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RESUMO

Carcinoma de células escamosas oral (CCEOQ) representa mais de 90% dos tumores malignos
da mucosa oral, apresentando caracteristica infiltrativa, curso clinico agressivo e prognostico
desfavoravel. Um fator que pode interferir no prognéstico do CCEO consiste nos
componentes do microambiente tumoral. Os macréfagos associados a tumores (MATS)
representam uma parcela desta populacédo celular e séo divididos de acordo com seu estado de
polarizacdo: subtipo M1 que exerce propriedades anti-tumorais e o subtipo M2 que apresenta
atividade anti-inflamatoria. A relacdo dos MATs com o CCEO em pacientes jovens ainda ndo
¢ conhecida. O presente estudo teve por objetivo analisar, por meio de técnica
imunoistoquimica, a presenca das subpopulacdes M1 e M2 de MATs em uma série de casos
de carcinoma de células escamosas de lingua (CCEL). Cortes histolégicos obtidos de 44 casos
de CCEL divididos em dois grupos (11 casos de pacientes jovens < 45 anos e 33 casos de
pacientes idosos > 60 anos) foram avaliados, sendo assim determinadas as gradagdes
histopatoldgicas de malignidade. O material foi submetido a técnica de dupla coloracao para
0s anticorpos monoclonais anti-CD68, anti-CD163 e anti-HLA-DR, obtendo a distingéo entre
0s MATs M1 (CD68/HLA-DR) e M2 (CD68/CD163). Os MATs M1 e M2, quando
comparados, apresentaram contagens semelhantes no que diz respeito ao tamanho do tumor,
presenca de metastase linfonodal, presenca de metastase a distancia e gradacédo
histopatologica de malignidade, no entanto observou-se uma maior contagem de MATs M1
em pacientes diagnosticados com T1 (6,85), e uma maior contagem de M2 em casos T4
(4,55), sugerindo que a maior presenca de M1 pode estar relacionada com lesdes de tamanho
reduzido enquanto que uma maior presenca de M2 pode estar relacionada com lesdes mais
expansivas. Observou-se, também, que em lesbes pobremente diferenciadas a contagem de
M2 (6,85) foi mais expressiva que a de M1 (4,55), sugerindo que a maior presenca de M2

pode estar relacionada com lesdes de morfologia mais indiferenciada.

Palavras-chave: lingua, carcinoma de células escamosas, ativagdo de macréfagos, imuno-

histoquimica.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is more than 90% of malignant tumors of the oral
mucosa, with infiltrative feature, aggressive clinical course and poor prognosis. A factor that
can interfere in the OSCC prediction consists of the components of the tumor
microenvironment. Tumor associated macrophages (TAMS) represent a portion of this cell
population and are divided according to their state of polarization: M1 subtype that exerts
anti-tumor properties and the M2 subtype that has anti-inflammatory activity. The list of
TAMs with OSCC in young patients still unknown. The present study analyzed, through
immunohistochemistry, the presence of subpopulations M1 and M2 of TAMs in a number of
cases of squamous cell carcinoma of tongue (SCCT). Histological sections obtained from 44
cases of SCCT divided into two groups (11 cases of young patients < 45, and 33 cases of
elderly patients > 60 years) were evaluated, thus being certain histopathological grades of
malignancy. The material was subjected to double staining technique for the anti-CD68
monoclonal antibody, anti-CD163 and anti-HLA-DR, obtaining the distinction between
TAMs M1 (CD68 / HLA-DR) and M2 (CD68 / CD163). Cases of SCCT analyzed in this
study, compared to age 11 (25.0%) patients were young while 33 (75.0%) were elderly. For
histopathological grading of malignancy proposed by WHO, the assessment of TAMs M1
showed medians of 12.3 in well-differentiated tumors; 5.8 in the moderately differentiated
tumors and 5.8 in poorly differentiated lesions. For TAMs M2, lesions classified as well
differentiated revealed a median of 10.7; moderately differentiated lesions exhibited a median
of 2.7 and poorly differentiated tumors showed a median of 6.85. Regarding the histological
grade of malignancy proposed by Bryne, the evaluation of TAMs M1 showed medians of 11.3
in tumors classified as low-grade and 5.55 in the highly malignant tumors. For TAMs M2,
low-grade malignant lesions revealed a median of 8.7 and high-grade lesions exhibited a
median of 4.00. This study suggests that the tumor microenvironment has a direct

participation in the progression of the disease.

Keywords:  Tongue,  Squamous  Cell  Carcinoma, Macrophage  Activation,
Immunohistochemistry.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

O céncer é causado por alteracdes no material genético de células transformadas. Estas
anomalias podem ser resultado dos efeitos de agentes carcinogénicos como o tabagismo,
radiacdo, substancias quimicas ou agentes infecciosos. As interagcbes complexas entre agentes
carcinogénicos e o genoma do hospedeiro podem explicar porque somente alguns individuos
desenvolvem cancer ap0s a exposi¢cdo a um carcindgeno conhecido. Tal doenca é considerada
um problema de saude publica, cuja prevencdo e o diagnostico precoce ainda constituem as
melhores formas de reverter essa situagéo (INCA, 2014).

O carcinoma de células escamosas (CCE) corresponde a neoplasia mais frequente da
cavidade oral, sendo considerada uma doenca multifatorial e de alta incidéncia no mundo
(DAHER et al., 2008; HASSON, 2008; ORTHOLAN et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009;
ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010; FELLER; LEMMER, 2012; SHENOI et al.,
2015). O CCE representa mais de 90% dos tumores malignos da mucosa oral, havendo
evidéncias clinicas que os CCE tém um pior prognostico quando acometem a lingua.
Geralmente, 0 CCE em lingua (CCEL) mostra invasdo de forma mais infiltrativa e, por
conseguinte, predispdem a formacéo de metastases (FREITAS et al, 2010).

O CCE oral em pacientes jovens talvez seja uma doenca distinta daquela que ocorre
em pacientes mais velhos, uma vez que apresentam etiologia e progressao clinica particulares.
Em conjunto com o aumento da incidéncia, existem de poucos estudos que avaliem a taxa de
sobrevida dos pacientes acometidos. Fatores de risco tradicionais talvez ndo sejam o0s
responsaveis pela incidéncia dos casos de CCE em pacientes jovens, o que demonstra a
necessidade de um melhor entendimento da epidemiologia do céncer oral, em especial na
faixa etaria anteriormente citada (VENTURI et al, 2004; RAHAMAN; MUJIB ,2014).

Neste contexto, tem-se estudado o papel pro-tumoral das células inflamatorias do
microambiente tumoral, resultando na capacidade de estas expressarem distintos programas
funcionais em resposta a diferentes sinais e/ou condigdes microambientais (VAUPEL;
MAYER, 2007; MANTOVANI, 2010; COSTA et al, 2013). Os macrofagos, principais
representantes de defesa no microambiente tumoral, sdo fenotipicamente reconhecidos sob
duas polarizages: M1 e M2. O fendtipo M1, por ser uma ativagdo macrofagica classica,
possui propriedades pré-inflamatorias, mantendo niveis constantes e elevados de citocinas
como interleucina-12, -23 e IFN-y. Além disso, sdo capazes de destruir células neoplasicas

por meio de espécies reativas de oxigénio. Por sua vez, o subtipo M2, correspondendo a uma
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ativacdo macrofagica alternativa, tem condi¢des moleculares que viabilizam o escape de
células neoplasicas da vigilancia imunoldgica. Essa capacidade de imunossupressao
desenvolvida pelo tumor é reflexo da producdo de citocinas anti-inflamatorias e
imunossupressoras (Interleucina-10 e TGF-p), inibig¢do das fungdes inflamatdrias e citotdxicas
do subtipo M1, inducéo da angiogénese, remodelacédo e reparo tecidual, condigfes estas que
contribuem para o crescimento e disseminacao tumoral (GORDON, 2007; MARTINEZ et al.,
2009; MA et al., 2010; SICA, 2010; BAAY et al., 2011; CASSETTA et al., 2011; SHAPIRO
etal.,, 2011; FUJII et al., 2012; MERRY et al., 2012; SICA et al., 2012; COSTA et al., 2013).

Um sistema de estadiamento clinico foi desenvolvido segundo a classificacdo da
International Union Against Cancer- IUAC. Este sistema, conhecido como TNM, tem como
base a avaliacdo da dimensdo do tumor (T), a extensdo da disseminacdo em linfonodos
regionais (N) e a presenca ou ndo de metastase a distancia (M). A combinacdo das diversas
variantes de T, N e M determinam os estadios que variam de | a IV. A divisdo de casos de
cancer em grupos, de acordo com os estadios, deveu-se ao fato das taxas de sobrevivéncia
serem maiores nos casos em que a doenca estava localizada, e menores quando havia se
estendido além do 6rgédo de origem (BRASIL, 2004).

Na maioria dos casos os portadores do CCEL s&o homens idosos, que em geral percebem
alguma alteracdo por 4 a 8 meses antes de buscar atendimento, no entanto h4 um aumento na
incidéncia de CCEL em pacientes abaixo dos 40 anos de idade. Estudos sugerem que a
doenca segue um curso mais agressivo em pacientes jovens, levando a uma taxa de
mortalidade de 40% no periodo de 2 anos. CCEL em pacientes com menos de 40 anos de
idade parece apresentar um comportamento bioldgico distinto, mas a etiopatogenia nestes
casos permanece desconhecida. (POPOVTZER et al., 2004; GARAVELLO, SPREAFICO,
GAINI, 2006; HILLY et al., 2013). Existe uma dor minima na fase inicial da doenca, o que
pode explicar a demora na procura por atendimento.

Clinicamente pode se apresentar como um aumento de volume com crescimento exofitico
(vegetante, papilar ou verruciforme) ou ainda como um crescimento endofitico (invasivo,
escavado ou ulcerado); leucoplasico; eritroplasico ou leucoeritroplasico.

Histopatologicamente nota-se a presenca de lengois, ninhos, cordfes ou pequenos grupos
de células epiteliais tumorais invadindo a lamina prépria. Essas células invasoras apresentam
alteracdes morfoldgicas (nucléolos proeminentes, pleomorfismo celular e nuclear,
hipercromatismo nuclear, multinucleacdo, eosinofilia citoplasmatica, disceratose, elevado
nimero de mitoses e mitoses atipicas). Dependendo do grau de diferenciagdo celular é

possivel encontrar acumulos de ceratina (pérolas de ceratina) em meio a regido de invasao,
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além de poder observar no estroma tumoral a presenca de infiltrado inflamatério (REGEZI,
SCIUBBA, JORDAN, 2008; NEVILLE et al., 2009). A diferenciacdo histopatologica e o
padrdo de invasdo tém sido ultimamente correlacionados ao comportamento biolégico do
CCEO, podendo ser auxiliar na identificacdo de pacientes com maior risco de apresentar
metastases linfonodais (BRYNE, 1991; BRYNE, 1998).

Até o presente momento, ndo sdo encontrados na literatura estudos que avaliem a
participacdo de MATs em CCEL comparando pacientes jovens e idosos. Sendo assim, com
esta pesquisa, pretende-se avaliar o papel dos MATs M1 e M2 na patogénese do CCEL, em
especial nos pacientes jovens, com intuito de contribuir com informagdes Uteis na

determinacdo do progndstico e individualizacdo dos tratamentos.
1.1 INFILTRADO INFLAMATORIO

Por meio da inflamacdo os organismos vivos sdo capazes de restabelecer seus tecidos
danificados. Esse mecanismo é de grande importancia na manutencdo da integridade dos
tecidos submetidos a agressGes. Quando adequadamente regulado, esse mecanismo é
harmonioso e autolimitado, ou seja, cessa assim que o reparo tecidual tenha sido efetuado
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; BRASILEIRO-FILHO, 2011).

Diante de uma lesdo provocada por agentes fisicos, quimicos, biol6gicos ou genéticos
teremos uma reacao sob forma de inflamac&o, esta é reconhecida pelas células de defesa do
organismo que, estando ativadas, irdo liberar mediadores quimicos como citocinas,
qguimiocinas, prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. Estes orientardo o processo de
reparo, onde os tecidos adjacentes a lesdo aumentam sua permeabilidade e assim possibilitam
a atividade de células fagocitérias, além de permitir a angiogénese e favorecer um maior
aporte de oxigénio e nutrientes ao local (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004,
BARRETO et al., 2011).

As células neoplasicas aproveitam deficiéncias imunol6gicas em favor do crescimento e
invasdo tumoral. Rudolf Virchow, em 1863, foi o primeiro a identificar a presenca de
leucdcitos em tecidos circunjacentes as neoplasias, sugerindo que estas celulas estariam
envolvidas na carcinogénese. Por muito tempo as hipéteses levantadas por Virchow serviram
de base para o entendimento do microambiente inflamatério em tecidos neoplasicos.
(BALKWILL, MANTOVANI, 2001; BARRETO et al., 2011).

Algumas das células inflamatorias residentes teciduais sdo os macrofagos, estes séo
provenientes de um precursor circulante no sangue, 0 mondcito. O mondcito tem de 10 a 15

pum de didmetro, possui nicleo em “forma de rim” e um citoplasma granular, contendo
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lisossomos, vacutolos fagocitarios e filamentos do citoesqueleto. Uma vez estabelecidos nos
tecidos, essas celulas amadurecem, tornando-se macréfagos que recebem nomes especiais
para designar localizac6es especificas (ABBAS, LICHTMAN, 2005).

Os macrdfagos podem exibir morfologia variada e um expressivo repertério de funcoes,
estando presentes em todos os 6rgdos e tecido conjuntivo. Alguns desenvolvem um
citoplasma abundante, semelhante a célula epitelial, por isso sdo denominados de células
epitelidides. Outros se fundem, formando células gigantes multinucleadas (ABBAS,
LICHTMAN, 2005).

Dentre algumas fungdes naturais dos macréfagos destaca-se: apresentacdo de antigenos,
fagocitose de restos celulares e recrutamento de outras células imunes como reforco no
combate aos corpos estranhos e células neoplasicas (SHAPIRO, LUTATY, ARIEL, 2011).

Todavia os macréfagos apresentam uma plasticidade fenotipica que favorece a producéo
de uma variedade de citocinas, as quais poderdo promover a progressao tumoral. O interferon-
v ¢ lipopolissacarideos sdo substancias produzidas por uma classe de macréfagos, M1, e
corresponde a “ativagdo classica” dessas células em respostas imunoldgicas. Os macrofagos
M1 compreendem a primeira linha de defesa contra patdgenos intracelulares, além de ativar
os linfocitos T- CD4+ (MA et al., 2010; SHAPIRO, LUTATY, ARIEL, 2011; FUJII et al.,
2012).

J& interleucina-4, -10 e -13, sdo mediadores quimicos produzidos por outra linhagem de
macrofago, M2, correspondendo a uma “ativagdo alternativa” destas células (MA et al., 2010;
FUJIl etal., 2012).

Coffelt, Hughes e Lewis (2009) mostraram que a maior quantidade fenotipica de MATSs
corresponde ao tipo M2. Embora sua presenca em demasia tenha sido associada a piores
prognodsticos em diversos estudos (ALVARO et al., 2006; LEE et al., 2008; RYDER et al.,
2008; KURAHARA et al., 2009; KAWAHARA et al., 2010). Tal fato pode ser resultado de
diferencas no comportamento bioldgico entre diversas neoplasias e/ou do uso incorreto dos
marcadores nas analises imunoistoquimicas (BAAY et al., 2011).

Nas andlises imunoistoquimicas de subpopulagcfes de macrofagos costumam-se utilizar os
anticorpos anti-CD68 e anti-CD163. No entanto o anticorpo anti-CD68 reconhece tanto
macrofagos M1 quanto M2. Portanto seu uso unico ndo deve servir de pardmetro para associar
caracteristicas clinico-patoldgicas da lesdo com uma maior quantidade de macréfago M2 ou
M1. Por outro lado, o anticorpo anti-CD163 é especifico para macréfagos M2. Embora o
aumento da expressdo de M2 em céancer de pulméo e carcinoma de células renais tenha sido

correlacionado a um pobre prognostico, seu papel em carcinoma de células escamosas oral
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ainda gera duvidas devido a escassez de estudos em tal lesdo (OHRI et al., 2009; Le Xu et al.,
2014).

Os anticorpos CD68, HLA-DR e CD163 sdo largamente utilizados para identificar
macrofagos, no entanto, essas moléculas também sdo expressas por outras células dentre elas:
células dendriticas imaturas CDZ1a-positivas (sensiveis ao CD68), linfocitos periféricos (reativos
ao HLA-DR) e algumas ceélulas dendriticas (identificadas pelo CD163). Desta forma, postula-se
que a dupla-coloragdo com os marcadores macrofagicos CD68/HLA-DR (MATs M1) ou
CD68/CD163 (MATs M2) pode identificar mais especificamente os MATs. (BAAY et al., 2011;
FUJII et al., 2012; WADA et al., 2012).

Os MATSs desempenham um importante papel no crescimento de tumores e metastase.
Isso implica que interacdes entre as células tumorais e MATs fornecem uma oportunidade
para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas. O papel pro-tumoral das células
mieldides associadas a tumores (CMATS) revela-se na capacidade de estas expressarem
distintos programas funcionais em resposta a diferentes sinais e/ou condigdes
microambientais (VAUPEL; MAYER, 2007; MANTOVANI; SICA, 2010).

Devido a escassez de estudos que permitam um melhor entendimento entre a interacdo
do microambiente tumoral de CCEL em pacientes jovens com a progressdo do tumor, a
presente pesquisa se propds a analisar, por meio de técnica imunoistoquimica, a presenca das
subpopulacBes M1 e M2 de MATSs em uma série de casos de CCEL e verificar um possivel
envolvimento destes subtipos celulares no progndstico de pacientes jovens acometidos por

esta lesdo.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, através da técnica imunoistoquimica, a presenca das subpopulagdes M1 e M2
de MATS pela utilizacdo de anticorpos para as proteinas CD68, HLA-DR e CD163 em CCEL,
e verificar um possivel envolvimento destes subtipos celulares com o prognéstico desses

tumores em pacientes jovens e idosos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a gradacdo histopatolégica de malignidade dos CCEL de pacientes jovens e
idosos;

Verificar se existe diferenca na expressao das subpopulagdes M1 (CD68/HLA-DR) e
M2 (CD68/CD163) entre os CCEL de pacientes jovens e idosos;

Analisar a expressdo imunoistoquimica em dupla-marcacdo para as proteinas
CD68/HLA-DR e CD68/CD163 em diferentes gradacdes histopatoldgicas de malignidade;

Avaliar a expressdo imunoistoquimica das subpopulacbes M1 e M2 de MATs em

CCEL, considerando os dados clinicos dos pacientes: sexo, TNM e estadiamento clinico.
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3. METODOLOGIA
3.1. CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho foi cadastrado na Base de Registros de Pesquisa envolvendo seres
humanos (Plataforma Brasil) e submetido & apreciacio e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, de acordo com a resolugdo 466/12 do
CNS, obtendo parecer favoravel sob numero 25017513.9.0000.5187 (ANEXO 1)

Os pesquisadores assinaram um termo de compromisso (APENDICE A) e foram
encaminhados ao Hospital Napoledo Laureano pela Coordenagdo da Pds-graduacdo em
Odontologia (APENDICE B) para submissdo da pesquisa a0 Comité de Etica em Pesquisa do
hospital, recebendo parecer favoravel (APENDICE C).

3.2. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo caracterizou-se por uma pesquisa de carater observacional, com corte
transversal, consistindo em uma analise imunoistoquimica, descritiva e comparativa da

presenca das subpopula¢ées M1 e M2 de MATs em CCEL.
3.3. LOCAL DO ESTUDO

O estudo utilizou o Hospital Napoledo Laureano, Jodo Pessoa — PB, centro de
referéncia no atendimento aos pacientes com cancer do estado da Paraiba, para selecdo dos
casos de CCEL.

A anélise da gradacdo histopatologica de malignidade dos tumores foi realizada no
Laboratério de Histopatologia Oral do Departamento de Odontologia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campina Grande — PB, onde também foram realizados 0s

estudos imunoistoquimicos.
3.4. POPULACAO

A populagdo do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCEL,
diagnosticados e registrados no Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Napoledo
Laureano/Jodo Pessoa — PB, no periodo de janeiro de 2002 a maio de 2015 que atenderam aos

critérios de inclusdo e exclusao.
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3.5. AMOSTRA

A técnica de amostragem empregada no estudo foi do tipo ndo-probabilista por
conveniéncia. A amostra foi dividida em dois grupos: um com 11 casos de CCEL em
pacientes com idade igual ou inferior a 45 anos (os quais foram considerados como CCEL em
pacientes jovens) e outro com 33 casos de CCEL em paciente com idade igual ou superior a
60 anos (os quais foram considerados como CCEL em pacientes idosos), verificando os

critérios de inclusao e exclusdo listados abaixo.
3.5.1. Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo, os casos de CCEL oriundos de ressec¢do cirirgica, cujos
prontuarios contemplaram os dados necessarios para realizacdo do estudo clinico, além de
possuirem blocos de parafina que apresentassem qualidade e quantidade suficiente de material

bioldgico para realizacao do estudo histomorfoldgico e imunoistoquimico.
3.5.2. Critérios de Excluséo

Foram excluidos os casos provenientes de bidpsia incisional ou excisional que néo
apresentaram quantidade suficiente de material biologico para avaliacdo histomorfoldgica e
imunoistoquimica. Também foram desconsiderados os casos de pacientes que houvessem se

submetido previamente a tratamento quimioterapico e/ou radioterapico previamente.
3.6 ESTUDO CLINICO

Inicialmente foram registrados os nimeros originais tanto do prontuario quanto da
peca parafinada, tal qual estdo registrados no servico de origem. Em seguida foram coletadas
informacBes com relacdo ao sexo do paciente, idade, raca, tamanho/extensdao do tumor,
presenca de metéstases linfonodais regionais, metastases a distancia, estadiamento clinico,
ocupacéo profissional e habitos deletérios conforme ficha especifica (APENDICE D).

A idade foi coletada sem categorizagdo prévia. Com relacdo a etnia, foi descrita de
acordo com a classificagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE): brancos,
pardos, negros/pretos, amarelos e indigenas, e foram recategorizados em brancos e néo-
brancos para andlise descritiva dos dados.

O estadiamento dos pacientes foi registrado mediante o descrito no prontuério,

adotando-se a classificacdo TNM do INCA (Instituto Nacional do Céancer). Em seguida, o



22

estadiamento foi categorizado em estadio I-11 para auséncia de metéstases (NO) e estadio Il1-
IV para presenca de metéstases (N>0).

Para o estadiamento clinico foram utilizados os parametros elencados na sexta edi¢édo
da Classificacdo TNM dos Tumores Malignos (SOBIN; WITTEKIND, 2002), os quais sao
apresentados nos Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Sistema de estadiamento clinico TNM, preconizado por Sobin, Wittekind (2002).
T - TUMOR PRIMARIO

X Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO N&o h& evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimenséo

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em seu didmetro maior

T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

T4a Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, assoalho da boca ou
pele da face

T4b Tumor que invade o espago mastigador, ldminas pterigoides, base do créanio

ou artéria carotida interna
N — LINFONODOS REGIONAIS

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua

maior dimensao

N2 N2a — Metastase em um unico linfonodo homolateral com mais de 3 cm e até
6 cm em sua maior dimenséo

N2b — Metéastase em linfonodos homolaterais maltiplos, nenhum deles com
mais de 6 cm em sua maior dimenséo

N2c - Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com

mais de 6 cm em sua maior dimenséo

N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao
M - METASTASE A DISTANCIA

MX Metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Presenca de metastase a distancia
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Quadro 2. Categorias de estadiamento clinico TNM, preconizado por Sobin, Wittekind
(2002).

ESTAGIO CLASSIFICACAO TNM

0 Tis NO MO

I T1 NO MO
I T2 NO MO
i T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO

IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO

VB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO

IvC Qualquer T Qualquer N M1

Analise histopatologica

A amostra selecionada foi submetida a cortes de Sum de espessura, os quais foram
estendidos em laminas de vidro limpas e submetidos a coloracdo de rotina da hematoxilina e
eosina. Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar,
DE), os espécimes de CCEL foram examinados com aumentos de 100x e 400x. Ao longo do
“front” de invasao tumoral foi realizada analise da gradagdo histopatologica de malignidade
dos espécimes, de acordo com o sistema proposto por Bryne (1998) (Quadro 3). Para este
sistema sdo atribuidos escores de 1 a 4 para os parametros analisados. Em seguida, os escores
foram somados a fim de se obter o escore final de malignidade do caso, adotando a
metodologia proposta por Silveira et al. (2010). As lesGes que apresentaram escores finais
entre 4 e 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.

Para gradacdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS toda a extensédo do
tumor foi avaliada, baseado no grau de diferenciacdo de células neopléasicas. Os casos de
CCEL foram classificados em bem diferenciados, moderadamente diferenciados e
pobremente diferenciados. Foram denominados bem diferenciados 0s casos que possuiam
arquitetura tecidual semelhante a um padrdo normal de epitélio escamoso. Os moderadamente

diferenciados apresentaram certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mitética e menor
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ceratinizagdo. Por sua vez, os pobremente diferenciados caracterizam-se pela presenca de
células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas e minima ceratinizacdo (Quadro 4)
(CARDESA et al., 2005).

Ressalta-se que a gradacdo histopatologica de malignidade foi realizada por dois
examinadores, um patologista oral experiente na area e um pesquisador previamente
calibrado, sem que os mesmos tivessem conhecimento sobre os dados clinicos da lesdo. Os

casos que se apresentaram discordantes foram resolvidos por consenso.

Quadro 3. Sistema de gradacdo histopatoldgica de malignidade proposta por Bryne (1998)

Aspectos Escore de Malignidade
Morfologicos 1 2 3 4
Altamente Moderadamente Minima Nenhuma
Grau de ceratinizado (mais | ceratinizado (20 a | ceratinizagdo | ceratinizacao (0O
Ceratinizacao de 50% das 50% das células) | (5a20% das a 5% das
células) células) células)
Pouco Moderado Abundante Pleomorfismo
pleomorfismo pleomorfismo pleomorfismo | nuclear extremo

Pleomorfismo | nuclear (mais de | nuclear (50 a 75% | (25 a 50% das (0 a 25% das

Nuclear 75% das células das células celulas celulas maduras)
maduras) maduras) maduras)
Bordas Corddes, bandas Pequenos Dissociagéo
Padréo de infiltrativas bem e/ ou trabéculas grupos ou celular difusa e
Invaséo delimitadas solidas corddes de pronunciada, em
infiltrativas células pequenos grupos
infiltrativas e/ou células
(N>15) individuais
(N<15)
Infiltrado Intenso Moderado Escasso Ausente

Inflamatério
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Quadro 4. Sistema de gradagdo histopatoldgica de malignidade proposta pela OMS
(CARDESA et al, 2005)

Aspectos Morfoldgicos

Caracteristicas

Pouco diferenciado Predominio de células imaturas
Numerosas mitoses tipicas e atipicas

Minima ceratinizacdo

Moderadamente Certo grau de pleomorfismo e atividade mitotica
diferenciado Pouca ceratinizagédo
Bem diferenciado Arquitetura tecidual semelhante ao padrdo normal do epitélio
escamoso

3.7 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

3.7.1 Método imunoistoquimico (Doublestain)

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em Iaminas de vidro devidamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da
imunoperoxidase pela técnica baseada em polimeros de dextrano (EnVision™ G/2
Doublestain System, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD68, anti-CD163 e anti-HLA-DR (Quadro 4).

Como controle positivo para os anticorpos anti-CD163, anti-CD68 e anti-HLA-DR,
foram utilizados espécimes de granuloma periapical. O controle negativo constituiu na
substituicdo do anticorpo primario por albumina de soro bovino (BSA) a 1% em solucgéo
tampéo.

A técnica a ser utilizada seguiu o protocolo descrito abaixo:
= Desparafinizacao: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);

= Re-hidratagdo em cadeia descendente de etanois:
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o Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
o Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
= Remocdo de pigmentos formdlicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos)
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Recuperacdo antigénica (Quadro 4);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas incubac¢des dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcao de 1/1, para o blogueio da peroxidase enddgena tecidual (10 minutos cada);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo dos cortes com solucdo blogueadora de enzima enddgena (Dual endogenous
enzyme block, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (10
minutos);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo dos cortes com anticorpo priméario (CD68), em solucdo diluente (Antibody
diluent with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA,
USA);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo secundario polimerizado & peroxidase (Polymer/HRP, Dako
North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);
= Duas passagens em solucgéo 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 &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
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= Incubacdo com solucdo bloqueadora (Doublestain block, Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo dos cortes com anticorpo primario (CD163 ou HLA-DR), em solucédo diluente
(Antibody diluent with background reducing components, Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo secundario conjugado com polimero de dextrano (Rabbit/Mouse
Link, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo polimerizado a fosfatase alcalina (Polymer/AP, Dako North
America Inc., Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);
= Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Revelacdo da reacdo com solucdo cromégena de vermelho permanente (Permanent Red
Substrate-Chromogen, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (7 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (5 minutos);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Desidratacdo em cadeia de etanois:

. Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

. Alcool etilico absoluto 11 (5 minutos);

o Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

J

Passagens rapidas em xilol (3 trocas);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).
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Quadro 5. Especificidade, n° catalogo, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de
incubacdo dos anticorpos primarios utilizados no estudo.

Especificidade Clone Fabricante | Diluicdo RAe\(r:mLt‘E; %ﬁgio Incubag&o
Citrato, pH 6,0 60
CD68 PG-M1 Dako 1:1500 Steamer, 90°C, 30 .
. minutos
min
Citrato, pH 6,0 60
CD163 10D6 Novocastra | 1:200 Steamer, 90°C, 30 .
. minutos
min
Citrato, pH 6,0 60
HLA-DR TAL.1B5 Dako 1:800 Steamer, 90°C, 30 .
min minutos

i. Analise Imunoistoquimica

Apo6s o processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espécime foi analisado sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por um examinador previamente calibrado.

A andlise das subpopulacbes de MATs foi realizada de forma quantitativa,
adaptando-se a metodologia utilizada no estudo Ma et al. (2010). Primeiramente, ao longo das
regides de “corion” e “front” de invasdo tumoral, sob aumento de 100x, foram selecionados
10 campos de maior imunorreatividade (05 para cada regido) aos anticorpos anti-CD68/anti-
HLA-DR (MATs M1) e anti-CD68/anti-CD163 (MATs M2). Sob aumento de 400x, cada um
destes campos foi fotomicrografado (Leica ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas para um computador de uso pessoal.
Com o auxilio do programa ImageJ® (Imaging Processing and Analysis in Java, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), em cada um destes campos, foi
realizada a contagem das células exibindo dupla marcacdo CD68/HLA-DR e CD68/CD163.
Os valores obtidos em cada um destes campos foram somados, estabelecendo-se o niumero
total de células apresentando dupla marcacdo CD68/HLA-DR e CD68/CD163. Finalmente,
com este ultimo dado, foi calculada a média de MATs M1 e M2 por campo, para cada caso.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Apls andlise das informacdes clinicas, do estudo histomorfologico e
imunoistoquimico, os resultados obtidos foram organizados em uma planilha com o auxilio
do programa Microsoft Excel, versdo 2013 e em seguida exportada para o programa Statistical
Package for the Social Sciences (versdo 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA), no qual foram

realizadas as andlises estatisticas pertinentes.

Estatisticas descritivas foram utilizadas para caracterizar a casuistica. Os dados
obtidos com as quantificagbes dos MATs M1 (CD68/HLA-DR-positivos) e M2
(CD68/CD163-positivos) foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov, onde néao foi

identificada distribuicdo normal da amostra.



4.9 VARIAVEIS

Quadro 6. Variaveis dependentes e independentes do estudo

VARIAVEL

Sexo

Idade
Raca/Cor

Gradacéo
histopatoldgica
(Bryne, 1998)

Tamanho/extensao
do tumor (T)

Metastase
regional (N)

Metastase

a distancia (M)

Estadio Clinico

M1
M2

MENSURACAO

Masculino
Feminino

Anos
Branco;Amarelo
Pardo; Indigena;
Negra

Baixo grau de
malignidade
Alto grau de
malignidade

Tx; TO; Tis
T1;T2; T3; T4a; T4b

Nx; NO

N1; N2;: N3

Mx; MO
M1

O; I; 11; 111

IVA; IVB; IVC

unidades

unidades

VARIAVEL

(PLANO DE
ANALISE)

Independente
Independente

Independente

Independente

Independente

Independente

Independente

Independente

Dependente

Dependente

VARIAVEL

(MENSURACAO)

Qualitativa Nominal
Quantitativa Discreta

Quialitativa Nominal

Qualitativa Nominal

Qualitativa Nominal

Qualitativa Nominal

Qualitativa Nominal

Qualitativa Nominal

Quantitativa Discreta

Quantitativa Discreta

30

CATEGORIZACAO

Brancos

N&o-Brancos

T1- tumor até 2 cm
T2-T4- tumor acima
de2cm

NO- Metéastase
linfonodal ausente
N1-N2- Metéastase
linfonodal presente
MO- Metastase a
distancia ausente
M1- Metéstase a
distancia presente
I-11- estégio inicial
I11-1V- estagio
avancado

média

média
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5. ARTIGO
5.1 APRESENTACAO

A presente pesquisa foi previamente apresentada e aprovada no exame de qualificacdo
desenvolvido pelo Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia da UEPB.

Como resultado de sua execucdo, um artigo é apresentado nessa dissertacdo: Andlise
imunoistoquimica das subpopula¢es M1 e M2 de macréfagos associados a tumores (MATS)
em carcinomas de células escamosas de lingua.

O referido artigo sera submetido ao periédico Experimental and Molecular Pathology, que

possui fator de impacto 2.706 e qualis A2 de acordo com a classificacdo da CAPES.
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RESUMO

Carcinoma de células escamosas oral (CCEO) representa mais de 90% dos tumores malignos
da mucosa oral, apresentando caracteristica infiltrativa, curso clinico agressivo e prognostico
desfavoravel. Um fator que pode interferir no prognostico do CCEO consiste nos
componentes do microambiente tumoral. Os macrofagos associados a tumores (MATS)
representam uma parcela desta populacéo celular e sdo divididos de acordo com seu estado de
polarizacdo: subtipo M1 que exerce propriedades anti-tumorais e o0 subtipo M2 que apresenta
atividade anti-inflamatéria. A relagdo dos MATs com o CCEO em pacientes jovens ainda nao
¢ conhecida. O presente estudo teve por objetivo analisar, por meio de técnica
imunoistoquimica, a presenca das subpopulacdes M1 e M2 de MATs em uma série de casos
de carcinoma de células escamosas de lingua (CCEL). Cortes histoldgicos obtidos de 44 casos
de CCEL divididos em dois grupos (11 casos de pacientes jovens < 45 anos e 33 casos de
pacientes idosos > 60 anos) foram avaliados, sendo assim determinadas as gradagdes
histopatolédgicas de malignidade. O material foi submetido a técnica de dupla coloracédo para
0s anticorpos monoclonais anti-CD68, anti-CD163 e anti-HLA-DR, obtendo a distin¢do entre
0s MATs M1 (CD68/HLA-DR) e M2 (CD68/CD163). Os MATs M1 e M2, quando
comparados, apresentaram contagens semelhantes no que diz respeito ao tamanho do tumor,
presenca de metastase linfonodal, presenca de metadstase a distancia e gradacdo
histopatolégica de malignidade, no entanto observou-se uma maior contagem de MATs M1
em pacientes diagnosticados com T1 (6,85), e uma maior contagem de M2 em casos T4
(4,55), sugerindo que a maior presenca de M1 pode estar relacionada com lesdes de tamanho
reduzido enquanto que uma maior presenca de M2 pode estar relacionada com lesGes mais
expansivas. Observou-se, também, que em lesdes pobremente diferenciadas a contagem de
M2 (6,85) foi mais expressiva que a de M1 (4,55), sugerindo que a maior presenca de M2

pode estar relacionada com lesdes de morfologia mais indiferenciada.

Palavras-chave: lingua, carcinoma de células escamosas, ativacdo de macréfagos, imuno-

histoquimica.
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ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is more than 90% of malignant tumors of the oral
mucosa, with infiltrative feature, aggressive clinical course and poor prognosis. A factor that
can interfere in the OSCC prediction consists of the components of the tumor
microenvironment. Tumor associated macrophages (TAMS) represent a portion of this cell
population and are divided according to their state of polarization: M1 subtype that exerts
anti-tumor properties and the M2 subtype that has anti-inflammatory activity. The list of
TAMs with OSCC in young patients still unknown. The present study analyzed, through
immunohistochemistry, the presence of subpopulations M1 and M2 of TAMs in a number of
cases of squamous cell carcinoma of tongue (SCCT). Histological sections obtained from 44
cases of SCCT divided into two groups (11 cases of young patients < 45, and 33 cases of
elderly patients > 60 years) were evaluated, thus being certain histopathological grades of
malignancy. The material was subjected to double staining technique for the anti-CD68
monoclonal antibody, anti-CD163 and anti-HLA-DR, obtaining the distinction between
TAMs M1 (CD68 / HLA-DR) and M2 (CD68 / CD163). Cases of SCCT analyzed in this
study, compared to age 11 (25.0%) patients were young while 33 (75.0%) were elderly. For
histopathological grading of malignancy proposed by WHO, the assessment of TAMs M1
showed medians of 12.3 in well-differentiated tumors; 5.8 in the moderately differentiated
tumors and 5.8 in poorly differentiated lesions. For TAMs M2, lesions classified as well
differentiated revealed a median of 10.7; moderately differentiated lesions exhibited a median
of 2.7 and poorly differentiated tumors showed a median of 6.85. Regarding the histological
grade of malignancy proposed by Bryne, the evaluation of TAMs M1 showed medians of 11.3
in tumors classified as low-grade and 5.55 in the highly malignant tumors. For TAMs M2,
low-grade malignant lesions revealed a median of 8.7 and high-grade lesions exhibited a
median of 4.00. This study suggests that the tumor microenvironment has a direct

participation in the progression of the disease.

Keywords:  Tongue,  Squamous  Cell  Carcinoma, Macrophage  Activation,
Immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

O carcinoma de celulas escamosas (CCE) representa mais de 90% dos tumores
malignos da mucosa oral, havendo evidéncias clinicas que os CCE tém um pior prognéstico
guando acometem a lingua. Geralmente, o0 CCE em lingua (CCEL) mostra invasdo mais
infiltrativa e, por conseguinte, predispdem a formacdo de metéstases (Freitas et al, 2010).

O CCE oral em pacientes jovens talvez seja uma doenca distinta daquela que ocorre
em pacientes mais velhos, uma vez que apresentam etiologia e progressao clinica particulares.
Em conjunto com o aumento da incidéncia, poucos sdo os estudos sobre a taxa de sobrevida
dos pacientes acometidos. Fatores de risco tradicionais talvez ndo sejam os responsaveis pela
incidéncia dos casos de CCE em pacientes jovens, o que demonstra a necessidade de um
melhor entendimento da epidemiologia do cancer oral, em especial na faixa etéria
anteriormente citada (Venturi et al, 2004; Rahaman; Mujib ,2014).

Os macrofagos, principais representantes de defesa no microambiente tumoral, séo
fenotipicamente reconhecidos sob duas polariza¢bes: M1 e M2. O fendtipo M1, por ser uma
ativacdo macrofagica classica, possui propriedades pro-inflamatérias, mantendo niveis
constantes e elevados de citocinas como interleucina-12, -23 e IFN-y. Além disso, sdo capazes
de destruir células neoplasicas por meio de espécies reativas de oxigénio. Por sua vez, o
subtipo M2, correspondendo a uma ativacdo macrofagica alternativa, tem condicGes
moleculares que viabilizam o escape de células neoplasicas da vigilancia imunoldgica
(Gordon, 2007; Martinez et al., 2009; Ma et al., 2010; Sica, 2010; Baay et al., 2011; Cassetta
et al., 2011; Shapiro et al., 2011; Fuijii et al., 2012; Merry et al., 2012; Sica et al., 2012; Costa
etal., 2013).

Devido a escassez de estudos que permitam um melhor entendimento entre a interacao
do microambiente tumoral de CCEL em pacientes jovens com a progressdo do tumor, a
presente pesquisa se prop0s a analisar, por meio de técnica imunoistoquimica, a presenca das
subpopulagtes M1 e M2 de MATs em uma série de casos de CCEL e verificar um possivel
envolvimento destes subtipos celulares no progndstico de pacientes jovens acometidos por

esta lesdo.
MATERIAIS E METODOS

Este estudo retrospectivo foi conduzido entre os anos de 2002 a 2015 e foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da
Paraiba, Brasil (protocolo n°25017513.9.0000.5187).
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Espécimes

A populacdo do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCEL,
diagnosticados e registrados no Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Napoledo
Laureano/Jodo Pessoa — PB. Foram selecionados 44 casos de CCEL os quais foram
identificados e registrados pelo servico de Anatomia Patologica do Hospital Napoledo
Laureano, Jodo Pessoa-PB, Brasil. A amostra foi entdo dividida em 11 casos de paciente
jovens (idade < 45 anos) e 33 casos de pacientes idosos (idade > 60 anos). Foram incluidos na
amostra apenas 0s casos de CCEL provenientes de ressecgdes cirurgicas, cujos blocos
parafinados apresentavam quantidade e qualidade de material bioldgico suficiente para
desenvolver as analises histopatoldgicas e imunoistoquimicas. Foram excluidos os casos de
tumores recidivados e provenientes de pacientes submetidos previamente a tratamento
quimioterapico e/ou radioterapico, bem como aqueles casos cujas informac@es clinicas (sexo,
tamanho/extensdo do tumor, presenca de metastases linfonodais regionais, metastases a
distancia e estddio clinico) estivessem incompletas. Para o estadiamento clinico foram
utilizados os parametros elencados na sétima edicdo da Classificacdo TNM dos Tumores
Malignos (Sobin et al., 2011).

Analise histopatoldgica

A amostra selecionada foi submetida a cortes de Sum de espessura, os quais foram estendidos
em laminas de vidro limpas e submetidos a coloracdo de rotina da hematoxilina e eosina. Sob
microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertriecb GmbH, Wetzlar, DE), os
espécimes de CCEL foram examinados com aumentos de 100x e 400x. Ao longo do “front”
de invasdo tumoral foi realizada analise da gradacdo histopatolégica de malignidade dos
espécimes, de acordo com o sistema proposto por Bryne (1998) (Quadro 3). Para este sistema
sdo atribuidos escores de 1 a 4 para 0s parametros analisados. Em seguida, os escores foram
somados a fim de se obter o escore final de malignidade do caso, adotando a metodologia
proposta por Silveira et al. (2010). As lesdes que apresentaram escores finais entre 4 e 8
foram classificadas como de baixo grau de malignidade. Por sua vez, 0s tumores com escore
final igual ou superior a 9 foram classificados como de alto grau de malignidade.

Para gradacdo histopatoldgica de malignidade proposta pela OMS toda a extensdo do
tumor foi avaliada, baseado no grau de diferenciacdo de células neoplasicas. Os casos de
CCEL foram classificados em bem diferenciados, moderadamente diferenciados e

pobremente diferenciados. Foram denominados bem diferenciados 0s casos que possuiam
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arquitetura tecidual semelhante a um padrdo normal de epitélio escamoso. Os moderadamente
diferenciados apresentaram certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mit6tica e menor
ceratinizacdo. Por sua vez, os pobremente diferenciados caracterizam-se pela presenca de
células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas e minima ceratinizacdo (CARDESA et
al., 2005).

Ressalta-se que a gradacdo histopatoldgica de malignidade foi realizada por dois
examinadores, um patologista oral experiente na area e um pesquisador previamente
calibrado, sem que os mesmos tivessem conhecimento sobre os dados clinicos da lesdo. Os

casos que se apresentaram discordantes foram resolvidos por consenso.
Anélise imunoistoquimica

Apds o processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espécime foi analisado sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por um examinador previamente treinados.

A andlise das subpopulagdes de MATs foi realizada de forma quantitativa,
adaptando-se a metodologia utilizada no estudo Ma et al. (2010). Primeiramente, ao longo das
regides de “corion” e “front” de invasdo tumoral, sob aumento de 100x, foram selecionados
10 campos de maior imunorreatividade (05 para cada regido) aos anticorpos anti-CD68/anti-
HLA-DR (MATs M1) e anti-CD68/anti-CD163 (MATs M2). Sob aumento de 400x, cada um
destes campos foi fotomicrografado (Leica ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas para um computador de uso pessoal.
Com o auxilio do programa ImageJ® (Imaging Processing and Analysis in Java, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), em cada um destes campos, foi
realizada a contagem das células exibindo dupla marcacdo CD68/HLA-DR e CD68/CD163.
Os valores obtidos em cada um destes campos foram somados, estabelecendo-se 0 nimero
total de células apresentando dupla marcacdo CD68/HLA-DR e CD68/CD163. Finalmente,
com este Gltimo dado, foi calculada a média de MATs M1 e M2 por campo, para cada caso.

Apods andlise das informacdes clinicas, do estudo histomorfologico e
imunoistoquimico, os resultados obtidos foram organizados em uma planilha com o auxilio
do programa Microsoft Excel, versdo 2013 e em seguida exportada para o programa Statistical
Package for the Social Sciences (versdo 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA), no qual foram

realizadas as analises estatisticas pertinentes.
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Estatisticas descritivas foram utilizadas para caracterizar a casuistica. Os dados
obtidos com as quantificagbes dos MATs M1 (CD68/HLA-DR-positivos) e M2
(CD68/CD163-positivos) foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov, onde nédo foi

identificada distribuicdo normal da amostra.
RESULTADOS
Analise clinica e morfoldgica

Dos casos de CCEL analisados no presente estudo, 27 (61,4%) foram diagnosticados
em pacientes do sexo masculino e 17 (38,6%) em pacientes do sexo feminino. No que diz
respeito a etnia, 12 (27,3%) dos pacientes eram brancos, 32 (72,7%) eram pacientes ndo
brancos. Com relacdo ao tamanho/ extensdo do tumor foi observada maior frequéncia de
casos com classificacdo T1 (38,6%) seguido da classificacdo T2 (36,4%), T3 (15,9%) e T4
(9,1%); com relacdo a metastase linfonodal regional foram encontrados 30 (68,2%) pacientes
com NO, 5 (11,4%) com classificacdo N1, 5 (11,4%) com N2 e 4 (9,1%) dos pacientes com
N3; a metéstase a distancia foi identificada em apenas 2 (4,5%) casos durante a consulta para
a classificacdo TNM. No tocante ao estadiamento clinico, constatou-se maior frequéncia dos
estadios | (56,8%) e IV (22,7%), seguidos dos estadios 111 (11,4%) e 11 (9,1%). A presenca de
metastase a distancia diagnosticada durante tratamento oncolégico somou 13 (29,5%) casos
(Tabela 1). Em relacdo a gradacdo histopatoldgica de malignidade, a analise no front de
invasdo tumoral revelou 38 casos (86,4%) com alto grau de malignidade e 6 casos (13,6%)
com baixo grau de malignidade. No tocante a classificacdo de malignidade proposta pela
OMS a maioria dos casos (65,9%) foram de lesdes moderadamente diferenciadas, 18,2%
pobremente diferenciadas e 15,9% bem diferenciadas (Fig. 1 A-H)

As tabelas 2 e 3 mostram a distribui¢do da amostra segundo a faixa etaria, levando em

consideracdo as caracteristicas clinico-patologicas.
Analise imunoistoquimica

A analise dos MATs M1 no front de invaséo e cérion tumoral revelou a presenca destes
tipos celulares em todos os casos de CCEL avaliados, com valor de mediana de 5,3 em
pacientes idosos e 16,3 em pacientes jovens. De forma similar, todos os casos de CCEL
analisados revelaram MATs M2, com valor de mediana de 4 na contagem em pacientes idosos

e 8,2 em pacientes jovens (Fig. 2 A-H)
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Em relacdo ao tamanho dos tumores, para os MATs M1 foram constatadas medianas de
12,3 para as lesfes T1; de 11,85 para as lesfes T2; de 4,0 para lesdes T3 e 3,95 para lesdes
T4. Por sua vez, para 0s MATs M2, tumores classificados como T1 revelaram mediana de
4,0; lesdes classificadas como T2 tiveram mediana de 3,25; 0s casos T3 exibiram mediana de
5,1e T4 de 6,25.

Ja na metéastase linfonodal regional, a analise dos MATs M1 revelou medianas de 11,3
para os tumores NO, 5,2 para os tumores N1 e 13,2 para N2. Para os MATs M2, lesbes
classificadas como NO revelaram mediana de 3,75, lesdes classificadas como N1 exibiram
mediana de 4,3 e N2 exibiram mediana de 8,2.

Com relagdo a metastase a distancia, os MATs M1 apresentaram mediana de 6,05 para
pacientes com metastase e contagem M2 com mediana de 3,9 para pacientes com metastase

Considerando o estadiamento clinico, a analise dos MATs M1 revelou medianas de 12,3
para lesdes em estadiamento I; 18,55 para les6es em estadiamento I1; de 4,00 para lesdes em
estadiamento 11l e 7,55 em estadiamento 1V. Para os MATs M2, casos classificados como
estadiamento | exibiram mediana de 3,8; casos classificados como estadiamento Il com
mediana de 13,45; os classificados como Il apresentaram mediana de 1,9 e os estadiamentos
classificados como IV com mediana de 5,75.

Para a gradacéo histopatolégica de malignidade proposta por OMS, a avaliacdo dos MATSs
M1 demonstrou medianas de 12,3 nos tumores bem diferenciados; de 5,8 nos tumores
moderadamente diferenciados e 4,55 nas lesdes pobremente diferenciadas. Para 0s MATs M2,
lesbes classificadas como bem diferenciadas revelaram mediana de 10,7; lesdes
moderadamente diferenciadas exibiram mediana de 2,7 e tumores pobremente diferenciados
apresentaram mediana de 6,85.

Em relacdo ao grau histopatoldgico de malignidade proposto por Bryne, a avaliacdo dos
MATs M1 demonstrou medianas de 11,3 nos tumores classificados como de baixo grau e de
5,55 nos tumores de alto grau de malignidade. Para os MATs M2, lesdes de baixo grau de
malignidade revelaram mediana de 8,7 e lesdes de alto grau exibiram mediana de 4,00
(Tabelas 4 e 5).

Os dados obtidos com as quantificacbes dos MATs M1 e M2 foram submetidos ao
teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual revelou auséncia de distribui¢cdo normal. Dessa forma,
possiveis diferencas entre as medianas para esses tipos celulares em relacéo a faixa etaria dos
pacientes foram avaliadas por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, que revelou
diferenga estatisticamente significativa na contagem de células do tipo M1 entre pacientes

jovens e idosos (p = 0,013), tendo maior contagem nos pacientes idosos. Deve-se levar em
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consideracdo que, em decorréncia do tamanho da amostra da presente pesquisa, os resultados
do teste estatistico podem n&o ser representativos.

DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos mostram que o CCEL é mais prevalente em pacientes do sexo
masculino com idade superior a 40 anos (Li et al., 2013; Costa et al., 2012). Estas
caracteristicas também foram encontradas na presente pesquisa onde mais da metade da
amostra foi composta por individuos do sexo masculino, isso pode ser explicado pelo fato de
que, historicamente, pacientes do sexo masculino estdo mais expostos aos fatores de risco
para o desenvolvimento da doenga, como o tabaco e o alcool. O estudo de Patel et al (2011)
realizado com 32.776 pacientes diagnosticados com CCEL entre os anos de 1975 e 2007,
mostrou que existe uma crescente incidéncia de casos que acometem individuos jovens (18 a
44 anos) e do sexo feminino, sugerindo que o CCEL nestes casos especificos pode se tratar de
uma lesdo com comportamento bioldgico distinto dos casos de pacientes idosos, ja que nao
parecem estar associadas aos fatores de risco comumente relacionados.

Com relacdo ao tamanho do tumor, segundo classificacdo TNM, os resultados da presente
pesquisa mostraram uma maior contagem de MATSs do subtipo M1 em paciente classificados
como T1 (mediana de 6,85), enquanto a maior contagem de M2 foram em pacientes
classificados como T4 (mediana de 4,55). Tais resultados sugerem que MATs M2 podem
estar associados as lesdes maiores e mais invasivas. Observa-se, também, que a mediana da
contagem de MATs M2 (6,85) foi maior que a contagem M1 (4,55) em pacientes
diagnosticados com lesdes pobremente diferenciadas, sugerindo que pacientes com maior
contagem de M2 podem apresentar piores prognosticos.

Em estudo realizado por Costa et al. (2013) com 45 pacientes que apresentavam CCE oral,
destes 40 % localizados em lingua, 0s autores encontraram que a maioria dos pacientes eram
do sexo masculino (71,1%) e brancos (60%), concordando com a presente pesquisa quanto ao
sexo (54,5% da amostra composta com homens) e discordando quanto a etnia (apenas 27,3%
dos pacientes eram brancos). Ainda no estudo de Costa et al. (2013) 24,4% dos casos
apresentavam estadiamento clinico | e II, além de 55,5% dos pacientes apresentarem
metastase a distancia, resultados que divergem do presente estudo, onde 0s casos com
estadiamento | e 11 somaram mais da metade dos casos (65,9%) e apenas 29,5% dos pacientes
foram diagnosticados com metéastase a distancia. Ja o estudo de Wang et al. (2014) avaliou
240 pacientes com mediana de 53 anos de idade, onde a maioria da amostra era composta por

casos de CCEL (34,6%). Os autores encontraram que metade dos casos foram classificados
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como estadio I-11 e 64,2% dos casos foram diagnosticados com metastase linfonodal, neste
mesmo estudo apenas 36,2% dos casos foram classificados como moderadamente
diferenciados na avaliacdo morfoldgica baseada na OMS. Resultado inferior ao encontrado no
presente estudo, onde lesbes moderadamente diferenciadas consistiram na maior parte dos
casos (65,9%). Estas divergéncias nos resultados das variaveis clinico-patoldgicas podem ser
explicadas pela diferenga no tamanho da amostra entre as pesquisas.

Muitos sdo os estudos imunoistoquimicos para identificagdo de macrofagos no
microambiente tumoral, para tanto sdo utilizados diferentes marcadores. A presente pesquisa
utilizou a técnica de Ma et al (2010) modificada, onde foi utilizada a dupla-coloragdo com
marcadores para macrofagos CD68/HLA-DR (M1) e CD68/CD163 (M2) por identificar de
forma mais especifica os diferentes subtipos de MATSs (Inge et al., 2011; Wada et al., 2012;
Tang et al., 2013; Helm et al., 2014; Le Xu et al., 2014; Lizzote et al., 2014).

Outros estudos se propdem a estudar o comportamento genético e molecular dos MATS
para melhor compreender sua participacdo na proliferacdo, disseminacdo e poder metastatico
dos tumores, caracteristicas que interferem diretamente no prognéstico dos pacientes (Sica et
al., 2012; Schmieder et al., 2012; Lee et al., 2013; Pirila et al., 2015); assim como estudos in
vitro, sob forma de cultura de células, tém sido desenvolvidos para identificar possiveis
inibidores de polarizagdo de MATSs (Chiu et al., 2014; Ning et al., 2015).

Os MATSs presentes no microambiente tumoral s&o estudados em diversas neoplasias,
como no cancer de pulmdo, adenocarcinoma pancreatico, melanoma, cancer de mama,
linfomas, carcinoma de células renais e carcinoma de ovario. Os autores observaram que a
marcante presenca de MATSs do subtipo M2 estd associada a piores progndsticos, menor
tempo de sobrevida, carcinogénese precoce e atividade pré-angiogénica, contribuindo para
uma maior agressividade do tumor (Ohri et al., 2009; Inge et al., 2011; Wada et al., 2012;
Tang et al., 2013; Helm et al 2014;; Le Xu et al., 2014; Lizzote et al., 2014). Wei Wang et al.
(2015) realizaram um estudo in vivo, com pesquisa em animais, utilizando técnicas como a
imunoistoquimica e citometria de fluxo, e constataram que 0s casos com maior contagem de
MATSs do subtipo M2 progrediam mais facilmente de colites ulcerativas para carcinomas
colorretais. Os autores concluiram que a presenca de MATs M2 aumentou a expressdo de
fatores como CXCR4, VEGF e TGF-pB, conhecidos por promover a angiogénese ¢ metastase
tumoral, contribuindo para um pior progndstico.

Atualmente tem-se estudado a presenca dos MATS em lesdes orais, como no estudo de
Chiu et al. (2014) que através da cultura de células, imunoistoquimica e método de

amplificagdo de DNA identificaram a existéncia de uma inter-relagcdo entre MATs (marcador
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anti-CD68) e células do carcinoma mucoepidermdide, onde os macrdfagos atuaram inibindo
ou promovendo a progresséo do tumor.

O estudo de Fujii et al. (2012) utilizou marcadores para CD68 e CD163 na identificacao
de MATs em microambiente tumaral de CCEO, contando com a participacdo de 108
pacientes, nesta pesquisa 0s autores concluiram que o marcador CD163 € um possivel fator
prognostico para CCEO. Conclusdo semelhante & encontrada por Mori et al. (2011) que
avaliaram 50 pacientes com CCEO (58% dos casos com CCEL). Os autores mostraram um
aumento na contagem de MATs do subtipo M2 a medida que aumentava o0 grau
histopatoldgico de malignidade das lesdes. Deve-se levar em consideragcdo que grande parte
dos autores utilizam marcadores anti-CD68 sob técnica de marcagdo simples para identificar
MATSs do sutipo M1, pelo fato desta coloracdo ndo ser especifica (marcando também células
mieloides, células dendriticas e alguns fibroblastos) seus resultados podem ndo retratar a
realidade.

Em decorréncia da limitacdo no tamanho da amostra no presente estudo, sugere-se 0
desenvolvimento de novas pesquisas que possam determinar a participacdo de MATS na
progressdo de CCEL e sua possivel interferéncia no progndstico da doenca em pacientes

jovens e idosos.
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Tabela 1. Distribuicdo absoluta e relativa dos casos de CCEL de acordo com os parametros
clinico-patol6gicos

Parametros clinico-patologicos n (%)
Sexo

Masculino 27 (61,4)
Feminino 17 (38,6)
Tumor

Tl 17 (38,6)
T2 16 (36,4)
T3 7 (15,9)
T4 4(9,1)
Nodo

NO 30 (68,2)
N1 5(11,4)
N2 5(11,4)
N3 4(9,1)
Metastase

MO 42 (95,5)
M1 2(4,5)
Estadio clinico

Estadio | 25 (56,8)
Estadio I 4(9,1)
Estadio 111 5(11,4)
Estadio IV 10 (22,7)
Grau histopatoldgico de malignidade — Bryne

Baixo grau 6 (13,6)
Alto grau 38 (86,4)
Grau histopatoldgico de malignidade — OMS

Bem diferenciado 7 (15,9)
Moderadamente diferenciado 29 (65,9)

Pobremente diferenciado 8 (18,2)
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Tabela 2. Distribuicdo absoluta dos casos de CCEL de acordo com a faixa etéria e

parametros clinico-patologicos (TNM)

Parametros clinico-patologicos Faixa_etaria
Jovem Idoso Total

T1 6 11 17
T2 2 14 16
T3 1 6 7
T4 2 2 4
Total 11 33 44
NO 7 23 30
N1 1 4 5
N2 1 4 5
N3 2 2 4
Total 11 33 44
MO 10 32 42
M1 1 1 2
Total 11 33 44
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Tabela 3. Distribuicdo absoluta dos casos de CCEL de acordo com a faixa etaria e parametros
clinico-patoldgicos (estadiamento clinico e gradac6es histopatoldgicas de malignidade)

Parametros clinico-patol6gicos Faixa_etaria
Jovens Idosos Total
Estadiamento | 7 18 25
1 0 4 4
i 1 4 5
v 3 7 10
Total 11 33 44
Metastase Sim 4 9 13
Néao 7 24 31
Total 11 33 44
OMS Bem 2 5 7
diferenciado
Moderadamen 7 22 29
te diferenciado
Pobremente 2 6 8
diferenciado
Total 11 33 44
Bryne Baixo grau 2 4 6
Alto grau 9 29 38
Total 11 33 44
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Tabela 4. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75 para a quantidade de MATs M1 em

relacdo aos parametros clinico-patolégicos.

Parametros clinico-patoldgicos n Mediana Q25-Qrs
T1 17 12,3 2,35-34,10
T2 16 11,85 3,45-28,30
T3 7 4,00 1,60-5,80
T4 4 3,95 1,17-34,40
NO 30 11,3 2,70-29,82
N1 5 52 2,50-5,55
N2 5 13,2 5,25-34,55
N3 4 3,65 2,75-23,02
MO 42 6,05 3,12-28,27
M1 2 13,80 2,60-25,00
Estadiamento | 25 12,30 3,20-28,40
1 4 18,55 1,20-35,45
11 5 4,00 1,35-5,50
v 10 7,55 3,05-26,10
OoMS Bem 7 12,30 5,5-15,10
diferenciado
Moderadamente 29 5,80 2,65-29,10
diferenciado
Pobremente 8 4,55 2,75-14,85
diferenciado
Bryne Baixo grau 6 11,30 4,17-24,30
Alto grau 38 5,55 2,85-28,27
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Tabela 5. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75 para a quantidade de MATs M2 em

relacdo aos parametros clinico-patolégicos.

Parametros clinico-patoldgicos n Mediana Q25-Qrs
T1 17 4,00 1,60-16,20
T2 16 3,25 1,2-7,72
T3 7 5,10 0,80-8,80
T4 4 6,25 2,27-59,12
NO 30 3,75 1,40-15,85
N1 5 4,3 1,35-6,95
N2 5 8,2 3,80-46,95
N3 4 2,9 0,15-7,52
MO 42 3,90 1,4-13,92
M1 2 8,2 -
Estadiamento | 25 3,80 1,60-14,45
1 4 13,45 1,57-44,9
11 5 1,90 0,65-6,95
v 10 5,75 1,27-10,60
OoMS Bem 7 10,70 4,00-23,20
diferenciado
Moderadamente 29 2,70 1,40-10,45
diferenciado
Pobremente 8 6,85 0,6-15,55
diferenciado
Bryne Baixo grau 6 8,70 3,15-31,00
Alto grau 38 4,00 1,40-11,20




Fig.1—A) CCE de lingua de baixo grau de malignidade exibindo padrédo de invasdo em formato de corddes, pérolas de ceratina e intenso infiltrado inflamatério crénico (HE, 40X). B) CCE de lingua de baixo
grau de malignidade, em maior aumento, evidendando longos cordées infiltrativos de células bem diferenciadas, com pérolas de ceratina, e em permeio numerosas células inflamatérias mononucleares
(HE, 100X). C) CCE de lingua de alto grau de malignidade exibindo padrao de invasdo com células dissociadas, hipercromatismo intenso, pleomorfismo nuclear e escasso infiltrado inflamatério (HE, 400X).
D) CCE de lingua de alto grau de malignidade, em maior aumento, evidenciando figuras de mitose atipicas (circulos vermelhos), pleomorfismo e hipercromatismo nuclear (HE, 400X). E) e F) CCE de lingua
bem diferenciado exibindo células escamosas bem diferenciadas com numerosas pérolas de ceratina (HE, 40X). G) CCE de lingua pobremente diferenciado exibindo células escamosas invadindo o estroma
em pequenos ninhos neopldsicos (HE, 100X). H) CCE de lingua pobremente diferenciado, em maior aumento, evidendando, numerosas células com intenso pleomorfismo e hipercromatismo nuclear, bem

como nticleos volumosos (HE, 400X).

1S



Fig. 2 — A e B) Imunomarcacdo dupla do CD68/HLA-DR para macrofagos do tipo M1 (setas) (ADVANCE, 400x). C)
Auséncia de imunomarcacdo do CD68/HLA-DR para macrofagos do tipo M1 (ADVANCE, 400x). D e E) Imunomarcacgédo
dupla do CD68/CD163 para macrofagos do tipo M2 (setas) (ADVANCE, 400x). F) Auséncia de imunomarcacdo do
CD68/CD163 para macrdfagos do tipo M2 (ADVANCE, 400x).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os MATs M1 e M2, quando comparados, apresentaram contagens semelhantes no que
diz respeito ao tamanho do tumor, presenca de metéstase linfonodal, presenca de metéstase a
distdncia e gradacdo histopatologica de malignidade (tanto na classificacdo proposta pela
OMS, quanto na proposta por Bryne), mostrando a necessidade do aumento no namero de
casos para um resultado mais representativo.

Pacientes idosos apresentaram maior mediana durante a contagem de MATs M1
guando comparados aos pacientes jovens. A presente pesquisa sera continuada, de forma que
se aumente o numero da amostra, a fim de subsidiar a analise estatistica dos dados,
respaldando de forma mais precisa os resultados encontrados.

Com o aumento no nimero de casos diagnosticados de CCEL em pacientes jovens ao
longo dos anos, a presente pesquisa desbrava este tema ressaltando a importancia deste campo
na odontologia, encorajando novos estudos que possam entender melhor o comportamento
clinico e biolégico destas lesdes, visando o aprimoramento do diagnostico e individualizando
o0 tratamento dos pacientes portadores desta doenca.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARA{BA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
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Nos, Gustavo Pina Godoy e Arlley de Sousa Leitéo, responsaveis pelo
desenvolvimento do projeto intitulado ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS
SUBPOPULACOES M1 E M2 DE MACROFAGOS ASSOCIADIOS A TUMORES
(MAT) EM CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA que possui
como objetivo avaliar através da técnica de imuno-histoquimica a presenga das
subpopula¢des M1 e M2 de macréfagos associados a tumores (MATs) em carcinoma de
células escamosas de lingua (CCEL) e verificar um possivel envolvimento destes tipos
celulares no desenvolvimento Destas lesdes em pacientes jovens. A analise utilizara pecas
cirurgicas coletadas através de bidpsia excisional, cujas preparagdes serdo coradas com
dois anticorpos monoclonais imunorreativos aos MATs (CD68 e CD163). Também serdo
coletados os dados clinicos dos pacientes, quais sejam: sexo, idade, ocupaggao/profissao
¢ estadiamento clinico (TNM), bem como a gradagao histologica de malignidade.

Declaramos conhecer o inteiro teor da resolugdo CNS 466/2012, comprometendo-
nos, desde ja, a cumpri-la integralmente nas atividades que desenvolveremos, bem como
estar continuamente atualizados, inclusive quanto a legislagdo complementar relativa a
matéria, sendo de nossa inteira responsabilidade qualquer penalidade imposta pelo
descumprimento da mesma.

Gustavo Pina Godo
Professor do Programa de Pés-graduagdo em Odontologia da UEPB

Orientador/responsavel pelo Projeto

/)
Sl ato & L2,
Arlley de Sousa Leitdo
Aluno do Programa de P6s-graduagdo em Odontologia da UEPB

Participante do Projeto -

Campina Grande - Paraiba
2013
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- APENDICE B

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARABA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Campina Grande, 16 de dezembro de 2012,

ENCAMINHAMENTO

Encaminho o aluno ARLLEY DE SOUSA LEITAO, matriculado sob o nimero
2013.0812.03, no Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia Strictu-senso
(Mestrado), no semestre letivo 2013.2, orientado pelo Professor Doutor Gustavo
Plna Godoy, para realizar a coleta de dados da pesquisa “Anélise
Imunoistoquimica das Subpopulagdes e Tumores (MATs) em Carcinoma de
Células Escamosas de Lingua”, no Hospital Napoledo Laureano. Informamos
ainda que o referido projeto teve aprovagdo no Comité de Etica e Pesquisa da
UEPB, sob C.A.A.E. 25017513.9.0000.5187.

Desde j& agradecemos a compreensdo do vosso diretor para a realizag4o
desta pesquisa neste Hospital.

)

Profa. Dra. Patricia Meira Bento
Coordenadora do Mestrado em Odontologia
MATRICULA - 122532-4

Rua Barainas, 351, 1° andar, sala 01 - Bairro Universitrio, Campina Grande/PB. CEP 58 429-500
Fone/Fax: 83 3315-3363

www.uepb edy br/prpgp
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| -'O Hospital

Napoleao
Laureano

Centro de Estudos Mdrio Krieff

APENDICE C

PARECER DO DA COMISSAQO DE ETICA MEDICA DO HNL

Avaliamos o  Projeto de  Pesquisa “ANALISE
IMUNOISTOQUIMICA DAS SUBLOCACOES M 1 E M2 DE
MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES (MATs) EM CARCINOMAS
DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA”, e, em nossa avaliagdo, o Hospital
Napoledo Laureano podera participar como instituigdo colaboradora do referido
projeto; ressaltamos ainda que o projeto em questao ndo utilizara seres humanos e
tera como orientador a Prof. Dr. Gustavo Pina Godoy - UEPB.

Solicito parecer da dire¢do geral do Hospital Napoledo Laureano

quanto adequagéo do referido projeto as necessidades de rotina dessa instituigdo.

Jodo Pessoa, 06 de janeiro de 2014.

eﬁ/ﬂ/ W
or Lémos Duarte
res. do CEMAK

Pres. da Comissio de Etica Médica do HNL
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APENDICE D
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
FICHA INDIVIDUAL

DADOS DO PACIENTE:
CONTROLE DE IDENTIFICACAO
N°FICHA: N°PRONTUARIO: N°PECA:

CARACTERISTICAS CLINICAS

Sexo: ( )Masculino  1( )Feminino

Idade:  anos

Raca: ( )Branco 1( )Amarelo 2( )Pardo 3( )Indigena 4( )Preto/Negra
(IBGE,2010)
Ocupacéo/Profissao:

Habitos: Tabagismo ( ) Alcoolismo ( ) Tabagismo e alcoolismo () N&o relatado
DADOS DA LESAO

Localizacéo:

TNM:

Estadiamento da les&o:

0( )Estagio 0

1( )Estégio |

2( )Estégio Il

3( ) Estagio Il

4( ) Estagio IV ( ) Estagio IVA ( ) Estagio IVB () Estagio IVC (Sobin; Wittekind,
2002)

Metéastase: ( ) Sim ( )Né&o

Desfecho: ( ) Cura () Recidiva ( ) Obito ( ) Néo relatado
Diagnéstico:

Bidpsia: ( ) Incisional ( ) Excisional
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ASPECTO MORFOLOGICO E GRADUACAO DE MALIGNIDADE

LAMINA HE:

. Grau de ceratinizagdo

0( ) Escore 1 — Altamente ceratinizada (mais de 50% das células)

1( ) Escore 2 — Moderada ceratinizada (20 a 50% das células)

2( ) Escore 3 — Minimamente ceratinizacdo (5 a 20% das células)

3( ) Escore 4 — Nenhuma ceratinizacdo (0 a 5% das células)

Pleomorfismo nuclear

0( )Escore 1 — Pouco pleomorfismo nuclear (Mais de 75% das células maduras)
1( )Escore 2 — Moderado pleomorfismo nuclear(50 a 75% das células maduras)
2( )Escore 3 — Abundante pleomorfismo nuclear(25 a 50% das células maduras)
3( )Escore 4 — Extremo pleomorfismo nuclear(0 a 25% das células maduras)
Padréo de invaséo:

0( )Escore 1 — Bordas infiltrativas bem delimitadas

1( )Escore 2 — Corddes, bandas e/ou trabéculas solidas infiltrativas

2( )Escore 3 — Pequenos grupos ou corddes de células infiltrativas (n>15)

3( )Escore 4 — Dissociacdo célular difusa e profunda em pequenos grupos e/ou células
individuais (n<15)

Infiltrado inflamatodrio

0( )Escore 1 — Infiltrado intenso

1( )Escore 2 — Infiltrado moderado

2( )Escore 3 — Infiltrado escasso

3( )Escore 4 — Infiltrado ausente

0( ) Baixo grau [escore de 4 a 8] 1( ) Alto grau [escore acima de 9]
(BRYNE, 1998; SILVEIRA et al., 2010)
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APENDICE E
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

CARTA DE ANUENCIA

Ao Hospital Napoledo Laureano.

Prezado Sr. Antonio Carneiro Arnaud.

Nos, Gustavo Pina Godoy e Arlley de Sousa Leitdo, viemos solicitar seu registro de
autorizaco quanto a submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da
Paraiba, do projeto ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS SUBPOPULACOES M1
E M2 DE MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES (MAT) EM CARCINOMAS
DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA, que possui como objetivo avaliar, através da
técnica de imuno-histoquimica, a presenca das subpopulacfes M1 e M2 de macrofagos
associados a tumores (MATS) em carcinoma de células escamosas de lingua (CCEL) e
verificar um possivel envolvimento destes tipos celulares no desenvolvimento desta lesdo em
pacientes jovens. A analise utilizara pecas cirtrgicas coletadas através de biopsia excisional,
cujas preparacOes serdo coradas com dois anticorpos monoclonais imunorreativos aos MATS
(CD68 e CD163). Também serdo coletados os dados clinicos dos pacientes, quais sejam:
sexo, idade, ocupaccdo/profissdo e estadiamento clinico (TNM), bem como a gradacao
histoldgica de malignidade. Contando com a possibilidade, de desenvolvimento da pesquisa
com avaliacdo de prontuérios e pecas em blocos de parafina presentes nessa instituicdo, a
depender da aprovacdo do Comité de Etica.

Agradecemos a atencdo e colaboracdo, uma vez que sem ela o desenvolvimento do
projeto de pesquisa estaria prejudicado. Colocamo-nos a disposicéo para esclarecimentos que
se fagam necessérios.

Atenciosamente,
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Gustavo Pina Godoy
Professor do Programa de Pds-graduacdo em Odontologia da UEPB

Orientador/responsavel pelo Projeto

Arlley de Sousa Leitdo
Aluno do Programa de P6s-graduacdo em Odontologia da UEPB

Participante do Projeto

PRONUNCIAMENTO DA INSTITUICAO.

Ciente do exposto autorizo a realizacdo da pesquisa intitulada, ANALISE IMUNO-
HISTOQUIMICA DAS SUBPOPULAC}()ES M1 E M2 DE MACROFAGOS
ASSOCIADOS A TUMORES (MAT) EM CARCINOMAS DE CELULAS
ESCAMOSAS DE LINGUA, na presente instituicdo mediante aprovacio do Comité de Etica

em Pesquisa.

Antonio Carneiro Arnaud

Diretor-Geral do Hospital Napoledo Laureano

Jodo Pessoa — Paraiba de de 2014
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APENDICE F
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
TERMO DO CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

TITULO: ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS SUBPOPULAGCOES M1 E M2 DE
MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES (MAT) EM CARCINOMAS DE CELULAS
ESCAMOSAS DE LINGUA.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Gustavo Pina Godoy e Arlley de Sousa Leitéo.
INTRODUCAO:

As informacdes a seguir descreverdo esta pesquisa e o papel que vocé terd como
participante da mesma. O pesquisador responsavel responderd a qualquer duvida que possa
existir sobre esse termo e sobre o estudo a ser realizado. Por favor, leia-o atentamente.
PROPOSITO DA PESQUISA:

Avaliar através da técnica de imuno-histoquimica a presenca das subpopulacbes M1 e
M2 de macrofagos associados a tumores (MATS) em carcinoma de células escamosas de
lingua (CCEL) e wverificar um possivel envolvimento destes tipos celulares no
desenvolvimento destas lesdes em pacientes jovens.

DESCRICAO DO ESTUDO:

- Autonomia: Sua participacdo neste estudo é voluntaria e vocé podera recusar-se a participar
ou interromper sua participacédo a qualquer momento sem constrangimento.

- Beneficéncia: Este estudo trara como beneficio o conhecimento sobre o desenvolvimento e
progressdo tumoral do carcinoma de células escamosas em lingua, podendo servir como
subsidio para decisdo de tratamento e prognastico.

- Nao maleficéncia: Nao existe a possibilidade de situacdo desagradavel para o profissional ou
entidade que participar deste estudo.

- Justica e equidade: Esse trabalho mostrara a expressdo das proteinas CD68 e CD163 em
carcinomas de células escamosas de lingua, possibilitando um maior conhecimento sobre esta
neoplasia, podendo instituir novos protocolos de tratamento e otimizar o progndstico para

futuros casos que venham a existir.
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METODOLOGIA

Serdo coletadas informacdes dos prontuarios do periodo de 2002 a 2013 por um Unico
pesquisador. Os dados serdo incluidos num questionario previamente elaborado pelos
participantes do estudo. Quanto as pecas cirargicas que estdo armazenadas em bloco de
parafina, nestas serdo realizado no minimo dois e no maximo quatro cortes histologicos,
sendo um corte com espessura de 5um e outros cortes de 3um de espessura. Devido ao tempo
decorrido da cirurgia e ndo havendo a possibilidade de buscar todos os pacientes do periodo
para a assinatura do TCLE este poderd ser realizada pelo responsavel pela guarda dos
documento.

CONFIDENCIALIDADE DO REGISTRO:

Todas as informagbes obtidas através deste estudo permanecerdo em sigilo,
assegurando a protecdo de sua imagem e respeitando valores morais, culturais, religiosos,
sociais e éticos. Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou
publicacBes cientificas, porém a identidade dos envolvidos ndo sera divulgada nem serdo
utilizadas quaisquer informacdes que permitam a sua identificacao.

CONTATO:

Se houver qualquer davida sobre o estudo vocé recebera maiores informacgdes com
Arlley de Sousa Leitdo, através do telefone (83) 87187654, via email
arlley_sousa@hotmail.com, ou na secretaria do mestrado em odontologia da UEPB no fone
3315-3471.

Gustavo Pina Godoy
Professor do Programa de P6s-graduacdo em Odontologia da UEPB

Orientador/responsavel pelo Projeto

Arlley de Sousa Leitéo
Aluno do Programa de Pos-graduacdo em Odontologia da UEPB

Participante do Projeto
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PESQUISA:

Eu, RG n°: i
a descricdo do estudo ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS SUBPOPULACOES M1
E M2 DE MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES (MAT) EM CARCINOMAS DE
CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA e, concordo com a realizagdo da pesquisa e

utilizacdo dos prontuérios e blocos de parafina sob a minha guarda no Hospital Napoledo

Laureano. Confirmo que recebi copia do termo de esclarecimento para participacdo da
pesquisa. Compreendo que minha participacdo é voluntaria e que posso desistir da
continuacdo do estudo. Autorizo a liberacdo dos dados obtidos para apresentacdo em eventos

cientificos e publicacGes, desde que ndo comprometa ou identifique qualquer participante.

Jodo Pessoa de de 2014

ANTONIO CARNEIRO ARNAUD

Diretor-Geral do Hospital Napoledo Laureano
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APENDICE G
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Termo de Compromisso do Pesquisador

NoOs, Gustavo Pina Godoy e Arlley de Sousa Leitdo, responsaveis pelo
desenvolvimento do projeto intitulado ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS
SUBPOPULAQ@ES M1 E M2 DE MACROFAGOS ASSOCIADOS A TUMORES (MAT)
EM CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA que possui como objetivo
avaliar através da técnica de imuno-histoquimica a presenca das subpopulacées M1 e M2 de
macrofagos associados a tumores (MATS) em carcinoma de células escamosas de lingua
(CCEL) e verificar um possivel envolvimento destes tipos celulares no desenvolvimento
Destas lesGes em pacientes jovens. A analise utilizara pecas cirdrgicas coletadas através de
biopsia excisional, cujas preparacfes serdo coradas com dois anticorpos monoclonais
imunorreativos aos MATs (CD68 e CD163). Também serdo coletados os dados clinicos dos
pacientes, quais sejam: sexo, idade, ocupaccao/profissdo e estadiamento clinico (TNM), bem
como a gradacdo histoldgica de malignidade.

Declaramos conhecer o inteiro teor da resolu¢do CNS 466/2012, comprometendo-nos,
desde ja, a cumpri-la integralmente nas atividades que desenvolveremos, bem como estar
continuamente atualizados, inclusive quanto a legislacdo complementar relativa a matéria,
sendo de nossa inteira responsabilidade qualquer penalidade imposta pelo descumprimento da

mesma.

Gustavo Pina Godoy
Professor do Programa de Pos-graduacdo em Odontologia da UEPB

Orientador/responsavel pelo Projeto

Arlley de Sousa Leitéo

Aluno do Programa de P6s-graduagdo em Odontologia da UEPB.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS — CEP/UEPB

& Qg ome

COMISSAD NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA.

Relator: 08. ) i .
Titulo da Pesquisa: ANALISE DAUNCISTOQUIMICA DAS SUBPOPULACOES M1 E M2

DE MACROFAGOS ASS0CTADOS A TUMORES (WAT:) EM CARCTNOMAS DE CELULAS
ESCAMOSAS DE LINGUA.
Pesquisador: Gustawo Pina Godoy CAAE: 2301731390000 5187
Apresentagao do Projeto: O projsto apresenta-se dentro das normas e especificagies
exigidas.
Objetivo da Pesquisa: Avaliar, através da tecnica de imunoistoquimica, a presenca das
subpopulacdes M1 e M2 de MATs (CD68, HLA-DR e CD183) em CCEC de lingua
&m pacientes jovens e verficar um possivel envolvimento destes subtipos celulares com
um pior ou melhor prognostico.
Avaliagao dos Riscos e Beneficios: A presente pesquisa na3o Taz rscos relevantes 3os
participantses ou aos pesquisadores por se tratar de uma pesquisa laboratorial com coleta
de dados por meio de prontuanos clinicos. O estudo determinara a eficieéncia da tecnica
de imunoistoguimica em dupla-marcacdc para as proteinas CDSBHLA-DR e
CDA3ICD182 no diagnostico de CCEQ de lingua, possibilitando um tratamentc mais
adequado e portantc um melhor prognostico aos pacientes que padecem desta
enfermidade.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: A pesquiza & novadora e importante
para elucidar o perfl comportamental dos macrofagos no desenvolvimento dos
CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA .
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria: Os termos utilizados,
bem como a formatagde do projeto & a documentagso anexada estio dentro do solicitado.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: sem pendencias
Situagac do Parecer: Aprovado

UNTWERSIDALE BITADUIAL (1% PAR :-

PROVIETTORIE TF P GRACRALH] 75355
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