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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) de lingua oral ¢ uma das neoplasias malignas mais
comuns da regido de cabeca e pescoco. Embora tipicamente diagnosticada em individuos
entre a quinta e sétima décadas de vida, estudos tém destacado um aumento importante no
numero de casos dessa neoplasia em individuos mais jovens, com idades abaixo de 45 anos.
Diversas pesquisas t€ém sugerido a existéncia de diferencas significativas na patogénese e no
comportamento biologico do CCE oral entre individuos jovens e idosos, mas os achados ainda
sdo conflitantes. No contexto do desenvolvimento ¢ progressdao dos CCEs orais, estudos t€ém
revelado um papel importante para as células T regulatorias (Treg). Por atuarem na supressao
da atividade de diversas células do sistema imune, as células Treg podem contribuir para a
progressdo tumoral e para o comportamento bioldgico mais agressivo dessas neoplasias.
Apesar dessas evidéncias, investigacdes a respeito da presenga de células Treg em CCEs de
lingua oral sdo escassas, especialmente em individuos jovens. Dessa forma, este estudo se
propos a analisar, por meio de imunoistoquimica, as células Treg (FoxP3+) no microambiente
tumoral de CCEs de lingua oral em individuos jovens (< 45 anos) e idosos (= 60 anos), €
correlacionar os achados com parametros clinicopatologicos (sexo, tamanho/ extensdo do
tumor, metdstase linfonodal regional e a distancia, estdgio clinico e grau histopatologico de
malignidade). A amostra foi constituida por 48 casos de CCE de lingua oral, 24 deles
diagnosticados em individuos jovens (= 45 anos) e 24 em individuos idosos (= 60 anos). Os
dados clinicos foram obtidos a partir dos prontudrios médicos dos pacientes e o grau
histopatolégico de malignidade das lesdes foi avaliado no front de invasdo tumoral (BRYNE
et al., 1992). No estudo imunoistoquimico, foram quantificados, em 10 areas do front de
invasdo tumoral, os linfocitos exibindo positividade nuclear para o FoxP3 e, em seguida,
determinada a média de células Treg para cada caso. As comparacdes das medianas das
células Treg de acordo com os grupos etarios ¢ demais parametros clinicopatologicos foram
realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia
estabelecido foi de 5% (p < 0,05). Linfocitos FoxP3+ foram observados em todos os CCEs de
lingua oral avaliados, com tendéncia para menor quantidade em individuos jovens (mediana:
31,70) quando comparados aos idosos (mediana: 53,60) (p = 0,055). Nos individuos idosos,
foi constatada tendéncia para maior quantidade de células Treg em CCEs de menor tamanho
(p = 0,079). A analise isolada de CCEs em individuos do sexo masculino e em estagios
iniciais revelou maior mediana de células Treg no grupo de idosos em relagdo aos jovens (p <
0,05). Tumores com intenso infiltrado inflamatorio revelaram maiores quantidades de
linfocitos FoxP3+, tanto em individuos jovens (p = 0,099) quanto em idosos (p = 0,005). Em
conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem uma maior participacao das células Treg
na modulacdo das respostas imunoinflamatorias no microambiente dos CCEs de lingua oral
em individuos idosos, particularmente em homens e em estagios iniciais.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; Neoplasias; Lingua; Células T
regulatérias; Imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Oral tongue squamous cell carcinoma (SCC) is one of the most common malignant neoplasms
of the head and neck region. Although, typically diagnosed in individuals between the fifth
and seventh decades of life, studies have highlighted a significant increase in the number of
cases of this neoplasm in younger individuals, aged under 45 years. Several researches have
suggested the existence of significant differences in the pathogenesis and biological behavior
of oral SCC among young and elderly individuals, but the findings still being conflicting. In
the context of the development and progression of SCCs, studies have revealed an important
role for regulatory T cells (Treg). These ones may contribute to the tumor progression and to
the more aggressive biological behavior of these neoplasms because they act in the
suppression of the activity of several cells of the immune system. Despite these evidences,
investigations regarding the presence of Treg cells in oral SCCs are scarce, especially in
young individuals. In this way, this study aimed to analyze, through immunohistochemistry,
Treg cells (FoxP3 +) in the tumor microenvironment of oral SCC in younger individuals (< 45
years) and elderly ones (= 60 years) and correlate the findings with clinicopathological
parameters (sex, tumor size / extent, regional and distant lymph node metastasis, clinical stage
and histopathological grade of malignancy). The sample consisted of 48 cases of oral SCC, 24
of them diagnosed in young individuals (= 45 years) and 24 in elderly individuals (= 60
years). The clinical data were obtained from the patients’ medical records and the
histopathological grade of malignancy of the lesions was evaluated on the front of the tumor
invasion (BRYNE et al., 1992). In the immunohistochemical study, the lymphocytes
exhibiting nuclear positivity for FoxP3, were quantified in 10 areas of the front of the tumor
invasion , and then determined the average Treg cells for each case. The comparisons of the
medians of the Treg cells according to the age groups and other clinicopathological
parameters were performed through the non-parametric Mann-Whitney test. The established
level of significance was 5% (p < 0.05). FoxP3 + lymphocytes were observed in all oral
tongue SCCs evaluated, with a trend to smaller amount in younger individuals (median:
31.70) when compared to the elderly ones (median: 53.60) (p=0.055). In elderly individuals,
a trend was observed for a larger number of Treg cells in smaller SCCs (p = 0.079). The
isolated analysis of SCCs in males individuals and in the early stages, revealed a higher
median Treg cell in the elderly group compared to the young (p < 0.05). Tumors with intense
inflammatory infiltrate revealed greater amounts of FoxP3 + lymphocytes in both Young (p =
0.099) and elderly individuals (p = 0.005). In conclusion, the results of the present study
suggest a greater participation of Treg cells in the modulation of immunoinflammatory
responses in the microenvironment of oral tongue SCCs in older patients, particularly in
males and in early stages.

Keywords: Carcinoma, Squamous Cell; Neoplasms; Tongue; T-Lymphocytes, Regulatory;
Immunohistochesmitry.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) ¢ a neoplasia maligna mais frequente em
cavidade oral, correspondendo a 200 mil novos casos por ano no mundo (TROIANO et al.,
2018) e no Brasil, estimam-se 11.200 casos novos em homens e 3.500 em mulheres para cada
ano do biénio (2018-2019) (INCA, 2018). Esta lesdo ¢ tipicamente diagnosticada em
individuos do sexo masculino, entre a quinta ¢ sétima décadas de vida, e tem o tabaco e o
alcool como principais fatores de risco para seu desenvolvimento (BUNGET et al., 2013;
BODNER et al., 2014; MOURA et al., 2016). Dentre os diversos sitios anatomicos em
cavidade oral, a lingua ¢ acometida com maior frequéncia (BODNER et al., 2014).

Embora o CCE oral seja pouco comum em individuos abaixo dos 40 anos (FALAKI
et al., 2011; KAPILA; NATARAJAN; BOAZ, 2017), estudos vém indicando uma mudanga
significativa na tendéncia demogréfica dessa lesdo, com um aumento importante no niimero
de casos em individuos mais jovens (18 — 45 anos) (MAJCHRZAK et al., 2014; KAPILA;
NATARAJAN; BOAZ, 2017). Além disso, embora pesquisas sugiram a existéncia de
diferencas importantes nas bases moleculares € no comportamento bioldégico do CCE oral
entre individuos jovens e idosos, os achados ainda sdo conflitantes (BENEVENUTO et al.,
2012; BODNER et al., 2014; MAJCHRZAK et al., 2014; DOS SANTOS COSTA et al.,
2017). Alguns estudos tém destacado um curso clinico mais agressivo do CCE oral em
individuos mais jovens, ao passo que outras investigagdes nao observaram diferencas
significativas relacionadas a idade no comportamento bioldgico dessas neoplasias (ADDURI
et al., 2014, BODNER et al., 2014; MAJCHRZAK et al., 2014; KAPILA; NATARAJAN;
BOAZ, 2017).

Interagdes entre células neopldsicas e células do sistema imune, presentes no
microambiente tumoral, s3o capazes de modular a progressao ¢ o desenvolvimento do tumor
(SIMONSON; ALLISON, 2011). Neste contexto, por meio de moléculas como o fator
transformante de crescimento  (TGF-B), as células neoplasicas podem recrutar diferentes
tipos celulares capazes de suprimir a resposta imune no microambiente tumoral, com destaque
para as células supressoras derivadas de células mieloides, macrofagos associados a tumores
(MATSs) com perfil M2 e células T regulatorias (Treg) (DURAY et al., 2010; SIMONSON;
ALLISON, 2011). Estas ultimas sdo derivadas da linhagem de linfocitos que expressam
constitutivamente CD4, CD25 e o fator de transcricdo nuclear forkhead box P3 (FoxP3).
Estudos tém destacado que o FoxP3 ¢ necessario para a diferenciagdo dos linfocitos T em

células Treg, bem como para a ativacdo de suas fungdes, além de ser um dos melhores



23

marcadores para identificacdo desse tipo celular (SIMONSON; ALLINSON, 2011;
HANAKAWA et al., 2014).

As células Treg podem suprimir a a¢do de diversas células do sistema imune, como
linfocitos B, células Natural Killer, linfocitos T CD4 ¢ T CDS8, monodcitos e células
dendriticas (GAUR et al., 2012; SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER, 2012). Tais agdes sao
desempenhadas por diversos mecanismos, os quais envolvem a liberagdo de citocinas
inibitorias, citolise, modulacdo da fungdo celular apresentadora de antigeno (por meio da
molécula CTLA-4) e interrup¢do metabolica (SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER, 2012).
Embora as cé¢lulas Treg possivelmente utilizem vérios desses mecanismos simultaneamente, a
sintese e secregdo de moléculas inibitorias, como TGF-B, prostaglandina E2 (PGE2),
interleucina-10 (IL-10) e IL-35, tem sido considerada um dos principais mecanismos de
supressao utilizados por esses tipos celulares (WORKMAN et al., 2009; SCHMIDT;
OBERLE; KRAMMER, 2012; GAUR et al., 2012).

Em decorréncia de suas atividades imunossupressoras, estudos tém destacado uma
relacdo entre a grande quantidade de células Treg no microambiente de neoplasias malignas e
um pior prognostico (SIMONSON; ALLISON, 2011; HANAKAWA, et al., 2014
AGGARWAL; SHARMA; DAS, 2017). Em CCEs de cavidade oral, um maior nimero de
células Treg no microambiente tumoral tem sido associado com a presenca de metdstase
linfonodal regional, estadiamento clinico avancado, baixa sobrevida global e sobrevida livre
de doenca, além de resultados desfavoraveis a imunoterapia (GAUR et al., 2012;
AGGARWAL; SHARMA; DAS, 2017). Em contrapartida, outras investigagdes sugerem uma
associacdo entre o alto nimero de células Treg e um melhor prognodstico em CCEs de
cavidade oral, bem como ao melhor controle locorregional em carcinoma de cabega e pescoco
(LIM et al., 2014; WOLF et al., 2015). Apesar desses importantes achados, até o momento,
pouco se sabe sobre a presenca de células Treg no microambiente de CCEs de lingua oral em
individuos jovens.

Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar por meio da imunoistoquimica, as
células Treg (FoxP3+) no microambiente tumoral de CCEs de lingua oral em individuos
jovens (< 45 anos) e idosos (> 60 anos), e correlacionar os achados com parametros
clinicopatologicos (sexo, tamanho/ extensdo do tumor, metastase linfonodal regional e a
distancia, estagio clinico e grau histopatologico de malignidade). Com esta pesquisa,
pretendeu-se contribuir com mais esclarecimentos a respeito das diferengas descritas na

literatura sobre o comportamento bioldgico dessas neoplasias malignas nesses grupos etarios.
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2 METODOLOGIA

2.1 ASPECTOS ETICOS

A presente pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisas envolvendo
Seres Humanos (Plataforma Brasil), de acordo com a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude/ Ministério da Satide, e submetida a anélise pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Conforme parecer n° 39076214.4.0000.5187
(ANEXO A), seu protocolo foi aprovado.

2.2 TIPO DE ESTUDO

O estudo desenvolvido consistiu em uma pesquisa transversal, observacional e
analitica, caracterizada pela avaliagdo quantitativa das células Treg, por meio da
imunoistoquimica, em CCEs de lingua oral em individuos jovens e idosos. Foram
estabelecidas, adicionalmente, relagdes com parametros clinicopatologicos (sexo dos
pacientes, tamanho/ extensdo do tumor, metastase em linfonodos regionais, metdstase a

distancia, estagio clinico e grau histopatologico de malignidade) das lesdes.

2.3 POPULACAO

A populagdo objeto do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCEs de
lingua oral diagnosticados e arquivados no Servigo de Anatomia Patologica do Hospital

Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB, no periodo de 2002 a 2016.
2.4 AMOSTRA

Por meio de técnica de amostragem do tipo ndo probabilistica, por conveniéncia,
foram selecionados 48 casos de CCE de lingua oral, 24 deles diagnosticados em individuos

jovens (= 45 anos) e 24 em individuos idosos (= 60 anos), todos emblocados em parafina.

2.4.1 Critérios de inclusao
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Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CCEs de lingua oral provenientes de
ressecgdo cirlrgica, os quais possibilitaram a avaliagdo do front de invasdo tumoral. Além
disso, s6 foram incluidos no estudo os casos cujos prontuarios continham informagdes
relativas ao sexo e idade dos pacientes, bem como a localiza¢do anatdomica da lesdo, tamanho

do tumor, metéstase linfonodal regional, metastase a distancia e estagio clinico.
2.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas da amostra as lesdes de pacientes submetidos previamente a
radioterapia ou quimioterapia. Adicionalmente, foram excluidos da pesquisa os casos que nao
apresentavam quantidades suficientes de material biologico para realizagdo dos estudos
morfoldgico e imunoistoquimico.

2.5 VARIAVEIS

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

listadas nos Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Elenco de variaveis independentes analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA

Jovem (= 45 anos)

Idade Idade do paciente (em anos)
Idoso (= 60 anos)
T1
T2

Tamanho do tumor Tamanho/ extens@o do tumor primario -
T4
NO

Metastase nodal N1

. Metastase em linfonodos regionais

regional N2

N3

) . . | Presenga de tumor secundario a distancia | MO
Metastase a distancia o
do tumor primario M1

_ _ Classificagdo da lesdo considerando o Estagio |
Estégio clinico

tamanho do tumor (T), a metastase Estagio 11
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regional (N) ¢ a metastase a distancia (M)

Estagio III
Estagio IV

Grau histopatologico

de malignidade

Classificaggo histopatologica do tumor
considerando o grau de ceratinizagdo,
pleomorfismo nuclear, padrao de invasao e

infiltrado inflamatorio

Baixo grau de malignidade

Alto grau de malignidade

Alto
Grau de Moderado
Grau de ceratinizagao das células tumorais
ceratinizacao Baixo
Ausente
Pouco
Pleomorfismo Grau de pleomorfismo nuclear das células | Moderado
nuclear tumorais Intenso
Extremo

Padrao de invaséo

Padrio de invasdo das células tumorais

Bordas bem delimitadas
Cordoes, 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
Infiltrado Moderado
Intensidade do infiltrado inflamatorio
inflamatorio Escasso
Ausente
Quadro 2. Variavel dependente analisada no estudo.
VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA
Linfécitos, localizados no front de
) o Numero de células Treg
Células Treg invasdo tumoral, exibindo

imunopositividade nuclear para FoxP3.

(FoxP3+)




2.6 ESTUDO CLINICO

A partir de prontuarios médicos, foram obtidas informacdes relativas ao sexo e idade

dos pacientes, bem como sobre a localizagdo anatomica das lesdes. Com base nos pardmetros

descritos na sexta edicdo da Classificagio TNM dos Tumores Malignos (SOBIN;

WITTEKIND, 2002), apresentados nos Quadros 3 e 4, foram coletadas informagdes sobre o

tamanho do tumor, metastase linfonodal regional, metastase a distancia e estagio clinico. Os

dados coletados foram transcritos para uma ficha especifica (APENDICE A).

Quadro 3. Sistema de estadiamento clinico TNM para o CCE oral, preconizado por Sobin ¢
Wittekind (2002).

TAMANHO/ EXTENSAO DO TUMOR PRIMARIO (T)

TX | O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO | Nao ha 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 ¢ até 4 cm em sua maior dimensao
T3 | Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimenséo
T4a | Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, musculos profundos/ extrinsecos da
lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso ¢ estiloglosso), seios maxilares ou pele da face
T4b | Tumor que invade o espaco mastigador, laminas pterigoides ou base do cranio ou envolve
artéria carotida interna
ENVOLVIMENTO DE LINFONODO REGIONAL (N)
NX | Os 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 tnico linfonodo homolateral com mais de 3 cm ¢ até 6 cm em sua
maior dimensao
N2b — Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensdo
N2c¢ — Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6
c¢m em sua maior dimensao
N3 | Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao

ENVOLVIMENTO POR METASTASES DISTANTES (M)
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MX | A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metastase a distincia

M1 | Metastase a distancia

Quadro 4. Categorias de estadiamento clinico TNM para o CCE oral, preconizado por Sobin
e Wittekind (2002).

ESTAGIO CLASSIFICACAO TNM
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio | T1 NO MO
Estagio 11 T2 NO MO

Estagio 111 T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Estagio IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 M0
Estagio IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N M0
Estagio IVC Qualquer T Qualquer N M1
2.7 ESTUDO MORFOLOGICO

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com Sum de espessura, os quais foram estendidos em ldminas de vidro e,
posteriormente, 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 calibrados realizaram a analise morfoldgica das lesoes.

A analise do grau histopatologico de malignidade dos CCEs foi realizada no front de
invasao tumoral, de acordo com o sistema proposto por Bryne et al. (1992) (QUADRO 5). Os
escores obtidos em cada um dos parametros foram somados, obtendo-se o escore final de
malignidade do caso. As lesdes com escore final menor ou igual a oito foram classificadas
como de baixo grau de malignidade. Por sua vez, os tumores com escore final igual ou
superior a nove foram classificados como de alto grau de malignidade (SILVEIRA et al.,

2007). Os dados obtidos foram transcritos para uma ficha especifica (APENDICE B).
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Quadro 5. Sistema de gradacao histopatologica de malignidade no front de invasdo, proposto
por Bryne et al. (1992).

Aspectos Escores de malignidade
morfoldgicos 1 2 S 4
Grau de Alto Moderado Baixo Ausente
Ceratinizacao (>50% das | (20-50% das (>5<20% das (0-5% das células)
células) células) células)
Pleomorfismo | Pouco (>75% | Moderado | Intenso (>25<50% | Extremo (0 a25%
Nuclear de células (50 a 75% de | de células maduras) | de células maduras)
maduras) células
maduras)
Padrao de Bordas Cordades, Pequenos grupos Infiltragdo difusa e
Invaséo Infiltrativas | bandas e/ ou ou corddes de pronunciada, em
bem trabéculas células infiltrativas pequenos grupos
delimitadas solidas (n>15) celulares e/ ou
infiltrativas células individuais
(n<15)
Infiltrado Intenso Moderado Escasso Ausente
Inflamatorio

2.8 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO
2.8.1 Método imunoistoquimico

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 laminas de vidro preparadas
com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Em seguida, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela técnica
baseada em polimeros de dextrano (Revea/TM, Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA,
USA), utilizando anticorpo primario monoclonal anti-FoxP3. Cortes histologicos de tonsila
foram empregados como controle positivo. O controle negativo consistiu na omissdo do
anticorpo primario no protocolo do Laboratorio de Imunoistoquimica do Departamento de
Odontologia da UEPB, descrito a seguir:
= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);
= Reidratacdo em cadeia descendente de etanois:
s Alcool etilico absoluto I (5 minutos);
» Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

s Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
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= Alcool etilico 95°GL (5 minutos);

¢ Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
Remogdo de pigmentos formolicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
Lavagem em 4gua corrente (10 minutos)
Passagens rapidas em 4gua destilada (2 trocas);
Recuperagdo antigénica (QUADRO 6);
Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
Duas incubagodes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcao de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos cada);
Lavagem em é4gua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em 4gua destilada (2 trocas);
Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
Incubagdo dos cortes com anticorpo primario, em solugdo diluente (Antibody diluent,
Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em cdmara timida;
Duas passagens em solu¢do de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
Incubagdo com anticorpo secundario (Complement, Spring Bioscience Corp.,
Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara umida (30 minutos);
Passagens rapidas em solugdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (2 trocas);
Incubagdo com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP Conjugated, Spring
Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara imida (30 minutos);
Duas passagens em solu¢do de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
Revelacdo da reacdo com solu¢do cromogena de 3,3-diaminobenzidina (DAB
Substrate system, Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA) (10 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (8 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);
Desidratacdao em alcool absoluto:

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

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

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

Quadro 6. Especificidade, n° do catdlogo, fabricante, dilui¢do, recuperagdo antigénica e

tempo de incubagdo do anticorpo primario utilizado no estudo.

i . : —_— Recuperacao 5
Especificidade | N2catalogo | Fabricante | Diluicao o Incubacao
Antigénica
Citrato, pH 6,0 )
FoxP3 Ab22510 Abcam 1:150 | 60 minutos
Steamer, 90°C, 30 min

2.8.2 Analise imunoistoquimica

Ap0Os o processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, 0s
espécimes foram analisados, sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems
Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), por dois examinadores previamente treinados. Ressalta-se que
a analise imunoistoquimica foi realizada sem que os examinadores tivessem conhecimento
dos dados clinicopatologicos relacionados aos casos.

A analise das células Treg (FoxP3+) foi realizada de forma quantitativa, adaptando-se
a metodologia utilizada por Schwarz et al. (2008). Sob aumento de 100x, foram selecionadas
dez areas de maior imunorreatividade ao anticorpo anti-FoxP3 no front de invasdao tumoral.
Em sequéncia, sob aumento de 400x, cada uma dessas areas foi fotomicrografada (ICC
SOHD, Leica Microsystems Vertriecb GmbH, Wetzlar, DE), e as imagens obtidas foram
transferidas para um computador. Por meio 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 linfocitos exibindo imunomarcacao
nuclear para FoxP3, independente da intensidade da colorac¢@o acastanhada. O ntimero total de
linfocitos FoxP3+ foi estabelecido por meio da soma dos valores obtidos em cada um desses
campos. Com esse ultimo dado, foi calculada a média de células Treg para cada caso. Os
dados obtidos foram anotados em fichas apropriadas (APENDICE C).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as andlises clinicas, morfologicas e imunoistoquimicas
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foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa /BM SPSS Statistics (versao
20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Estatistica descritiva foi utilizada para caracterizagdo
da amostra. Os dados obtidos com a contagem dos linfocitos FoxP3+ foram submetidos a
analise de distribui¢do, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual revelou auséncia
de distribuicdo normal. Assim, as comparagdes das medianas das células Treg de acordo com
os grupos (jovens x idosos) e os demais pardmetros clinicopatologicos 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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3 RESULTADOS

3.1 ANALISES CLINICAS E MORFOLOGICAS

Na presente amostra, foi observada uma maior frequéncia de casos de CCE de lingua
oral em individuos do sexo masculino, tanto para o grupo de jovens (n = 15; 62,5%) como
para o de idosos (n = 13; 54,2%). Em relagdo ao tamanho do tumor, foi constatada maior
frequéncia de casos classificados como T1 (n = 10; 41,7%) em individuos jovens e como T2
(n = 13; 54,2%) em individuos idosos. Auséncia de metédstase linfonodal regional foi
observada com maior frequéncia no grupo de individuos idosos (n = 21; 87,5%). Por sua vez,
foi constatado um marcante predominio de casos sem metastase a distancia, tanto para o
grupo de jovens (n = 23; 95,8%) como para o grupo de idosos (n = 23; 95,8%). A analise do
estadiamento clinico revelou maior frequéncia de casos no estagio II, no grupo de idosos (n =
11; 45,8%), e nos estagios I (n = &; 33,3%) e IV (n = 8; 33,3%), no grupo de jovens. Em
relacdo ao grau histopatologico de malignidade, foi observado um predominio de lesdes de
alto grau, tanto em individuos jovens (n = 18; 75,0%) como em individuos idosos (n = 17;
70,8%) (TABELA 1).

Tabela 1. Distribuicdo absoluta e relativa dos casos de CCE de lingua oral de acordo com o

grupo etario e os parametros clinicopatologicos.

. _ - Individuos jovens Individuos idosos
Parametros clinicopatoldgicos
n (%) n (%)

Sexo

Masculino 15 (62,5) 13 (54,2)

Feminino 9(37,5) 11 (45,8)
Tamanho do tumor

Tl 10 (41,7) 10 (41,7)

T2 6 (25,0) 13 (54,2)

T3 3(12,5) 1(4,2)

T4 5(20,8) 0 (0,0)
Metastase nodal regional

NO 13 (54,2) 21 (87,5)

N1 5(20,8) 2(8,3)

N2 2(8,3) 1(4,2)

N3 4(16,7) 0 (0,0)

Metastase a distancia
MO 23 (95,8) 23 (95,8)
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M1 1(4,2) 1(4,2)
Estagio clinico

Estagio I 8 (33.3) 10 (41,7)

Estagio I 4(16,7) 11 (45,3)

Estagio III 4 (16,7) 2(8,3)

Estagio IV 8(33,3) 1(4,2)
Grau histopatolégico de malignidade

Baixo grau 6 (25,0) 7(29,2)

Alto grau 18 (75,0) 17 (70,8)

3.2 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Linfocitos FoxP3+ foram observados no front de invasao em todos os CCEs de lingua
oral avaliados (FIGURAS 1A e 1B), com tendéncia para menor quantidade em individuos
jovens (mediana: 31,70; varia¢do: 4,90 — 75,20) quando comparados aos idosos (mediana
53,60; variagao: 14,90 — 97,10) (p = 0,055). Em relacdo ao sexo dos pacientes, ndo foram
identificadas diferengas estatisticamente significativas na quantidade de linfocitos FoxP3+
nos CCEs de lingua oral, tanto para o grupo de jovens como para o de idosos (p > 0,05;
Figura 2A). Por outro lado, quando comparados os tumores de individuos do sexo masculino,
pode-se constatar maior mediana de linfocitos FoxP3+ no grupo de idosos em relagdo aos
jovens (p = 0,020; Figura 2A).

A analise dos linfocitos FoxP3+ em relagdo ao tamanho dos tumores evidenciou
quantidades relativamente semelhantes entre lesdes T1 e T2 — T4 em individuos jovens (p >
0,05; Figura 2B). No grupo dos individuos idosos, foi observada tendéncia de maior
quantidade de células Treg em lesdes classificadas como T1 quando comparadas a lesdes T2 —
T4, mas sem diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05; Figura 2B). Quando
comparadas apenas as lesdes classificadas como T1, pode-se constatar uma tendéncia para
maior quantidade de linfocitos FoxP3+ no grupo de idosos em relagdo aos jovens (p = 0,059;
Figura 2B).

Em relacdo a metéstase linfonodal regional, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa na quantidade de linfocitos
FoxP3+ no grupo de individuos jovens (p = 0,505). Para o grupo de individuos idosos,
possiveis diferencas na quantidade de células Treg em relagdo a este pardmetro clinico ndo
foram avaliadas em decorréncia do pequeno nimero de casos com metastase linfonodal

regional. De forma similar, o reduzido niimero de casos com metastase a distancia, tanto no
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grupo de jovens como no de idosos, impossibilitou a realizagdo de comparagdes nas
quantidades de células Treg em relagdo a este parametro clinico.

A andlise dos linfocitos FoxP3+ em relagdo ao estadiamento clinico, no grupo de
individuos jovens, revelou discreta tendéncia para menor quantidade destes tipos celulares em
lesdes em estagio I, quando comparadas as lesdes em estagios I — IV (p = 0,178; Figura 2C).
Por outro lado, no grupo dos individuos idosos, foi observada tendéncia para maior
quantidade de células Treg em lesdes em estagio I, quando comparadas as lesdes em estagios
I — IV, mas sem diferencas estatisticamente significativas (p = 0,079; Figura 2C). Quando
comparadas apenas as lesdes em estdgio I, pdde-se constatar uma maior quantidade de
linfécitos FoxP3+ no grupo de idosos em relagdo aos jovens (p = 0,010; Figura 2C).

Considerando o grau histopatologico de malignidade, o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney revelou auséncia de diferencga estatisticamente significativa na quantidade de
linfocitos FoxP3+ entre CCEs de baixo e alto grau de malignidade, tanto para individuos
jovens como para idosos (p > 0,05; Figura 2D). Considerando os pardmetros individuais do
sistema de gradagdo, foi constatada auséncia de diferenga estatisticamente significativa na
quantidade de células Treg em relagdo ao grau de ceratinizagdo e ao pleomorfismo nuclear,
tanto no grupo de individuos jovens como no de idosos (p > 0,05; Figuras 3A e 3B).

Ao avaliar o padrao de invasdo, CCEs exibindo arranjos em pequenos grupos celulares
ou exibindo infiltragdo difusa revelaram maiores quantidades de linfocitos FoxP3+ quando
comparados aos tumores com bordas infiltrativas bem definidas ou arranjados em corddes,
bandas ou lesdes solidas, tanto para o grupo de individuos idosos como para o de jovens, com
tendéncia a significancia estatistica neste Ultimo (p = 0,052; Figura 3C). Foram observadas
maiores medianas de linfocitos FoxP3+ em CCEs com intenso infiltrado inflamatorio, tanto
no grupo de individuos jovens como no de idosos, com diferenca estatisticamente
significativa neste tltimo (p = 0,005; Figura 3D). Adicionalmente, considerando apenas as
lesdes com intenso infiltrado inflamatorio, CCEs de individuos idosos revelaram maior

quantidade de células Treg em relagdo aos CCEs de individuos jovens (p = 0,034; Figura 3D).
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baixo grau de malignidade em individuo idoso, exibindo intenso infiltrado inflamatério (Reveal,

400x). (B) Escassos linfocitos FoxP3+ (setas) no front de invasdo de CCE de lingua oral de alto grau

de malignidade em individuo jovem, exibindo escasso infiltrado inflamatorio (Reveal, 400x).
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4 DISCUSSAO

O CCE de lingua oral ¢ uma lesdo tipicamente diagnosticada em individuos do sexo
masculino (DOS SANTOS COSTA et al., 2017), entre a quinta e sétima década de vida
(BUNGET et al., 2013; BODNER et al., 2014; MOURA et al., 2016; CARIATI et al., 2017).
Apesar disso, estudos recentes vém indicando um aumento importante na incidéncia desta
neoplasia maligna em individuos mais jovens, com idades abaixo dos 45 anos
(MAJCHRZAK et al., 2014; KAPILA; NATARAJAN; BOAZ, 2017). As razdes para esse
aumento na incidéncia de CCE oral em individuos jovens ainda sdo discutiveis, mas estudos
sugerem uma possivel associacdo com infeccdo por papilomavirus humano (HPV) de alto
risco oncogénico (MESQUITA et al., 2016). No Brasil, pesquisas tém revelado que de 3,3% a
12% dos pacientes diagnosticados com CCE oral tém idade inferior a 45 anos (RIBEIRO et
al., 2009; SANTOS et al., 2016; LEITE et al., 2018).

Aliado ao aumento significativo no numero de casos de CCE oral em individuos
jovens, a existéncia de diferengas nas bases moleculares e no comportamento bioldgico dessa
lesdo entre individuos jovens e idosos tem se apresentado como objeto de intensa discussdo na
literatura, com achados ainda conflitantes (BODNER et al., 2014; MAJCHRZAK et al., 2014;
DOS SANTOS COSTA et al., 2017). Neste sentido, alguns estudos tém sugerido um curso
clinico mais agressivo do CCE oral em individuos mais jovens (ADDURI et al., 2014;
KAPILA; NATARAJAN; BOAZ, 2017). Em contrapartida, outras pesquisas ndo constataram
diferengas significativas no comportamento bioldgico do CCE oral relacionadas a idade dos
pacientes (FONSECA, et al., 2014; DOS SANTOS COSTA et al., 2017).

De acordo Popovtzer et al. (2004), o CCE de lingua oral em pacientes abaixo dos 45
anos pode apresentar dois padroes de comportamento bioldgico distintos. Em um grupo, estas
lesdes exibem um curso bastante agressivo, com indices de mortalidade em dois anos que
podem alcangar 40%. Em outro extremo, essa neoplasia apresenta um curso relativamente
indolente, com os pacientes livres de doenca por mais de quinze anos (POPOVTZER et al.,
2004). No estudo realizado por Frare et al. (2016), foram observadas maiores taxas de
recidiva local e metéstase regional, além de menores indices de sobrevida livre de doenga em
cinco anos, nos pacientes jovens com CCE oral. Pesquisas desenvolvidas no Brasil tém
demonstrado que mais de 60% dos casos de CCE oral em individuos jovens sdo
diagnosticados em estagios clinicos avancados (III e IV) (BENEVENUTO et al., 2012;
SANTOS et al., 2016). Embora tais achados possam refletir um comportamento biologico

mais agressivo dessa lesdo em pacientes jovens, deve-se ponderar a possibilidade de que
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sejam resultado do diagnostico tardio do CCE oral nestes individuos, como € observado em
pacientes idosos (SANTOS et al., 2016).

No intuito de contribuir para o entendimento das diferengas, descritas na literatura,
nas bases moleculares e no comportamento biologico dos CCEs de lingua oral entre
individuos jovens e idosos, diversos estudos tém sido realizados, com resultados
contraditorios. Neste contexto, analises do indice de proliferagdo celular, do indice
angiogénico ¢ da densidade linfatica nos CCEs de lingua oral ndo demonstraram diferencas
significativas entre individuos jovens e idosos (BENEVENUTO et al., 2012; MOURA et al.,
2016). Por outro lado, quando avaliada a expressdo do fator de crescimento vascular
endotelial-C (VEGF-C), Moura et al. (2016) constaram maior imunorreatividade deste indutor
de crescimento de vasos linfaticos nas células neoplasicas do CCE oral em pacientes jovens.

No microambiente tumoral, interagdes entre células neoplésicas e células do sistema
imune podem modular diversos processos, com destaque para a progressao tumoral
(SIMONSON; ALLISON, 2011). Dentre os varios tipos celulares presentes no microambiente
dos CCEs orais, destacam-se as células Treg. Essas células podem suprimir a agdo de varias
outras do sistema imune, como linfocitos B, células Natural Killer, linfocitos T CD4 ¢ T
CDS8, monocitos e células dendriticas (SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER, 2012; GAUR et
al., 2012).

No presente estudo, houve uma discreta tendéncia para menor quantidade de
linfocitos FoxP3+ no estagio I em comparacao ao estagio II-IV, no grupo dos jovens, € uma
tendéncia para maior quantidade desses tipos celulares no estdgio I quando comparadas ao
estagio II-IV, no grupo dos idosos. Constatou-se entdo, uma maior quantidade de linfocitos
FoxP3+ no grupo de idosos em relacdo aos jovens, quando comparadas as lesdes no estagio I.
Com isso, ¢ possivel sugerir, que estas ndo sejam as principais células responsaveis pela
supressao da resposta imune no microambiente tumoral dos CCEs orais em individuos jovens,
ao contrario do observado nos idosos. Percebeu-se, também, que a medida que a doenga
progride nos individuos idosos, ha uma tendéncia a diminui¢do destas células nos parametros
clinicopatologicos nesse grupo.

Na pesquisa ora realizada, foi constatada uma tendéncia a uma maior quantidade de
linfocitos FoxP3+ em lesdes de menor tamanho (T1), no sexo masculino e em estagios
inicias, no grupo dos idosos, em compara¢do com os jovens. Em concordancia com estes
achados, Lim et al. (2014) evidenciaram uma maior quantidade de células Treg em lesdes de
menor tamanho. Além disso, Wolf et al. (2015) evidenciaram também um maior nimero de

células Treg em CCEs de cavidade oral em estagios inicias. Em contrapartida, Gaur et al.
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(2012) constataram uma maior quantidade de células Treg em CCEs orais em estagios
clinicos avangados ¢, somado a isto, Aggarwal, Sharma e Das (2017) constataram esse achado
em tumores de maiores tamanhos.

Com relagdo ao grau histopatolégico de malignidade, no presente estudo, foi
observada maior frequéncia de lesdes de alto grau, tanto no grupo de individuos jovens como
no de idosos. Congruentemente, Bachar et al. (2011) e Frare et al. (2016) ndo observaram
diferencas significativas no grau histologico de malignidade do CCE de lingua entre pacientes
jovens e idosos. Por outro lado, Kaminagakura et al. (2011) identificaram uma frequéncia
maior de tumores pobremente diferenciados em pacientes jovens quando comparados com 0s
idosos.

Nesta pesquisa, foram observadas maiores quantidades de linfocitos FoxP3+ em CCEs
de lingua oral com intenso infiltrado inflamatorio, tanto no grupo de individuos jovens como
no de idosos, com diferenca estatisticamente significativa neste ultimo (p = 0,005).
Corroborando este achado, no estudo de Al-Qahtani, Anil e Rajendran (2011), foi registrado
um pico de células FoxP3+ nos casos de CCE de cavidade oral que demonstravam um intenso

infiltrado inflamatoério (p < 0.01).
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem uma maior participagdo das células Treg
na modulagdo das respostas imunoinflamatorias no microambiente dos CCEs de lingua oral
em individuos idosos, particularmente em homens e em estagios iniciais. Neste contexto, os
achados desta pesquisa ressaltam um provavel potencial das células Treg como alvos para
estratégias imunoterapéuticas nos CCEs de lingua oral em individuos idosos e destacam,
ainda, a necessidade de investigacdes futuras para avaliar a presenga de outros tipos celulares
com funcdes imunossupressoras no microambiente dos CCEs de lingua oral em individuos

jovens.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS - CEP/UEPB
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IDADE ESTADUAL DA PARAIB/
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Prof* Dra. Doral(icia Pedrosa de Aratic
Caondenadors co Comith de Etica em Pesauisa
Numero do Protocolo: 39076214.4.0000.5187
Data da 12 relatoria PARECER DO AVALIADOR:26/11/2014
Pesquisador Responsavel: Cassiano Francisco Weege Nonaka.
Situacao do parecer: Aprovado

Apresentagdao do Projeto: O projeto € intitulado: RESPOSTA IMUNE EM CARCINOMAS DE
CELULAS ESCAMOSAS DE LINGUA EM PACIENTES JOVENS E IDOSOS, encaminhado ao Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba para Analise e parecer com fins de
elaboragdo de trabalho de pesquisa junto ac Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba., com a participagdo dos alunos: Fernando Antonio Portela da
Cunha Filho (Aluno do Curso de Mestrado do PPgO — UEPB); Hellen Bandeira de Pontes Santos
(Aluna do Curso de Mestrado do PPg0 — UEPB); Diego Filipe Bezerra Silva (Aluno de Iniciacdo
Cientifica PIBIC — UEPB) ;Vinicius Rodrigues da Silva (Aluno de Inicia¢cdo Cientifica PIBIC -~ UEPB).
Objetivo da Pesquisa:Tem como Objetivo Geral: avaliar, por meio de imunocistoquimica, a presenca
das subpopulagdes M1 e M2 de MATs em CCEs de lingua em pacientes jovens e idosos, relacionando
a quantidade destes tipos celulares com parametros clinicos (tamanho do tumor, metastase em
linfonodos regionais, metastase a distancia, estadio clinico, recidiva local e desfecho) e com a
gradacdo histopatologica de malignidade dos tumores. Alem disso, afravés da analise da
imunoexpressdo das quimiocinas CCL20 e CCL22, sera avaliado um possivel fenoctipo
imunossupressor dos MATs M2 nos CCEs de lingua.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Considerando a justificativa e os aportes tedricos e metodologia
apresentados no presente projeto, e ainda considerando a relevancia do estudo as quais sé@o explicitas
suas possiveis contribuicGes, percebe-se que a mesma ndo apresenta riscos aos participantes a
serem pesquisados, tendo em vista que a pesquisa realizara a coleta de dados em fichas clinicas e
utilizara laminas histolégicas e espécimes biologicos mantidos em arquivos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: A presente proposta de pesquisa & de suma

importancia quanto papel e atribuicdes das Instituicdes de Ensino Superior (IES), mormente pesquisa a
nivel de mestrado, estando dentro do perfil das pesquisas de construcdo do ensino-aprendizagem
significativa, perfilando a formagdo profissional baseada na triade conhecimento-habilidade-
competéncia, preconizada pelo MEC. Portanto, tem retorno social, carater de pesquisa cientifica e,
confribui¢do na formac&o de mestres em Odontologia.

Consideragboes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria e Parecer do Avaliador:
Encontram-se anexados os termos de autorizacdo necessarios para o estudo. Diante do exposto,
somos pela aprovacéo do referido projeto. Salvo melhor juizo.

Recomendagdes: O estudo encontra-se com uma fundamentacédo tedrica estruturada atendendo as
exigéncias protocolares do CEP-UEPB mediante a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude e RESOLUCAO/UEPB/CONSEPE/10/2001 que rege e disciplina este CEP.
Portanto, ndo ha recomendacdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: O presente estudo encontra-se sem
pendéncias, devendo o mesmo prosseguir com a execucdo na integra de seu cronograma de
atividades.
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APENDICE A -

Ficha para coleta de dados referente a analise clinica dos casos de CCE de lingua oral.

Caso

Idade

Sexo

Tamanho

do tumor

Parametros

Metastase
linfonodal regional

Metastase a
distancia

Estagio

clinico
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Ficha para coleta de dados referente a andlise do grau histopatologico de malignidade, de

acordo com o sistema proposto por Bryne ef al. (1992).

Caso

Parametros

Grau de
ceratinizacao

Pleomorfismo
nuclear

Infiltrado
inflamatorio

Padrao
de
invasao

Escore

Total

Grau
histopatoldgico




APENDICE C -

Ficha para coleta de dados referente a analise das células Treg em CCE de lingua oral.

Caso

Campos microscopicos

10

Total

Média
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