumores.

e Relacionar a quantidade de células Tregs (FoxP3+) em CCEs de labio inferior com
0 grau de ceratinizacdo, o grau de pleomorfismo nuclear, o padrdo de invasao e a

intensidade do infiltrado inflamatério nas lesdes.
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisas envolvendo
Seres Humanos (Plataforma Brasil) e submetida a andlise de seu contetido pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Conforme parecer n® 631.357
(ANEXO A), seu protocolo foi aprovado.

3.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo desenvolvido consistiu em uma pesquisa de carater observacional, analitica,
com corte transversal, caracterizada pela analise, registro e quantificagao das células Tregs, por
meio da imunoistoquimica, em CCEs de labio inferior, estabelecendo-se relagdes com
parametros clinicos (tamanho/ extensdo do tumor, metastase em nodos regionais, metastase a

distancia e estadio clinico) e grau histopatologico de malignidade dos tumores.

3.3 POPULACAO

A populacdo objeto do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCEs
de labio inferior diagnosticados e arquivados no Servigo de Anatomia Patoldgica do Hospital

Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB, no periodo de Janeiro de 2000 a Agosto de 2014.

3.4 AMOSTRA

Através de técnica de amostragem do tipo ndo probabilista, por conveniéncia, foram
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selecionados 50 casos de CCEs de labio inferior, todos emblocados em parafina.

3.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CCEs de labio inferior provenientes
de resseccdo cirurgica, os quais possibilitaram a avaliacdo do front de invasdo tumoral. Além
disso, so6 foram incluidos no estudo os casos cujos prontuarios continham informagdes relativas
ao sexo ¢ idade dos pacientes, bem como ao tamanho do tumor, metastase em nodos regionais,

metastase a distancia e estadio clinico.

3.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas da amostra as lesdes de pacientes submetidos previamente a
radioterapia ou quimioterapia. Adicionalmente, foram excluidos da pesquisa os casos com
quantidades insuficientes de material bioldgico para realizagdo dos estudos morfoldgico e

imunoistoquimico.

3.5 VARIAVEIS

As variaveis independentes e dependentes, analisadas no presente estudo, estdo listadas

no Quadro 1 e Quadro 2.
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Quadro 1. Elenco de variaveis independentes analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA
T1
~ o T2
Tamanho do tumor Tamanho/ extensao do tumor primario -
T4
NO
Metast dal . . N1
e. astasefloca Metastase em linfonodos regionais
regional N2
N3
. g A , N MO
Metastase a distancia | Metastase a distancia M1
. . Estadio I
Classificagao da lesdo considerando o > 2,1 ?O
g , Estadio I1
Estadio clinico tamanho do tumor (T), a metastase Estadio III
:onal . 3 distancia (M
regional (N) e a metastase a distancia (M) Estadio IV

Grau histopatoldgico
de malignidade

Classificagdo histopatologica do tumor
considerando o grau de ceratinizagao,
pleomorfismo nuclear, padréo de invasio e
infiltrado inflamatodrio

Baixo grau de malignidade
Alto grau de malignidade

Alto
Grau de e , . Moderado
e Grau de ceratinizagdo das células tumorais .
ceratinizagdo Baixo
Ausente
Pouco
Pleomorfismo Grau de pleomorfismo nuclear das células | Moderado
nuclear tumorais Intenso
Extremo

Padrio de invasao

Padrdo de invasao das células tumorais

Bordas bem delimitadas
Corddes, bandas e/ ou
trabéculas infiltrativas
Pequenos grupos / corddes de
células infiltrativas (n>15)
Infiltragdo em pequenos
grupos celulares e/ ou células
individuais (n<15)

Intenso

Infil M

'n ! trad(? ) Intensidade do infiltrado inflamatoério oderado

inflamatoério Escasso
Ausente

Quadro 2. Variavel dependente analisada no estudo.
VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA
Linfocitos, localizad td
, . . 0~C s, focatiza .O.S no front de Numero de células Tregs
Células Tregs invasdo tumoral, exibindo

imunopositividade nuclear para FoxP3.

(FoxP3+)
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3.6 ESTUDO CLINICO

Informagdes a respeito do sexo e idade dos pacientes, bem como em relagdo a presenca
de metastase em nodos regionais, metastase a distancia e estadio clinico foram coletadas nos
prontuarios médicos dos pacientes tratados no Hospital Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB.
Os dados obtidos com esta avaliagdo foram anotados em fichas apropriadas (APENDICE A).
Para o estadiamento clinico, foram utilizados os parametros elencados na sexta edi¢ao da
Classificagdo TNM dos Tumores Malignos (SOBIN; WITTEKIND, 2002), os quais sdo

apresentados nos Quadros 3 e 4.

Quadro 3. Sistema de estadiamento clinico TNM para o carcinoma de células escamosas de
l&bio, preconizado por Sobin e Wittekind (2002).

TAMANHO/ EXTENSAO DO TUMOR PRIMARIO (T)

TX | O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO | N&o hé evidéncia de tumor primario
Tis | Carcinoma in situ
T1 | Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao
T2 | Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimenséo
T3 | Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimenséo
T4a | Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, nervo alveolar inferior, assoalho da
boca, ou pele da face (queixo ou nariz)
T4b | Tumor que invade 0 espaco mastigador, laminas pterigoides ou base do cranio ou envolve
artéria carétida interna

ENVOLVIMENTO DE LINFONODO REGIONAL (N)
NX | Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO | Auséncia de metéstase em linfonodos regionais
N1 | Metastase em um unico linfonodo homolateral, com 3 ¢cm ou menos em sua maior

dimensao

N2 | N2a— Metastase em um tnico linfonodo homolateral com mais de 3 ¢cm e até 6 cm em sua
maior dimensao

N2b — Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensao

N2c¢ — Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6
cm em sua maior dimensao

N3 | Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao
ENVOLVIMENTO POR METASTASES DISTANTES (M)
MX | A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metastase a distancia
M1 | Metastase a distancia
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Quadro 4. Categorias de estadiamento clinico TNM para o carcinoma de células escamosas de

labio, preconizado por Sobin e Wittekind (2002).

ESTADIO CLASSIFICACAO TNM
Estadio 0 Tis NO MO
Estédio | T1 NO MO
Estédio Il T2 NO MO
Estadio Il T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

Estadio IVA T1,T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB Qualquer T N3 MO

T4b Qualquer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

3.7 ESTUDO MORFOLOGICO

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida

a cortes com Spum de espessura. Em sequéncia, os cortes teciduais foram estendidos em 1aminas

de vidro e submetidos a coloracdo de rotina da hematoxilina e eosina. Sob microscopia de luz

(Leica DM 500, Leica Microsystems Vertriecb GmbH, Wetzlar, DE), dois examinadores

previamente treinados realizaram a andlise do grau histopatologico de malignidade, no front de

invasdo tumoral, de acordo com o sistema proposto por Bryne et al. (1992) (QUADRO 5).

Quadro 5. Sistema de gradagao histopatoldgica de malignidade no front de invasao, proposto

por Bryne ef al. (1992).

Aspectos Escore de malignidade
morfolégicos 1 2 3 4
Grau de Alto Moderado Baixo Ausente
ceratinizacio (> 50% das (20-50% das (>5<20% das (0-5% das células)
células) células) células)
Pleomorfismo | Pouco (>75% de Moderado (50 a Intenso (>25< 50 | Extremo (0 a25%
nuclear células maduras) 75% de células % de células de células maduras)
maduras) maduras)
Padrao de Bordas Cordoes, bandas e/ | Pequenos grupos | Infiltracao difusa e
invasao infiltrativas bem ou trabéculas ou cordoes de pronunciada, em
delimitadas solidas infiltrativas células pequenos grupos
infiltrativas celulares e/ ou
(n>15) células individuais
(n<15)
Infiltrado Intenso Moderado Escasso Ausente
inflamatoério
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Os escores obtidos em cada um dos parametros foram somados, obtendo-se o escore
final de malignidade do caso. As lesdes com escore final igual ou inferior a 8 foram classificadas
como de baixo grau de malignidade. Por sua vez, os tumores com escore final igual ou superior
a 9 foram classificados como de alto grau de malignidade (SILVEIRA et al., 2007). A analise
da gradac¢ao histopatologica foi realizada sem que os examinadores tivessem conhecimento dos
dados clinicos relacionados ao caso. Os casos cujas gradacdes histopatologicas de malignidade,
determinadas pelos examinadores, apresentaram-se discordantes foram resolvidos por
consenso. Os dados obtidos com esta avaliagdo foram anotados em fichas apropriadas

(APENDICE B).

3.8 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

3.8.1 Método imunoistoquimico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, 0s quais foram estendidos em laminas de vidro devidamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase
pela técnica baseada em polimeros de dextrano (ADVANCE™ HRP, Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA), utilizando anticorpo monoclonal anti-FoxP3 (QUADRO 6).

Quadro 6. Especificidade, n® do catdlogo, fabricante, dilui¢ao, recuperagdo antigénica e tempo

de incubacgao do anticorpo primario utilizado no estudo.

Recuperacio
Especificidade | N° catilogo | Fabricante | Diluicio Incubacao
Antigénica
Citrato, pH 6,0
FoxP3 Ab22510 Abcam 1:150 60 minutos
Steamer, 90°C, 30 min
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Como controle positivo, foram utilizados cortes histologicos de tonsila. O controle
negativo consistiu na substituicdo do anticorpo primario por albumina de soro bovino (BSA) a
1% em solugdo tampao.

A técnica utilizada seguiu o protocolo descrito abaixo:

= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (10 minutos cada);

= Re-hidrata¢do em cadeia descendente de etanois:

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);
« Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
« Alcool etilico 95°GL (5 minutos);

« Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

= Remocao de pigmentos formdlicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol 95°,

a temperatura ambiente (10 minutos);

= Lavagem em 4gua corrente (10 minutos)

= Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);

= Recuperacao antigénica (QUADRO 6);

= Lavagem em 4agua corrente (10 minutos);

= Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);

= Duas incubagdes dos cortes em solucao de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes,

em proporcao de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos

cada);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);

= Duas passagens em solu¢do de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos

cada);

= Incubagdo dos cortes com anticorpo primario, em solu¢do diluente (Antibody diluent

with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA,

USA);

= Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos

cada);

= Incubagdo com anticorpo secundario (4DVANCE™ HRP Link, Dako North America

Inc., Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30 minutos);
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= Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos
cada);
= Incubag¢do com anticorpo polimerizado a peroxidase (4DVANCE™ HRP Enzyme,
Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30
minutos);
= Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos
cada);
= Revelacdo da reacdo com solugdo cromogena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid
DAB+ Substrate, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (7 minutos);
= Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (5 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Desidrata¢do em cadeia ascendente de etandis:

« Alcool etilico 80°GL (2 minutos);

« Alcool etilico 95°GL (2 minutos);

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
= Trés passagens em xilol (2 minutos cada);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

3.8.2 Analise imunoistoquimica

Apdbs o processamento dos cortes histoldgicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espéecime foi analisado, sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por dois examinadores previamente treinados. Destaca-se que a analise
imunoistoquimica foi realizada sem que os examinadores tivessem conhecimento dos dados
clinico-patologicos relacionados ao caso.

A analise das células Tregs (FoxP3+) foi realizada de forma quantitativa, com base em

uma adaptacdo da metodologia utilizada por Schwarz et al. (2008). Primeiramente, ao longo do
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front de invasdo tumoral, sob aumento de 100x, foram selecionadas 10 &reas de maior
imunorreatividade ao anticorpo anti-FoxP3. Sob aumento de 400%, cada uma dessas areas foi
fotomicrografada (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens
obtidas foram transferidas para um computador. Com o auxilio do programa ImageJ® (Image
Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA),
em cada um dos campos fotomicrografados, foi realizada a contagem dos linfécitos exibindo
imunomarcacao nuclear para o FoxP3, independente da intensidade da coloragdo acastanhada.
Os valores obtidos em cada um desses campos foram somados, estabelecendo-se o0 nimero total
de linfécitos FoxP3+. Com esse Ultimo dado, foi calculada a média de células Tregs (FoxP3+)
para cada caso. Os dados obtidos com esta avaliagdo foram anotados em fichas apropriadas
(APENDICE C).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com os estudos clinicos, morfologicos e imunoistoquimicos
foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa Statistical Package for the
Social Sciences (versao 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Possiveis associagdes do grau
histopatologico de malignidade das lesdes com os pardmetros clinicos foram avaliadas por meio
do teste exato de Fisher. Os dados obtidos com a contagem dos linfocitos FoxP3+ foram
submetidos a analise de distribuicao, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual revelou
auséncia de distribui¢do normal. Dessa forma, as comparacdes das medianas das células Tregs
de acordo com os diversos parametros clinico-patoldgicos foram realizadas por meio do teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para todos os testes estatisticos utilizados no presente

estudo, foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 ARTIGO

4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificagao
pelo Programa de Po6s-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execugdo
deste projeto, 1 artigo é apresentado nesta dissertacdo: Células T regulatérias FoxP3+ e
sua relacio com parametros clinico-patolégicos em carcinomas de células escamosas de
labio inferior. O referido artigo sera submetido ao periodico Brazilian Dental Journal (Qualis

Odontologia B1), cujas normas para submissao de trabalhos se encontram no Anexo B.
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Células T regulatérias FoxP3+ e sua relagdo com parametros clinico-patologicos em

carcinomas de células escamosas de labio inferior

Titulo breve: Células Tregs em carcinoma de labio inferior

SUMMARY

This study aimed to evaluate, by immunohistochemistry, the amount of FoxP3+ T regulatory
(Treg) cells in the microenvironment of squamous cell carcinomas (SCC) of lower lip and to
relate this with clinicopathological parameters (size/extent of the tumor, metastases in regional
nodes, distant metastasis, clinical stage and histopathological grade of malignancy). Fifty SCC
of lower lip were selected. Lymphocytes exhibiting nuclear positivity for FoxP3 were counted
in 10 microscopic fields at the tumor invasive front and the mean value was calculated for each
case. FoxP3+ lymphocytes were observed in all cases evaluated, with a tendency for higher
amounts of these cell types in lesions of small size, without regional nodal metastasis, and in
early clinical stages (p > 0.05). Low-grade malignancy lesions revealed higher amount of
FoxP3+ lymphocytes in comparison with high-grade tumors (p = 0.019). Tumors with intense
inflammatory infiltrate exhibited higher median of FoxP3+ lymphocytes (p = 0.035). Lesions
arranged in the form of small cell groups exhibited lower median of FoxP3+ lymphocytes (p =
0.003). No statistically significant differences were observed in the amount of FoxP3+
lymphocytes according to the degrees of keratinization (p = 0.525) and nuclear pleomorphism
(p = 0.343) in the tumors. The results of this study suggest the involvement of Treg cells in the
modulation of immune and inflammatory responses in the microenvironment of SCCs of the
lower lip. The role of these cells may be more important in the initial stages than in the advanced

stages of lip carcinogenesis.

KEY WORDS: squamous cell carcinoma, lower lip, forkhead box P3, regulatory T cells,

immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) de labio inferior ¢ uma das neoplasias
malignas mais comuns da regido de cabega e pescoco, representando até 66,5% dos casos de
cancer oral (1). Embora esteja localizado em uma regido anatomica que favorece o diagnostico
precoce, um numero importante de casos de CCE de labio inferior sdo identificados em estagios
avancados, quando ja existem metastases nodais regionais (2). Nestas situagdes, as taxas de
sobrevida em 5 anos podem se reduzir de 80% para apenas 25%, configurando um pior
prognostico (3,4). Apesar da frequéncia relativamente alta do CCE de labio inferior e do
importante impacto das metastases nodais regionais no prognostico desta lesdo, diversos
aspectos relacionados a sua progressdo permanecem incompletamente compreendidos.

Estudos revelam que as interagdes entre células neoplasicas e células do sistema imune
sdo capazes de modular a progressdo e o desenvolvimento dos tumores (5,6). Neste processo,
as cé€lulas neoplasicas podem recrutar varios tipos celulares capazes de suprimir a resposta
imune no microambiente tumoral, com destaque para as células T regulatorias (Tregs) (5). As
células Tregs sdo células da linhagem linfocitica que expressam constitutivamente as moléculas
CD4, CD25 e o fator de transcri¢do nuclear Forkhead box P3 (FoxP3). Este ultimo, um fator
essencial para que os linfocitos T se diferenciem em células Tregs e executem fungdes
imunossupressoras (6,7), tem sido referenciado como um dos mais confidveis marcadores para
identificacao destes tipos celulares (6,8).

Através da liberagdo de citocinas inibitorias, citolise, modulagdo das fungdes das
células apresentadoras de antigenos (APC) e interrup¢do metabolica, as células Tregs podem
suprimir uma grande variedade de células do sistema imune, incluindo linfocitos B, células
Natural Killer (NK), células T CD4" ¢ T CD8", bem como mondcitos e células dendriticas (9).
A produgdo de citocinas inibitérias, como interleucina-10 (IL-10), interleucina-35 (IL-35) e
fator transformante de crescimento-3 (TGF-f), ¢ considerada um dos principais mecanismos de
supressado utilizados pelas células Tregs (10).

Diversos estudos tém relacionado a maior quantidade de células Tregs no
microambiente tumoral com uma diminui¢do da resposta imune antitumoral, culminando em
piores progndsticos (11,12). Em CCEs de cavidade oral, uma maior quantidade de células Tregs
tem sido associada com a presenca de metastase nodal regional (13), estadiamento clinico
avangado (13), baixas taxas de sobrevida geral (14) e de sobrevida livre de doenga (8). Por outro
lado, outras pesquisas evidenciaram que uma maior quantidade de células Tregs pode estar
relacionada a um melhor progndstico em CCEs de cavidade oral (15,16). Apesar desses

achados, até a presente data (Pubmed Database — acesso em 13/07/2015), destacam-se apenas
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dois estudos sobre células Tregs em CCEs de labio inferior. Um desses estudos foi realizado
com uma amostra relativamente pequena (n = 6) de CCEs de labio inferior (17) e o outro nao
relacionou a quantidade dessas células com achados clinico-patoldgicos (18).

Dessa forma, o presente estudo se propds a realizar uma analise imunoistoquimica da
quantidade de células Tregs (FoxP3+) no microambiente de CCEs de labio inferior,
estabelecendo relagdes com parametros clinico-patolégicos (tamanho/ extensdo do tumor,
metastase nodal regional, metastase a distancia, estddio clinico e grau histopatologico de
malignidade). Pretendeu-se, com esta pesquisa, contribuir com mais esclarecimentos a respeito

dos mecanismos relacionados a progressao tumoral nos CCEs de labio inferior.

MATERIAL E METODOS

Cinquenta casos de CCE de labio inferior, obtidos dos arquivos do hospital Napoledo
Laureano, Jodo Pessoa, PB, Brasil, foram selecionados para este estudo. Informacgdes a respeito
do sexo e idade dos pacientes, bem como em relacdo a presenca de metastase em nodos
regionais, metastase a distancia e estadio clinico (TNM) foram coletadas nos prontuarios
médicos dos pacientes. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande, PB, Brasil.

Para o estudo morfologico, cortes com Sum de espessura foram obtidos a partir do
material biologico emblocado em parafina. Em sequéncia, esses cortes teciduais foram
estendidos em laminas de vidro e submetidos a coloragdo de rotina da hematoxilina e eosina.
Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE),
dois examinadores previamente treinados realizaram a analise da gradacdo histopatologica de
malignidade dos espécimes, no front de invasdo tumoral, de acordo com o sistema proposto por
Bryne et al. (19). Nesse sistema, sdo atribuidos escores aos seguintes parametros: grau de
ceratinizagdo, padrdo de invasdo, pleomorfismo nuclear e infiltrado inflamatério. Em
sequéncia, os escores sao somados para ser obtido o escore final de malignidade do caso. Com
base na metodologia utilizada por Silveira et al. (20), lesdes com escore final igual ou menor
que 8 foram classificadas como de baixo grau de malignidade e tumores com escore final igual

ou superior a 9 foram classificados como de alto grau de malignidade.

Imunoistoquimica
A partir do material fixado em formol e emblocado em parafina, cortes com 3um de

espessura foram obtidos e estendidos em laminas de vidro preparadas com adesivo a base de
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organosilano. Os cortes teciduais foram desparafinizados e, em seguida, imersos em peroxido
de hidrogénio a 3% para bloqueio da peroxidase enddgena tecidual. Em sequéncia, os cortes
teciduais foram lavados em tampao fosfato-salino (PBS) e submetidos a recuperacao antigénica
com solug¢do de citrato, pH 6,0, em steamer. Posteriormente, os cortes teciduais foram
incubados com o anticorpo primario anti-FoxP3 (Ref. Ab22510, Abcam, Cambridge, UK;
dilui¢do 1:150) em camara imida, por 60 minutos. Ap6s dupla lavagem com PBS, os cortes
teciduais foram tratados com complexo a base de polimero (ADVANCE™ HRP, Dako,
Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente. A atividade da peroxidase foi visualizada
através da imersao dos cortes teciduais em diaminobenzidina (Liquid DAB+, Dako, Carpinteria,
CA), resultando em um produto de reacdo de coloracdo acastanhada. Finalmente, os cortes
teciduais foram contracorados com hematoxilina de Mayer e montados com laminula.

Como controle positivo, foram utilizados cortes histologicos de tonsila. Para o controle
negativo, no protocolo descrito anteriormente, o anticorpo primario foi substituido por

albumina de soro bovino (BSA) a 1% em solug¢do tampao.

Analise imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica foi realizada por dois examinadores previamente
treinados, sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertriecb GmbH,
Wetzlar, DE), sem que 0s mesmos tivessem conhecimento dos dados clinico-patol6gicos
relacionados aos casos.

A analise das células Tregs foi realizada de forma quantitativa, com base em uma
adaptacdo da metodologia utilizada por Schwarz et al. (21). Primeiramente, ao longo do front
de invasdo tumoral, sob aumento de 100x, foram selecionadas 10 &reas de maior
imunorreatividade ao anticorpo anti-FoxP3. Sob aumento de 400x%, cada uma dessas areas foi
fotomicrografada (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens
obtidas foram transferidas para o programa ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java,
National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA). Em sequéncia, foi realizada a
contagem, em cada um dos campos fotomicrografados, dos linfécitos exibindo imunomarcacgéo
nuclear para o FoxP3. Os valores obtidos em cada um desses campos foram somados,
estabelecendo-se o nimero total de linfécitos FoxP3+. Com esse Gltimo dado, foi calculada a

média de células Tregs para cada caso.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa
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Statistical Package for the Social Sciences (versao 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os
dados obtidos com a contagem dos linfécitos FoxP3+ foram submetidos a analise de
distribui¢do, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual revelou auséncia de distribui¢ao
normal. Dessa forma, as comparacdes das medianas das células Tregs de acordo com os
diversos parametros clinico-patoldgicos foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Possiveis associa¢des do grau histopatoldgico de malignidade das lesdes com
os parametros clinicos foram avaliadas por meio do teste exato de Fisher. Para todos os testes

estatisticos utilizados no presente estudo, foi considerado um nivel de significancia de 5% (p <

0,05).

RESULTADOS
Andlises clinicas e morfoldgicas

Dos 50 casos de CCE de labio inferior estudados, 38 (76,0%) foram diagnosticados
em individuos do sexo masculino, com uma propor¢ao homem/ mulher de 3.2:1. A idade dos
pacientes variou de 26 a 86 anos, com uma média de 62,1£18,3 anos. Em relagao ao tamanho/
extensao do tumor e a metastase nodal regional, foi observada maior frequéncia de casos
classificados como T2 (n = 28; 56,0%) e NO (n = 25; 50,0%). Metéstase a distancia nao foi
identificada em nenhum dos 50 casos avaliados. A anélise do estadiamento clinico, por sua vez,
demonstrou maior frequéncia de casos nos estadios III (n = 19; 38,0%) e II (n = 15; 30,0%)
(Tabela 1).

Em relacdo ao grau histopatologico, a amostra estudada revelou um predominio de
lesdes com alto grau de malignidade (n = 29; 58,0%) (Tabela 1). A maioria dos casos de CCE
de labio inferior sem metéstase nodal regional (n = 17; 81,0%) foram classificados como de
baixo grau de malignidade (p < 0,001). Por sua vez, a maioria dos pacientes nos estadios Il e

IV (n = 22; 84,6%) apresentaram tumores de alto grau de malignidade (p < 0,001).

Andlise imunoistoquimica

Em todos os CCEs de labio inferior avaliados, foram observados linfocitos FoxP3+ ao
longo do front de invasao tumoral (Figs. 1A e 1B), com médias que variaram de 0,60 a 53,20
(mediana: 12,45). Em relacdo ao tamanho/ extensdo do tumor, a mediana de linfocitos FoxP3+
foi de 14,70 (variagdo: 2,10 — 53,20) nas lesoes classificadas como T1 e de 10,80 (variagao:
0,60 — 37,90) nas lesdes classificadas como T2 — T4 (Fig. 2), sem diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (p = 0,244). Em relagao a metastase nodal regional, a mediana de
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linfocitos FoxP3+ foi de 7,40 (variagao: 0,60 — 30,80) nos CCEs de labio inferior com metastase
e de 15,20 (variagdo: 0,80 — 53,20) nos tumores sem metéstase (Fig. 2). O teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p =0,079).

A analise dos linfocitos FoxP3+, de acordo com o estadiamento clinico, revelou
mediana de 15,05 (variagdo: 0,80 — 53,20) nos CCEs de labio inferior em estadios iniciais (I/
IT) e de 7,90 (variagao: 0,60 — 37,90) nos tumores em estadios avancgados (III/ IV) (Fig. 2). O
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,187). Com relacdo ao grau histopatologico de malignidade,
a mediana de linfocitos FoxP3+ foi de 16,00 (variag¢ao: 0,60 —53,20) nos CCEs de labio inferior
de baixo grau de malignidade e de 6,60 (variagdo: 0,80 — 37,90) nos tumores de alto grau de
malignidade (Fig. 2), com diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,019).

A distribuicdo dos dados obtidos com a avaliacao dos linfocitos FoxP3+, de acordo
com os parametros isolados da gradacdo histopatoldgica de malignidade, é apresentada na
Figura 3. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas medianas de
linfocitos FoxP3+ em relagdo ao grau de ceratinizacdo (p = 0,525) e ao grau de pleomorfismo
nuclear (p = 0,343) das lesdes. Em relacdo ao padrao de invasdo, CCEs de ldbio inferior com
bordas infiltrativas bem delimitadas ou arranjados em corddes, bandas e/ ou trabéculas solidas
revelaram maior mediana de linfocitos FoxP3+ em comparacdo com tumores arranjados em
pequenos grupos celulares (p = 0,003). Por sua vez, CCEs de labio inferior com intenso
infiltrado inflamatdrio exibiram maior mediana de linfécitos FoxP3+ quando comparados aos

tumores com infiltrado inflamatorio moderado a ausente (p = 0,035).

DISCUSSAO

As interagdes entre células tumorais e células do sistema imune sdo capazes de
influenciar a progressdo neopldsica (12). Neste sentido, dependendo do perfil das células
imunes e dos mediadores quimicos secretados, o infiltrado inflamatorio associado as neoplasias
pode exercer ora um papel antitumoral, ora um efeito pro-tumoral (14,16). Portanto, nos ultimos
anos, intensificou-se a investigacdo acerca das caracteristicas celulares e moleculares da
resposta imune as neoplasias com o objetivo de compreender melhor o processo de progressao
tumoral, identificar fatores progndsticos mais confidveis e, eventualmente, definir alvos
potenciais para estratégias imunoterapéuticas (6,12,14,22).

No contexto das respostas imunes aos tumores, estudos tém destacado a participacao

das células Tregs, as quais podem suprimir as fungdes de diversos tipos celulares do sistema
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imune, incluindo linfocitos B, células Natural Killer (NK), células T CD4" ¢ T CD8", bem como
monocitos e células dendriticas (5,9). Neste sentido, o aumento na quantidade de células Tregs
no microambiente tumoral tem sido relacionado a piores progndsticos em carcinomas de cabega
e pescoco, incluindo os CCEs de cavidade oral (8,11,14). Por outro lado, outras pesquisas em
CCEs de cavidade oral reportaram um melhor progndstico para os casos com maiores
quantidades de células Tregs (15,16). Em CCEs de labio inferior, os trabalhos existentes (17,18)
sdo escassos € ndo permitem estabelecer, de forma conclusiva, o papel destas células na
progressao destas neoplasias.

No presente estudo, foram observados linfocitos FoxP3+ em todos os CCEs de labio
inferior avaliados. Tais achados, em concordancia com estudos prévios sobre células Tregs
nestas lesdes (17,18), corroboram a presenga desta subpopulagdo de células T no infiltrado
inflamatorio do microambiente dos CCEs de ldbio inferior. Na presente pesquisa, apesar da
auséncia de significancia estatistica, foi constatada uma tendéncia a uma maior quantidade de
linfocitos FoxP3+ em lesdes de menor tamanho, sem metastase nodal regional e em estadios
clinicos iniciais (p > 0,05). Em consonancia com estes achados, estudos com CCEs de cavidade
oral evidenciaram uma maior quantidade de células Tregs em lesdes de menor tamanho/
extensdo (16) e em estadios clinicos iniciais (15). Por outro lado, Gaur et al. (13) constataram
uma maior quantidade de células Tregs em CCEs orais com metéstase nodal regional e em
estadios clinicos avangados.

Em relagdo aos aspectos morfoldgicos, na presente pesquisa, foi constatada uma maior
quantidade de linfocitos FoxP3+ em CCEs de labio inferior de baixo grau de malignidade (p =
0,019). Considerando os parametros isolados, merece destaque a identificacdo de uma maior
quantidade de linfocitos FoxP3+ nas lesdes com intenso infiltrado inflamatorio (p = 0,035).
Embora tenham utilizado o sistema de gradagdo histopatologica da Organizacao Mundial da
Satde em seu estudo com CCEs de cavidade oral, Al-Qahtani et al. (12) também constataram
uma correlacdo positiva entre a intensidade do infiltrado inflamatério e o nimero de células
Tregs no microambiente dessas lesdes.

Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo sugerem uma participagao
importante das células Tregs nos CCEs de labio inferior. A agdo imunossupressora desta
subpopulagdo de células T pode ser particularmente necessdria em estdgios iniciais da
carcinogénese labial, nos quais as células neoplésicas possivelmente apresentam maior
imunogenicidade e, dessa forma, recrutam uma maior quantidade de células Tregs para o
microambiente para escapar da resposta imune antitumoral. Em estagios mais avangados da

carcinogénese labial, as células neoplésicas exibiriam menor capacidade de estimular respostas
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imunes e, com isso, haveria uma consequente redu¢ao na quantidade de células Tregs no
microambiente tumoral. Apesar desta sugestdo, ndo se pode desconsiderar a possibilidade de
que outros tipos celulares, como macréfagos M2 e células supressoras derivadas da linhagem
mieloide (5), sejam os principais responsaveis pela supressao da resposta imune no
microambiente dos CCEs de labio inferior em estagios avangados. Informacgdes a respeito das
interagdes celulares e dos mediadores quimicos envolvidos na supressdo da resposta imune em
CCE:s de labio inferior ainda sdo escassas (17,18) e, dessa forma, investigagdes posteriores sao
necessarias para confirmar essa sugestao.

Em CCEs de cavidade oral, uma maior quantidade de células Tregs tem sido associada
a piores prognosticos, caracterizados por baixas taxas de sobrevida geral (14) e de sobrevida
livre de doenca (8). Em contraposi¢do a estes achados, Lim et al. (15) e Wolf et al. (16)
observaram que maiores quantidades de células Tregs podem estar relacionadas a melhores
prognodsticos em CCEs de cavidade oral. De forma similar, estudos com adenocarcinomas
gastricos (23), linfomas (24) e carcinomas de cabeca e pescoco (7,25) demonstraram uma
relacdo entre a maior quantidade de células Tregs e maiores taxas de sobrevida dos pacientes.
Para explicar tais achados aparentemente contraditorios, estudos tém sugerido que as células
Tregs poderiam reduzir os efeitos pro-tumorais da inflamacdo cronica, como a liberacdo de
fatores angiogénicos, mitdgenos e proteases (5), os quais sdo capazes de estimular a progressao
tumoral (15).

Com base na sugestao apresentada anteriormente, o recrutamento das células Tregs
para o microambiente tumoral, possivelmente, ndo seria um evento coordenado pelas células
neoplésicas. Apesar disso, baseados nos resultados obtidos no presente estudo, outros cenarios
no contexto da resposta imune antitumoral nos CCEs orais poderiam ser considerados. Neste
sentido, a maior quantidade de células Tregs em CCEs orais em estddios clinicos iniciais € em
pacientes com maiores periodos de sobrevida (15, 16) poderiam ser o reflexo de uma forte
resposta imune antitumoral. Assim, as células neopldsicas malignas recrutariam um maior
numero de células Tregs na tentativa de suprimir respostas imunes antitumorais mais eficientes,
observadas particularmente em estagios iniciais das neoplasias malignas. Em estagios
avangados, com a existéncia de uma fraca resposta imune antitumoral, a quantidade de células
Tregs diminuiria. Para avaliar este possivel cendrio nos CCEs de labio inferior, ¢ de suma
importancia analisar os diversos tipos celulares do sistema imune presentes nestas lesoes, bem
como o perfil de mediadores quimicos secretados. Em concordancia com esta sugestdo,
pesquisas revelam que, para modular a imunidade antitumoral, alteragdes no equilibrio de

subpopulagdes celulares do sistema imune sdo mais importantes do que modificagdes
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quantitativas em um unico tipo celular (13,14).

Em conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem a participacdo das células
Tregs na modulagdo das respostas imunes e inflamatorias no microambiente dos CCEs de labio
inferior. O papel desempenhado por estas células pode ser mais importante em estagios iniciais

do que em estagios avancados da carcinogénese labial.

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar, por meio de imunoistoquimica, a quantidade de células T
regulatorias (Tregs) FoxP3+ no microambiente de carcinomas de células escamosas (CCE) de
labio inferior e relaciond-la com parametros clinico-patolégicos (tamanho/extensdo do tumor,
metastases em linfonodos regionais, metastases a distancia, estddio clinico e grau
histopatologico de malignidade). Foram selecionados 50 casos de CCEs de labio inferior. Os
linfécitos exibindo imunomarcagao nuclear para o FoxP3+ foram quantificados em 10 campos
microscopicos do front de invasdo tumoral e, em seguida, determinada a média de células Tregs
para cada caso. Foram observados linfocitos FoxP3+ em todos os casos avaliados, com uma
tendéncia a uma maior quantidade destes tipos celulares, sem diferengas estatisticamente
significativas, em lesdes de menor tamanho, sem metastase nodal regional e em estadios
clinicos iniciais (p > 0,05). Lesdes de baixo grau de malignidade revelaram maior quantidade
de linfocitos FoxP3+ em comparagdo com as de alto grau (p = 0,019). Tumores com intenso
infiltrado inflamatério exibiram maior mediana de linfocitos FoxP3+ (p = 0,035). Por sua vez,
lesdes arranjadas sob a forma de pequenos grupos celulares exibiram menor mediana de
linfocitos FoxP3+ (p = 0,003). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
na quantidade de linfocitos FoxP3+ em relagdo aos graus de ceratinizacdo (p = 0,525) e
pleomorfismo nuclear (p = 0,343) nas lesdes. Os resultados do presente estudo sugerem a
participagdo das células Tregs na modulagdo das respostas imunes e inflamatdrias no
microambiente dos CCEs de labio inferior. O papel desempenhado por estas células pode ser

mais importante em estagios iniciais do que em estagios avangados da carcinogénese labial.
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Tabela 1. Distribui¢ao absoluta e relativa dos casos de carcinoma de células escamosas de labio

inferior de acordo com os parametros clinico-patologicos.

Parametros clinico-patolégicos n (%)

Sexo

Masculino 38 (76,0)

Feminino 12 (24,0)
Tumor

T1 15 (30,0)

12 28 (56,0)

13 4 (8,0)

T4 3 (6,0)
Nodo

NO 25 (50,0)

NI 20 (40,0)

N2 5(10,0)

N3 0 (0,0)
Metastase

MO 50 (100,0)

Ml 0 (0,0)
Estadio clinico

Estadio 1 9 (18,0)

Estadio 11 15 (30,0)

Estadio 111 19 (38,0)

Estadio IV 7 (14,0)
Grau histopatologico de malignidade

Baixo grau 21 (42,0)

Alto grau 29 (58,0)
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Figura 1. (A) Linfocitos FoxP3+ (setas) no front de invasdo de CCE de labio inferior de baixo
grau de malignidade com intenso infiltrado inflamatério (Advance, x 400). (B) Linfocitos
FoxP3+ (setas) no front de invasao de CCE de labio inferior de alto grau de malignidade com

escasso infiltrado inflamatorio (Advance, x 400).
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Figura 2. Graficos box-plot da quantidade dos linfocitos FoxP3+ nos carcinomas de células
escamosas de labio inferior de acordo com o tamanho do tumor, a metastase linfonodal regional,

o estadio clinico e o grau histopatologico de malignidade.
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Figura 3. Graficos box-plot da quantidade de linfocitos FoxP3+ nos carcinomas de células
escamosas de labio inferior de acordo com o grau de ceratinizagdo, o grau de pleomorfismo

nuclear, o padrao de invasao e a intensidade do infiltrado inflamatdrio.



Considevacédes Finais



57

5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre células Tregs em CCEs de labio inferior sdo escassos ¢ demonstram
limitagdes que ndo permitem estabelecer, de forma categdrica, o papel destes tipos celulares na
progressao destas neoplasias. Neste sentido, os achados da presente pesquisa corroboram a
presenca das células Tregs no microambiente dos CCEs de labio inferior e sugerem, ainda, que
a modulagdo das respostas imunes e inflamatorias, por esta subpopulagao de células T, pode ser
mais importante em estagios iniciais do que em estagios avancados da carcinogénese labial.
Estas observagdes alicercam a realizacdo de novas investigagdes para avaliar uma possivel
aplicagdo das células Tregs como indicadores progndsticos e, no futuro, como alvos para

estratégias imunoterapéuticas nos CCEs de labio inferior.
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APENDICE A - Ficha para coleta de dados clinicos referente ao nimero do prontuario, sexo,
idade, tamanho do tumor (T), metastase em linfonodos regionais (N),

metastase a distancia (M) e estadio clinico.

N. Prontuario

Sexo

Idade

T

N

M

Estadio
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APENDICE B - Ficha para coleta de dados referente a analise da gradagdo histopatologica de
malignidade de Bryne et al. (1992) dos carcinomas de células escamosas de
labio inferior.

Caso

Parametros avaliados

Grau de
ceratinizacao

Pleomorfismo
nuclear

Padrdo de
invasao

Infiltrado
inflamatorio

Score
Total

Classificagao
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APENDICE C - Ficha para coleta de dados referente a anélise do niimero de células Tregs,
imunomarcadas pelo anticorpo anti-FoxP3, nos carcinomas de células escamosas de labio

inferior.

Caso

Campos microscopicos

4

5

6

7

10

Total

Média
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ANEXO B — Normas para submissdo de trabalhos no periodico Brazilian Dental Journal

ESCOPO E POLITICA

O Brazilian Dental Journal publica artigos completos, comunicagdes rapidas e relatos
de casos relacionados a assuntos de Odontologia ou disciplinas correlatas. Seréo considerados
para publicacdo apenas artigos originais. Na submissao de um manuscrito, 0s autores devem
informar em carta de encaminhamento que o material ndo foi publicado anteriormente e néo
estd sendo considerado para publicacdo em outro periodico, quer seja no formato impresso ou
eletronico.

ENDERECO ELETRONICO PARA SUBMISSAO:
http://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo

SERAO CONSIDERADOS APENAS TRABALHOS REDIGIDOS EM INGLES.
Autores cuja lingua nativa ndo seja o Inglés, devem ter seus manuscritos revisados por
profissionais proficientes na Lingua Inglesa. Os trabalhos aceitos para publicacdo serdo
submetidos a Revisdo Técnica, que compreende revisdo linguistica, revisdo das normas
técnicas e adequacdo ao padréao de publicacdo do perioddico. O custo da Revisdo Técnica
serd repassado aos autores. A submissdo de um manuscrito ao BDJ implica na aceitacdo
prévia desta condicdo. A decisdo de aceitacdo para publicacdo é de responsabilidade dos
Editores e baseia-se nas recomendacdes do corpo editorial e/ou revisores "ad hoc". Os
manuscritos que ndo forem considerados aptos para publicacdo receberdo um e-mail
justificando a decisdo. Os conceitos emitidos nos trabalhos publicados no BDJ séo de
responsabilidade exclusiva dos autores, ndo refletindo obrigatoriamente a opinido do corpo
editorial.

FORMAS E PREPARACAO DE MANUSCRITOS

AS NORMAS DESCRITAS A SEGUIR DEVERAO SER CRITERIOSAMENTE
SEGUIDAS.

GERAL

e Submeter o manuscrito em Word e em PDF, composto pela pagina de rosto, texto,
tabelas, legendas das figuras e figuras (fotografias, micrografias, desenhos
esquematicos, graficos e imagens geradas em computador, etc).

« O manuscrito deve ser digitado usando fonte Times New Roman 12, espaco entrelinhas
de 1,5 e margens de 2,5 cm em todos os lados. NAO UTILIZAR negrito, marcas d'agua
Ou outros recursos para tornar o texto visualmente atrativo.

e As paginas devem ser numeradas sequencialmente, comecando no Summary.

o Trabalhos completos devem estar divididos sequencialmente conforme os itens abaixo:
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. Pagina de Rosto

. Summary e Key Words

. Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e Discussdo

. Resumo em Portugués (obrigatorio apenas para 0s autores nacionais)
. Agradecimentos (se houver)

. Referéncias

. Tabelas

. Legendas das figuras

. Figuras

OCoO~NOoO U WN -

Todos os titulos dos capitulos (Introducdo, Material e Métodos, etc) em letras
maidsculas e sem negrito.

Resultados e Discussdo NAO podem ser apresentados conjuntamente.

Comunicac0es rapidas e relatos de casos devem ser divididos em itens apropriados.
Produtos, equipamentos e materiais: na primeira citagdo mencionar o nome do
fabricante e o local de fabricacdo completo (cidade, estado e pais). Nas demais citacOes,
incluir apenas o nome do fabricante.

Todas as abreviacfes devem ter sua descri¢do por extenso, entre parénteses, na primeira
vez em que sdo mencionadas.

PAGINA DE ROSTO

A primeira pagina deve conter: titulo do trabalho, titulo resumido (short title) com no
maximo 40 caracteres, nome dos autores (maximo 6), Departamento, Faculdade e/ou
Universidade/Instituicdo a que pertencem (incluindo cidade, estado e pais). NAO
INCLUIR titulagdo (DDS, MSc, PhD etc) e/ou cargos dos autores (Professor, Aluno de
Pds-Graduacdo, etc).

Incluir o nome e enderego completo do autor para correspondéncia (informar e-mail,
telefone e fax).

A pagina de rosto deve ser incluida em arquivo separado do manuscrito.

MANUSCRITO

O manuscrito deve conter:
A primeira pagina do manuscrito deve conter: titulo do trabalho, titulo resumido (short
title) com no méximo 40 caracteres, sem 0 nome dos autores.

SUMMARY

A segunda pagina deve conter o Summary (resumo em Inglés; maximo 250 palavras),
em redacdo continua, descrevendo o objetivo, material e métodos, resultados e
conclusdes. N&o dividir em topicos e néo citar referéncias.

Abaixo do Summary deve ser incluida uma lista de Key Words (5 no maximo), em letras
minusculas, separadas por virgulas.

INTRODUCAO



74

e Breve descricdo dos objetivos do estudo, apresentando somente as referéncias
pertinentes. Ndo deve ser feita uma extensa revisao da literatura existente. As hipoteses
do trabalho devem ser claramente apresentadas.

MATERIAL E METODOS

« A metodologia, bem como os materiais, técnicas e equipamentos utilizados devem ser
apresentados de forma detalhada. Indicar os testes estatisticos utilizados neste
capitulo.

RESULTADOS

o Apresentar os resultados em uma sequéncia ldgica no texto, tabelas e figuras,
enfatizando as informacdes importantes.

o Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto.

« Tabelas e figuras devem trazer informagdes distintas ou complementares entre si.

o Os dados estatisticos devem ser descritos neste capitulo.

DISCUSSAO

e Resumir os fatos encontrados sem repetir em detalhes os dados fornecidos nos
Resultados.

o Comparar as observacoes do trabalho com as de outros estudos relevantes, indicando as
implicacdes dos achados e suas limita¢des. Citar outros estudos pertinentes.

o Apresentar as conclusdes no final deste capitulo. Preferencialmente, as conclusfes
devem ser dispostas de forma corrida, isto €, evitar cita-las em topicos.

RESUMO (em Portugués) - Somente para autores nacionais

O resumo em Portugués deve ser IDENTICO ao resumo em Inglés (Summary). OBS: NAO
COLOCAR titulo e palavras-chave em Portugués.

AGRADECIMENTOS

O Apoio financeiro de agéncias governamentais deve ser mencionado. Agradecimentos a
auxilio técnico e assisténcia de colaboradores podem ser feitos neste capitulo.

REFERENCIAS

o As referéncias devem ser apresentadas de acordo com o estilo do Brazilian Dental
Journal. E recomendado aos autores consultar nimeros recentes do BDJ para se
familiarizar com a forma de citacdo das referéncias.

o Asreferéncias devem ser numeradas por ordem de aparecimento no texto e citadas entre
parénteses, sem espaco entre os nuameros: (1), (3,5,8), (10-15). NAO USAR
SOBRESCRITO.

o Para artigos com dois autores deve-se citar os dois nomes sempre que o artigo for
referido. Ex: "According to Santos and Silva (1)...". Para artigos com trés ou mais
autores, citar apenas o primeiro autor, seguido de "et al.". Ex: "Pécora et al. (2) reported
that..."
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o Na lista de referéncias, os nomes de TODOS OS AUTORES de cada artigo devem ser
relacionados. Para trabalhos com 7 ou mais autores, 0s 6 primeiros autores devem ser
listados seguido de "et al."”

o Alista de referéncias deve ser digitada no final do manuscrito, em sequéncia numerica.
Citar NO MAXIMO 25 referéncias.

e A citacdo de abstracts e livros, bem como de artigos publicados em revistas ndo
indexadas deve ser evitada, a menos que seja absolutamente necessario. N&o citar
referéncias em Portugués.

o Ostitulos dos periddicos devem estar abreviados de acordo com o Dental Index. O estilo
e pontuacdo das referéncias devem seguir o formato indicado abaixo:

Periodico

1. Lea SC, Landini G, Walmsley AD. A novel method for the evaluation of powered
toothbrush oscillation characteristics. Am J Dent 2004;17:307-309.

Livro

2. Shafer WG, Hine MK, Levy BM. A textbook of oral pathology. 4th ed. Philadelphia: WB
Saunders; 1983.

Capitulo de Livro

3. Walton RE, Rotstein I. Bleaching discolored teeth: internal and external. In: Principles and
Practice of Endodontics. Walton RE (Editor). 2nd ed. Philadelphia: WB Saunders; 1996. p
385-400.

TABELAS

o As tabelas com seus respectivos titulos devem ser inseridas ap6s o texto, numeradas
com algarismos arabicos; NAO UTILIZAR linhas verticais, negrito e letras maitsculas
(exceto as iniciais).

« Otitulo de cada tabela deve ser colocado na parte superior.

o Cada tabela deve conter toda a informacdo necessaria, de modo a ser compreendida
independentemente do texto.

FIGURAS

« NAO SERAO ACEITAS FIGURAS INSERIDAS EM ARQUIVOS
ORIGINADOS EM EDITORES DE TEXTO COMO O WORD E NEM
FIGURAS EM POWER POINT;

e Os arquivos digitais das imagens devem ser gerados em Photoshop, Corel ou outro
software similar, com extensdo TIFF e resolugdo minima de 300 dpi. Apenas figuras
em PRETO E BRANCO sé&o publicadas. Salvar as figuras no CD-ROM.

« Letras e marcas de identificacdo devem ser claras e definidas. Areas criticas de
radiografias e fotomicrografias devem estar isoladas e/ou demarcadas.

o Partes separadas de uma mesma figura devem ser legendadas com letras maiusculas (A,
B, C, etc). Figuras simples e pranchas de figuras devem ter largura minima de 8 cm e
16 cm, respectivamente.

o As legendas das figuras devem ser numeradas com algarismos arabicos e apresentadas
em uma pagina separada, apos a lista de referéncias (ou apos as tabelas, quando houver).

ENVIO DE MANUSCRITOS



CHECAR OS ITENS ABAIXO ANTES DE ENVIAR O MANUSCRITO A
REVISTA

1. Carta de submissdo.

2.Pagina de rosto.

3. Manuscrito (incluindo tabelas e legendas).

4. No manuscrito, observar:

- identificagcdo dos autores somente na pagina de rosto.

- texto digitado em fonte Times New Roman 12, espaco entrelinhas de 1,5 e margem
de 2,5 cm em todos os lados.

- tabelas, legendas e figuras ao final do texto.

5. Os arquivos digitais as figuras em preto e branco, salvas em TIFF, com resolucéo
minima de 300 dpi.
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