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RESUMO




O infiltrado inflamatério tem sido considerado como um possivel fator
progndstico em neoplasias malignas. O objetivo do presente estudo € caracterizar pela
técnica imuno-histoquimica, o infiltrado inflamatério linfocitario em biépsias de CEC da
lingua e soalho de boca, analisando seu valor progndstico por correlagdo dos achados, com
os dados do estadiamento TNM e com a probabilidade de sobrevida dos doentes. Foram
analisadas 46 biopsias de pacientes ndo tratados com CEC de lingua e soalho da boca, nas
quais foram avaliadas as seguintes caracteristicas do infiltrado inflamatério: intensidade do
infiltrado inflamatério geral, intensidade relativa do infiltrado de linfocitos T (CD45R0+) e
B (CD20+) em relagdo ao infiltrado geral nas regides intra e peritumorais, epitélio
displésico e epitélio normal; quantidade de linfocitos CD4+, quantidade de linfocitos CD8+
e razdo CD4/CD8 nas regibes intra e peritumorais. Tanto o infiltrado inflamatério geral,
como o infiltrado de linfécitos T ¢ B eram mais intensos na édrea peritumoral do que na
intratumoral. Em ambas, os linfécitos T foram encontrados em maior quantidade do que os
linfécitos B, a proporgdo CD4/CD8 ndo mostrou diferenca significativa entre as areas intra
e peritumorais. Foi observado correlagdo inversa significativa entre a intensidade do
infiltrado inflamatdrio geral intratumoral e a presenca de metastases cervicais e estadio da
doenca. Houve, também, correlag@o inversa significativa entre intensidade de infiltrado de
linfécitos B intratumoral e presenga de metastases cervicais. Ndo foi encontrado qualquer
correlagdo entre sobrevida e infiltrado inflamatério relacionado ao CEC na amostra
estudada. Concluiu-se que, a andlise do infiltrado inflamatério em bidpsias pode contribuir

para a avaliacdo do progndstico dos doentes com CEC de cavidade oral.

Resumo
xxvii
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Os registros de cancer de base populacional (BRASIL.INCa, 1997) em
funcionamento no Brasil, mostram que o carcinoma da cavidade oral figura entre os seis
tipos de céncer mais incidentes para o sexo masculino, existindo uma variagdo regional
importante. Considerando-se todos os tipos de neoplasias malignas que acometem o ser
humano, a freqgiiéncia relativa do cancer de boca varia de 7% a 16% no sexo masculino e de
2% a 6% no sexo feminino, segundo relatérios dos registros hospitalares de cancer
(BRASIL.INCa, 1997).

O carcinoma espinocelular (CEC), também chamado de carcinoma epidermdide
ou de carcinoma de células escamosas, responde por 90% a 95% dos cénceres da cavidade
oral, predominando no sexo masculino e na faixa etaria entre 50 € 70 anos (KOWALSKI &
RIERA, 1991).

A lingua ¢ o sitio mais comumente envolvido por CEC da cavidade oral (30%),
principalmente nas bordas laterais entre os tercos meédio e posterior, seguida pelos labios
(25%), soalho de boca (15%), gengivas (10%), mucosa jugal (10%) e palato (10%).
Metastases regionais estdo presentes na avaliagdo inicial em aproximadamente 30% dos
pacientes (BRANDAO & CAVALHEIRO, 1999).

O carcinoma da cavidade oral tem etiologia multifatorial (LA VECCHIA et al.,
1997), relacionando-se a fatores ambientais, tais como, agressdo por agentes fisicos e
quimicos bem conhecidos, como o fumo e o élcool (SPITZ et al., 1988) ou ainda por
provaveis fatores biolégicos como a infecgdo do epitélio oral pelo HPV (LONING et al.,
1985). Os fatores etiolégicos inerentes ao portador ou hospedeiro da doenga, tais como,
sexo, idade e condi¢des do estado fisico geral (STELL, 1992) estdo diretamente ligados ao
papel dos mecanismos de defesa do individuo contra o crescimento do tumor. Dentre esses
{iltimos, o papel da vigilancia do sistema imunologico do hospedeiro contra o tumor tem
sido objeto de investigagdo por causa da importancia prognéstica (HIRATSUKA et al.,
1984), assim como, a aplicabilidade terapéutica (LETESSIER et al., 1991).

O infiltrado inflamatério tumoral e peritumoral, constituido predominantemente
de linfocitos é comum a varios tipos de tumores, incluindo o carcinoma espinocelular da

cavidade oral (LIAVAAG et al., 1994), sugerindo a existéncia de uma resposta imune local
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contra o tumor. Embora estudos relacionem diretamente a intensidade e o teor do infiltrado
linfocitario a um melhor prognéstico da doenga (BENNETT ef al., 1971; HIRATSUKA
et al., 1984; WOLF, HUDSON, PETERSON, 1986; SLOOTWEG et al., 1994;
STEPHENS et al., 1998), esse assunto tem sido objeto de controvérsia. Outros autores
estudaram o teor do infiltrado inflamatério tumoral, atribuindo-lhe um papel supressor da
resposta imune, contribuindo para o crescimento e disseminagdo do cancer (VOSE &
MOORE, 1979; YOUNG et al., 1996).

Dentre as técnicas utilizadas pelos autores (VOSE & MOORE, 1979; TOTO,
BROMBERG, TOTO, 1981; SNYDERMAN, 1989; GOEDEGEBUURE & EBERLEIN,
1995; YOUNG et al., 1996) para analisar o infiltrado inflamatério tumoral, destaca-se a da
imunoperoxidase com anticorpos monoclonais, através do método do complexo de avidina-
biotina (HSU et al., 1981). Tal técnica, permite a localizagdo de antigenos em tecidos
fixados em formalina com boa sensibilidade e relativa simplicidade, mesmo em material
estocado.

Apesar do progresso dos procedimentos diagndsticos e terapéuticos alcangados
nas tultimas décadas, o progndstico global do CEC da cavidade oral permanece ruim
(BRYNE, 1991). Isto acontece devido a dois fatores cruciais: primeiro, a detecgéo tardia da
doenga, cerca de 70% a 80% dos casos sdo diagnosticados nos estadios III e IV (DIB et al.,
1990) e segundo, a avaliagdo prognéstica e o planejamento terapéutico sdo baseados,
principalmente, na classificagdo clinica TNM, que n#o reflete a condi¢do real do que esta se

passando entre o tumor e o seu hospedeiro (BRYNE, 1991).

Ao lado de outros fatores progndsticos, tais como, o grau histologico de
malignidade (ANNEROTH, BATSAKIS, LUNA, 1987; BRYNE et al., 1991a), a medida
da espessura do tumor (BYERS, 1997; GUIMARAES & ALTEMANI, 1999) e o contetido
de DNA das células neoplasicas (KOKAL, GARDINE, SHEIBAM, 1988), a analise da
resposta imune do hospedeiro, através da caracterizagio do infiltrado linfocitario tumoral,
tem por objetivo adicionar elementos que corroborem para a decisdo terapéutica, além de
dar subsidios para o tratamento imunoterapico (LETESSIER et al., 1991) que, associado
com as modalidades terapéuticas ora empregadas, ou seja, a cirurgia, a radioterapia € a

quimioterapia, aumente a sobrevida dos pacientes portadores de CEC da cavidade oral.
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Assim, o objetivo do presente estudo € caracterizar pela técnica imuno-
histoquimica, o infiltrado inflamatorio linfocitario presente em biopsias de CEC da lingua e
soalho de boca, analisando seu valor prognostico por correlagdo dos achados, com os dados
do estadiamento TNM e com a probabilidade de sobrevida dos doentes.
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2.1. ASPECTOS HISTORICOS DA IMUNOLOGIA DO CANCER DA CAVIDADE
ORAL

O papel da imunologia no diagndstico, prognostico e planejamento terapéutico
do cancer da cavidade oral comegou a ser estudado quando linhagens de animais
histocompativeis tornaram-se disponiveis. Foi demonstrado que, quando um tumor maligno
era transplantado de um animal para outro de mesma constituicdo genética, ele era
rejeitado, embora a pele normal do mesmo doador fosse aceita (PREHN & MAIN, 1957).

Reagdes imunes especificas contra células de tumores malignos foram
demonstradas através de testes de citotoxicidade. Linfocitos de pacientes portadores de
tumores malignos mostraram-se citotoxicos para células tumorais em cultura. Além disso,
os linfocitos foram citotoxicos para células tumorais do mesmo tipo histologico,
provenientes de pacientes distintos, mas nfio se mostraram citotoxicos para células de
diferentes tipos de tumor nem para as células normais (HELLSTROM & HELLSTROM,
1970).

Foi bem estabelecido que, pacientes com tumores malignos apresentam uma
deficiéncia da resposta imune, principalmente, a mediada por células (EILBER &
MORTON, 1970).

A anélise quantitativa das respostas cutdneas de hipersensibilidade retardada €
dificil e elas sdo geralmente lidas como positivas ou negativas. Por isso, passou-se a
empregar testes in vifro que procuravam medir as respostas dos linfécitos. Um deles, media
a resposta mitogénica dos linfocitos a fito-hemoaglutinina, notando-se que ocorria um
declinio da mesma a proporgdo que a malignidade progredia, enquanto que, nas fases
iniciais do cancer da cavidade oral, a resposta linfocitaria a referida substincia nio se

alterava (LEHNER et al, 1973).

Os estudos iniciais com dinitroclorobenzeno (DNCB), em pacientes portadores
de tumores malignos, demonstraram uma diminuicdo da resposta de hipersensibilidade
retardada ao agente de contato a propor¢do que a neoplasia avancava, sendo essa resposta
utilizada como pardmetro para predizer a evolugdo do paciente com alguma precisdo,
embora esse método de avaliagdo progndstica ndo tenha sido aceito como um procedimento
rotineiro na pratica clinica (SHILLITOE, 1976).
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A razdo pela qual o tumor continuava a crescer levou a hipdtese de que fatores
humorais poderiam estar bloqueando a citotoxicidade in vivo, sendo proposto que a
eliminagdo de tais fatores bloqueadores permitiria que a resposta imune eliminasse as
c€lulas tumorais (BALDWIN, PRICE, ROBINS, 1972; BALDWIN, EMBLETON, PRICE,
1973; CURRIE & MCELWAIN, 1975).

Tais dados, de relevéncia histérica, ja demonstravam que a resposta imune do
hospedeiro ao céncer podia fornecer alguma prote¢io contra o crescimento dos tumores
malignos, estando, no entanto, essa reagdo de defesa prejudicada por fatores ainda
desconhecidos e que, talvez, a manipulagdo da resposta imune através da chamada

imunoterapia pudesse beneficiar os pacientes com cancer (SHILLITOE, 1976).

2.2. FATORES PROGNOSTICOS NO CANCER DA CAVIDADE ORAL

O comportamento clinico incerto dos pacientes com tumores malignos levou
muitos pesquisadores a procura de fatores que pudessem ser usados como indices de
prognostico. Como resultado, surgiram os conceitos de estadiamento clinico e grau
histolégico do tumor primario que s3o utilizados na avaliagdo rotineira dos pacientes
portadores de uma ampla variedade de tumores. Embora o estddio e o grau histolégico do
tumor primério tendem a apresentar um significado progndstico, a diversidade biologica
dos individuos classificados dentro de um mesmo estidio clinico ou grau histoldgico tem
levado a se pesquisar outros fatores que poderiam aprimorar a capacidade de previsio da
sobrevida. O papel dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra o crescimento tumoral
tem ganho atengdo em diversos estudos clinicos e experimentais (HIRATSUKA, 1984;
WOLF et al., 1986; SLOOTWEG et al., 1994; STEPHENS et al., 1998).

No que se refere ao CEC da cavidade oral, BYERS, 1997, divide-os em fatores
do paciente e fatores relacionados as caracteristicas do tumor. Ambos os grupos de fatores,
devem ser levados em conta na escolha da terapia a ser empregada, ou seja, radioterapia,
cirurgia, quimioterapia ou combinagdes das trés modalidades. No estudo de BYERS
(1997), os fatores progndsticos de sobrevida relacionados, em ordem decrescente de

significancia estatistica, s3o:
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presenga de linfonodos cervicais positivos (N+); espessura da invasdo
muscular; tratamento empregado (cirurgia versus cirurgia e radioterapia); espessura do
tumor maior que dois milimetros; invasdo perineural; invasdo vascular e tamanho do tumor

primério (T).

Os fatores prognésticos para se aferir a possibilidade de recorréncia da doenga,
diferem, em parte, dos fatores progndsticos de sobrevida, obedecendo a seguinte ordem de
importancia: presenga de linfonodos cervicais positivos (N+); morfologia da lesdo
(exofitica, ulcerada ou outra); tratamento empregado (cirurgia apenas versus cirurgia e
radioterapia associadas) e, condi¢do das margens cirtirgicas (livres, comprometidas ou

ampliadas e exiguas quando menores que cinco milimetros).

Os demais fatores progndsticos, analisados nos pacientes portadores de CEC da
cavidade oral do estudo de BYERS (1997), os quais nio se mostraram com significancia
estatistica, foram: invasio extracapsular de linfonodos acometidos, aneuploidia das c€lulas
tumorais, localizagdo da lesdo, grau de diferenciagdo do tumor e nivel de comprometimento

dos linfonodos cervicais.

GLUCKMAN et al., (1998), analisando fatores prognésticos em 53 casos de
CEC da cavidade oral diagnosticados em estadios iniciais, dividiu-os conforme o seu
comportamento clinico, em dois grupos: os agressivos € 0s néo-agressivos. Estudou, nesses
dois grupos, alguns fatores prognésticos, a saber: a) Fatores histologicos: grau de
diferenciagio histologica (bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado); avaliagio da interface tumor-hospedeiro (a regido mais profunda do tumor
era avaliada quanto & forma de invasio, ou seja, em blocos tumorais ‘que empurram’, em
corddes infiltrativos ou microinvasio); espessura do tumor (através da medida da
superficie do tumor até a interface tumor-hospedeiro) e grau de diferenciacdo histologica do
tumor na sua por¢io mais invasiva. b) Densidade microvascular através da pesquisa
imuno-histoquimica do antigeno CD31. c) Expressdo da proteina p53. Os autores
conclufram que nenhum dos critérios progndsticos analisados foi estatisticamente
significativo para que tivesse um real papel como indicador prognéstico na pratica clinica e
que futuras pesquisas sdo esperadas para que se possa ter indices simples e baratos a fim de

se determinar o comportamento do céncer em determinado paciente.
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A presenga de margem cirtirgica positiva e a profundidade do tumor maior do
que cinco milimetros foram as tnicas varidveis associadas de maneira significativa na
recorréncia do CEC da cavidade oral no estudo de JONES et al., (1992) em analise de 49

pacientes nos estadios iniciais.

Em relagdo aos fatores prognésticos do hospedeiro, tais como, sexo, idade e
condi¢des do estado geral do paciente, STELL em 1992, analisou uma amostra de 512
casos de CEC de cavidade oral e concluiu que o sexo ndo influenciou a sobrevida, mas o
incremento da idade e a queda das condi¢des do estado geral apresentaram correlagdo
estatisticamente significante, diminuindo a sobrevida e ressaltando que ambas as condi¢des

associam-se a um comprometimento do estado de vigildncia imunoldgica.

Em artigo de revisdo, BRYNE em 1991, avaliou vérios fatores prognosticos,
dividindo-os em fatores relacionados as caracteristicas do tumor; fatores relacionados as
caracteristicas do ambiente peritumoral do hospedeiro e fatores relacionados & presenca de

determinados marcadores séricos.

2.3. FATORES PROGNOSTICOS RELACIONADOS AO TUMOR
2.3.1.Caracteristicas histopatolégicas

Entre as caracteristicas histopatologicas do tumor, o grau de malignidade
constituiu-se em um dos primeiros fatores a ser considerado, baseando-se no pressuposto de
que variagdes histolégicas teriam um valor prognéstico (BRODERS, 1920; JACOBSSON
et al., 1973; CRISSMAN et al, 1980; CRISSMAN e al, 1984; ANNEROTH &
HANSEN, 1984; ANNEROTH, BATSAKIS, LUNA, 1986; ANNEROTH er al., 1987,
BRYNE et al., 1989). Inicialmente, em 1920, BRODERS sugeriu que os carcinomas pouco
diferenciados representavam tumores com pior progndstico. Mais tarde, sua classificagdo
foi colocada em desuso para os CEC da cavidade oral, devido a sua pequena correlagdo
anatomoclinica e baixa reprodutibilidade. ANNEROTH er al., em 1987 redefiniram os
critérios de classificagdo histologica e recomendaram uma graduagdo que consiste em seis

caracteristicas, conforme as tabelas a seguir:

Revisdo da Literatura
40



Tabela 1: Sistema de graduagio de malignidade do CEC da cavidade oral conforme o grau
histolégico de malignidade da populagio de células tumorais.

Grau Hiostologico de Malignidade

Parametro Morfolégico 1 2 3 4
Altamente Moderada-mente Minima Nenhuma
Grau de queratinizagdo queratinizado (mais  queratinizado (20- queratinizacgdo (5- queratinizagdo

de 50% das células)  50% das células) 20% das células)  (0-5% das células)

Pouco polimorfismo Moderado Abundante Extremo
) nuclear (mais de polimorfismo polimorfismo polimorfismo
Polimorfismo nuclear
75% células nuclear ( 50-75%  nuclear (25 —50%  nuclear (0- 25% de
maduras) células maduras)  de células maduras)  células maduras)
Numero de mitoses/
0-1 2-3 4-5 >5

campo

Fonte: ANNEROTH et al, 1987

Tabela 2: Sistema de graduagio de malignidade do CEC da cavidade oral de acordo com 0
grau histolégico de malignidade da interface tumor-hospedeiro.

Grau Hiostologico de Malignidade

Pardmetro
1 2 3 4
Morfologico
Empurrando, bordas Infiltrando, corddes Pequenos Pequenos grupos ou
Padrio de invasdo de transicdo bem solidos agrupamentos de células individuais e
delimitadas células infiltrando espalhadas
Carcinoma in sifu Invasivo Invasdo abaixo da Invasdo extensa €
envolvendo apenas lamina prépria profunda substituindo a
Profundidade de i . . )
. N a lamina prépria adjacente aos maior parte do estroma
mvasao

(microinvasi-vo)  musculos, gldndulas e invadindoa mandibula

salivares e periosteo

Infiltragéo linfo-
Intensa Moderada Leve Nenhuma

plasmocitaria

Fonte: ANNEROTH et al, 1987
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Em relagéo a infiltragdo linfoplasmocitaria, ANNEROTH et al. (1987) referem-
se a esse parametro como sendo uma reagdo imunoldgica ao tumor, mas também, que pode
ser apenas uma reagd@o inflamatéria & ulceragdo. No entanto, muitos casos de invasdo
neopldsica inicial, sem ulceragdo, ndo apresentam problema em graduar-se essa variavel,
pois a mesma ja se encontra presente. Ressaltam ainda que o acesso a esse pariametro deve
ser feito o mais longe possivel de 4rea ulcerada, preferencialmente no estroma adjacente as
células da linha de frente do crescimento tumoral.

Nos tumores, as células mais invasivas ou mais profundas tendem a ser menos
diferenciadas e, assim, expressam melhor o grau histolégico de malignidade que as células
mais superficiais (HAMBRAEUS, MERCKE, WILLEN, 1988; BRYNE, 1991). Uma
modificagdo do grau de malignidade, baseada nas margens de invasio, chamada graduacdo
das células invasivas, mostrou-se de maior valor progndstico no CEC da cavidade oral
(BRYNE, 1991).

2.3.2. Morfometria celular

Através de métodos morfologicos e citométricos, as caracteristicas celulares,
tais como, tamanho, volume, morfologia e numero, podem ser medidas de um modo
objetivo (GUNDERSEN, BENDTSEN, KORBO, 1988; TOSI & COTTIER, 1989).
Algumas caracteristicas do tumor, obtidas através das técnicas morfométricas mostraram-se
de valor prognéstico independente, tais como, o tamanho nuclear aumentado e as alteragdes
de morfologia nuclear, relacionaram-se a um pior prognéstico (ABDEL-SALAM et al,
1990).

2.3.3. Conteiido de DNA

A medida do contetido de DNA no tumor pode ser utilizada como indicador
prognostico, sendo que, a presenga de aneuploidia indica um comportamento mais
agressivo € um pior prognéstico (TYTOR ez al., 1990). O valor progndstico do contetido de
DNA ¢ discutivel para o CEC da cavidade oral, conforme mostram os estudos de TYTOR
et al., (1987) e de GOLDSMITH et al., (1987).
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2.3.4. indices de proliferacio celular

O aumento da velocidade de crescimento tumoral estd associada a um pior
prognostico (TUBIANA & COURDI, 1989), embora o valor pratico das técnicas utilizadas
seja limitado (FRANZEN et al., 1986; TUBIANA & COURDI, 1989). Os métodos imuno-
histoquimicos permitiram simplificar a avaliagdo das taxas de proliferagdo celular através
da detecgio de quantidades aumentadas de determinadas estruturas, tais como: antigeno Ki-
67, receptor para fator de crescimento epidérmico, receptor de transferrina e PCNA
(KEARSLEY, FULONG, WATERS, 1990; BROWN & GATTER, 1990).

2.3.5. Marcadores celulares

A expressio de varios carboidratos na superficie das células, ligados a lipides
ou a proteinas, ao nivel da membrana celular, estd intimamente relacionada ao grau de
diferenciagdo celular, migragdo celular, transformagdo maligna e formagéo de metastases,
sugerindo fortemente que tais estruturas possuem algum significado biolégico (THURIN,
1990). Na mucosa oral, vérios desses carboidratos da superficie celular tém sido estudados
em lesdes pré-malignas (BRYNE ef al., 1991a). Alteracdes na estrutura de tais carboidratos
foram documentadas em CEC da cavidade oral, quando comparadas ao tecido normal
(WOLF, CAREY, HAYASHIDA, 1988; BRYNE et al, 1991a). Observou-se que um
desses carboidratos, chamado antigeno-H, tem sua expressdo diminuida nas células das
margens mais invasivas do tumor, estando esse achado, associado & presenga de metastases,
bem como, a um pior prognéstico (BRYNE, THRANE, DABELSTEEN, 1991b).

Varias estruturas protéicas celulares tém sido estudadas como marcadores,
tentando-se correlacionar as suas expressdes com o curso clinico da neoplasia, tais como
citoqueratinas, filagrina, caderina e involucrina (VIGNESWARAN et al., 1989; TOTO,
NADIMI, MAYWOOD, 1990).
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2.3.6. Cromossomos, oncogenes e antioncogenes

As alteragdes dentro do DNA sfo extremamente importantes para o
desenvolvimento incontrolavel das células cancerigenas (NICOLSON, 1987; NOWELL,
1989; WEINBERG, 1989; BISHOP, 1991). Irregularidades cromossdmicas, tais como,
mutagdes, dele¢des e translocagdes, envolvendo dreas de cromossomos especificos foram
relatadas na maioria dos canceres humanos. A ativagdo ou a amplificagdo de varios genes,
chamados de oncogenes, esta relacionada a iniciagdo e a progressio tumoral (LEWIN,
1991; HUNTER, 1991). As proteinas resultantes da transcricdo dos oncogenes estdo
envolvidas em diversos mecanismos de diferenciagio e proliferagdo das células
cancerigenas. Por outro lado, os genes supressores de tﬁmor codificam para proteinas que,
em situagdes normais, exercem suas agdes inibindo a proliferagdo celular. O crescimento
harménico de um tecido é resultado tanto da acdo de proteinas que ativam a divisdo celular
como da agdo de proteinas que as reprime. Perturbagdes em oncogenes acarretam um
aumento na fun¢do de proteinas indutoras da ativagio, enquanto alteragdes em genes
supressores mudam o comportamento celular, por produzirem uma diminui¢do nas
proteinas inibidoras (SABBAGA, 2000).

2.3.7. Marcadores séricos

A identificacdo de marcadores no soro, cujos niveis correlacionam-se com o
prognostico do tumor, constitui um recurso de enorme interesse (COHN, LINCOLN,
ROSEN, 1986) em CEC da cavidade oral. As substancias que tém mostrado um possivel
valor prognéstico incluem: imunocomplexos, compostos fixadores de complemento,
interleucinas, imunoglobulinas e leucécitos (SCULLY., 1983; SCHANTZ et al., 1988;
SCHANTZ, SAVAGE, BROWN, 1990). Outros marcadores séricos de origem nio
imunolégica tém sido estudados quanto ao seu valor prognostico, tal como a taxa de
hemoglobina (MACIEJEWSKI et al., 1990). Marcadores séricos, tais como, beta-2
microglobulina e antigeno carcinoembridnico s3o, no entanto, inespecificos para serem
usados como indicadores de tumor ou de metéstases no CEC de boca (SCULLY, 1983).
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2.4. FATORES PROGNOSTICOS RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO -

Segundo BRYNE (1991), os fatores prognésticos inerentes ao hospedeiro

podem ser divididos em imunoldgicos e ndo imunol6 gicos.

2.4.1. Fatores nio imunologicos

Entre os fatores de origem ndo imunolégica, relacionados ao hospedeiro e que
tém relagdo com a progressdo tumoral, destacam-se: influéncia das células do estroma,
grau de vascularizagdo, fatores de crescimento local e horménios circulantes (LIOTTA,
1986; NICOLSON, 1987; LIOTTA et al., 1991).

2.4.2. Fatores imunologicos

A importancia da resposta imune na patogénese de varias doengas € bem
descrita. No entanto, o papel da resposta imunolégica nas doencas neoplésicas, em especial

no CEC da cavidade oral, necessita de melhor estudo.

Varias evidéncias favoraveis ao envolvimento da resposta imune no
desenvolvimento das neoplasias malignas tém sido apontadas (SCULLY, 1983; PREHN &
PREHN, 1987; FERRINI & MORETTA, 1990). Assim, temos uma incidéncia aumentada
de neoplasias em imunodeficiéncias primarias e secundarias (SCULLY & LEHNER, 1980).
Ocorre uma melhora no progndstico quando ha um infiltrado celular mononuclear mais
intenso no tumor (SCULLY, 1981; ANNEROTH et al., 1987; GAZE & WILSON, 1988;
BRYNE et al., 1989; BRYNE, 1991) e quando os linfonodos regionais mostram alteragoes
de atividade imunolégica. H4 associagdo entre antigenos de histocompatibilidade e CEC
da cavidade oral (SCULLY, 1982).

Corroborando o envolvimento do sistema imunolégico, ainda temos o aumento
da incidéncia de neoplasias com a idade (BOYLE & SCULLY, 1982); regressdo
espontinea de tumores ; regressdio ocasional das metastases quando o tumor primdrio €
removido (SCULLY, 1983) .
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Observa-se, ainda, a presen¢a de anormalidades imunoldgicas concomitantes
em pacientes com carcinoma de cabega e pescogo, tais como prejuizo da reagdo da resposta
imune mediada por células e da reagdio de hipersensibilidade retardada, diminui¢do do
numero de linfécitos T , alteragGes nas subpopulagdes de linfécitos T , prejuizo da resposta
linfoproliferativa dos linfocitos T frente a determinados agentes mitogénicos (SCULLY,
1983), alteragdo da fungdo dos linfécitos (WOLF, KERNEY, CHRETIEN, 1980) e
aumento das concentragdes séricas de IgA (SCULLY, 1981).

2.5. AS CELULAS DA RESPOSTA IMUNE

Conforme ROITT, BROSTOFF, MALE (1999), as células do sistema imune
originam-se de células pluripotentes através de duas vias principais de diferenciagéo, a
saber: a linhagem linféide que produzird os linfocitos e a mieldide que produzira fagécitos

(mondcitos, macréfagos e neutréfilos) e outras células.

Embora o sistema imune seja composto por um grande niimero de tipos
celulares, os linfécitos desempenham um papel central, conferindo especificidade ao
mecanismo de reconhecimento imunolégico (RESTIFO & WUNDERLICH,1997).

O sistema imune € dividido em dois contingentes: 0 humoral, composto pelos
linfécitos B e o celular, composto, principalmente, pelos linfocitos T. O contingente
humoral estd relacionado com a produgio de anticorpos. O celular é responsavel pela
resposta imune celular que inclui a reagdo de hipersensibilidade do tipo
retardada(LANDSTEINER & CHASE, 1942) e a rejeicio a enxertos (BILLINGHAM,
BRENT, MEDAWAR, 1954) e a tumores (MITCHISON, 1954).

2.6. MORFOLOGIA DOS LINFOCITOS

Os linfécitos possuem um formato arredondado, com 6 a 12 p de didmetro,
citoplasma bastante escasso, apresentando poucas organelas. Sdo células mononucleares
com o nucleo arredondado ou ovalado, as vezes, ligeiramente chanfrado que se coram

intensamente pelos corantes basicos. (ISAAC, 1989).
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2.7. DIFERENCIACAO ENTRE LINFOCITOS TE B

Segundo ISAAC (1989), nfio se pode distinguir entre um linfécito B e um
linfocito T apenas pela morfologia. A distingdo € possivel através da identificacdo de
componentes presentes na membrana que caracterizam estas populagdes celulares. O
receptor para eritrocitos de carneiro que leva a adesdo dos linfocitos T a essas hemcias,

formando rosetas, foi bastante utilizado no passado.

Outra técnica empregada para diferenciar os linfécitos T e B entre si €
avaliando as suas respostas proliferativas a certos agentes mitégenos. A fito-
hemoaglutinina e a concanavalina-A agem preferencialmente em linfocitos T e o
lipopolissacarideo de Escherichia coli atua induzindo a proliferagdo dos linfocitos B
(CALICH & VAZ, 1989).

2.8. MARCADORES DE SUPERFICIE DOS LINFOCITOS T

As populagdes de linfécitos podem ser identificadas através de marcadores
caracteristicos expressados nas suas superficies. Muitos destes marcadores celulares podem
ser identificados através de anticorpos monoclonais (BARCLAY et al, 1994). Uma
nomenclatura chamada sistema CD foi desenvolvida na qual o termo CD (“cluster
designation™) refere-se ao grupo (“cluster”) de anticorpos monoclonais, produzidos em
ratos, que se ligam especificamente a um determinado marcador celular (ROITT et al.,
1999). Os marcadores de superficie celulares, identificados através da reagdo com
anticorpos, permitem, além da identificacdo dos tipos de linfocitos, a associagdo com O

estagio de maturagdo de uma determinada célula T (BARCLAY et al., 1994).

Assim, o marcador CD4 identifica a subpopulago de linfécitos T auxiliares e
o marcador CD8 reconhece uma outra subpopulagio que é predominantemente citotoxica

(ROITT et al., 1999).

Conforme LIMA & ABRAHNSOHN (1989) os linfécitos T auxiliares tém um
papel fundamental nas reagdes imunologicas mediadas por células através de uma acgdo
especifica, condicionada ao reconhecimento do antigeno, € uma agdo inespecifica resultante

da ativagdo dos macréfagos que, uma vez ativados, poderdo exercer suas fungdes tanto em
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nivel local como em nivel sistémico, independente do estimulo antigénico inicial. Os
linfécitos T citotdxicos sdo estimulados in vivo, nas infecgdes virais, durante o crescimento
dos tumores e durante a rejei¢do de aloenxertos. Com o auxilio das células T auxiliares e da
produgdo de IL-2, as células T citotdxicas proliferam e se diferenciam em células efetoras
que, ao interagirem com a célula alvo, provocam modificacdes irreversiveis na

permeabilidade de sua membrana, levando-a & morte.

2.9. DIFERENCIACAO DOS LINFOCITOS PELA IMUNOQUIMICA

Os métodos imunoquimicos, utilizando o complexo antigeno-anticorpo, sio
muito sensiveis e permitem a visualizagdo de componentes celulares anteriormente nio

detectaveis.

A coloragdo da imunoperoxidase é um instrumento importante para a
identificacdo de uma grande variedade de estruturas da célula. Esta, envolve o uso de
anticorpos e a enzima peroxidase. O procedimento da reagdo de imunoperoxidase permite a

caracterizagdo de antigenos celulares em cortes de parafina, esfregacos e “imprints”.

Os principais métodos de coloragdo pela imunoperoxidase sdo: o método direto,
o indireto, o PAP e o avidina-biotina.

O método do complexo de avidina-biotina (GUESDOM, TERNYNCK,
AVRAMEAS, 1979) utiliza a aplicagdo de um anticorpo secundario, marcado com biotina,
seguido da adi¢do do complexo de avidina-biotina-peroxidase e fornece um resultado
superior quando comparado com os métodos que utilizam anticorpos nio marcados (HSU
et al., 1981). Este método é baseado na capacidade da glicoproteina da clara do ovo, a
avidina, ligar-se covalentemente (ndo imunologicamente) a quatro pequenas moléculas da
vitamina biotina. Neste método, trés reagentes sdo usados. O primeiro é um anticorpo
especifico primdrio para o antigeno a ser localizado. O segundo é um anticorpo secundério,
conjugado 2 biotina e capaz de ligar-se ao primeiro e o terceiro reagente é o complexo de
peroxidase conjugado a biotina e & avidina. Os lugares livres na molécula de avidina

permitem a ligacdo com a biotina no anticorpo secundédrio. A enzima peroxidase, e
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portanto, o antigeno original, sdo visualizados com um cromégeno apropriado. A forte
afinidade da avidina pela biotina confere a este método maior sensibilidade que os demais.
Os antigenos de superficie dos linfocitos, assim como as citocinas secretadas, podem ser

identificados muito bem através desta técnica (BOURNE, 1997; ROITT ef al, 1999).

2.10. O INFILTRADO LINFOCITARIO NO CEC DE CAVIDADE ORAL

Desde a época de EHRLICH, 1879 (apud KREIDER, BARTLETT,
BUTKIEWICZ, 1984) tem-se a idéia que o infiltrado linfocitirio dos tecidos ¢ um
indicador da resposta imunolégica do hospedeiro contra o tumor e que sua presenga pode
refletir uma sobrevida mais longa (KREIDER et al., 1984). No entanto, tal assunto tem sido

objeto de pesquisas e discussdes ha mais de um século.

O prognéstico de pacientes portadores de cancer tende a ser melhor quando
existe um infiltrado linfocitario tumoral mais intenso. Este fenomeno foi relatado pela
primeira vez em melanomas (HANDLEY, 1907) e depois observado em outros tipos de
cancer (BENNET et al, 1971; IOACHIM, 1976; SVENNEVIG et al, 1978; VAN
NAGELL et al, 1978; VOSE & MOORE, 1979; HOLMES, 1985; BROCKER, 1989;
YOUNG et al., 1996). A presenca da infiltragdo linfocitiria ¢ um fenémeno comum a
vérias neoplasias, incluindo o CEC da cavidade oral (JONES & COYLE, 1969;
PAAVOLAINEN, TARKKANEN, SAKSELA, 1973; BONCINELLI, FORNIERI,
MUSCATELLO, 1978; TOTO et al, 1981; SCULLY, 1982; FURUSAKA, 1982;
BROEMAL, BECKER, OTTO, 1983; RABIN, JOHNSON, CLAASSEN, 1984;
HIRATSUKA et al, 1984; KREIDER er al, 1984; MIWA, 1984; HARABUCHI,
YAMANAKA, KATAURA, 1985; WOLF et al., 1986; MIGLIORATI et al., 1986; WOLF,
SCHMALTZ, HUDSON, 1987; GUO et al., 1987; SNYDERMAN, 1989; HIROTA et al,
1990; SARIOGLU et al., 1994; LIAVAAG et al., 1994; SLOOTWEG et al, 1994; LAAD
et al., 1996; STEPHENS et al., 1998 ).

HIRATSUKA et al. (1984) estudaram 30 pacientes com CEC da cavidade oral,
constatando que as células T predominavam sobre as células B € o grau de infiltracdo de
linfocitos T correlacionava-se com o tamanho do tumor e era mais marcante em pacientes

sem metastases linfonodais. Além disso, constataram que as taxas de regressdo do tumor
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apos o tratamento com bleomicina eram maiores nos casos em que o infiltrado inflamatdrio
linfocitario era mais abundante. Tais achados levaram os autores a concluir que a infiltragdo

de células T poderia inibir o desenvolvimento e a disseminac¢io das células neoplasicas.

RABIN et al. (1984), utilizando anticorpos monoclonais, encontraram uma
predominancia de linfocitos T e poucos linfocitos B em infiltrados de CEC de cabega e
pescogo, incluindo laringe, eséfago e cavidade oral. Os linfocitos T foram encontrados no

estroma do tumor, na periferia do tecido tumoral e algumas vezes infiltrando o tumor.

WOLF et al. (1986) estudaram 40 pacientes portadores de CEC da cabega e
pescogo incluindo, cavidade oral, orofaringe, laringe e hipofaringe, quanto ao infiltrado de
linfécitos  na  interface  tumor-hospedeiro,  utilizando  imuno-histoquimica.
Quantitativamente, o grau de infiltragdo estromal foi sempre maior que a infiltragdo
parenquimatosa do tumor e a maioria da popula¢do de linfocitos consistiram de células T
com infiltrado ocasional de células B. O infiltrado estromal consistia de células CD4 e CD8
em propor¢des iguais e o infiltrado parenquimatoso consistia de uma proporg¢do maior de
células CD8 em relagdo a CD4.

MIGLIORATI et al. (1986) analisando o infiltrado inflamatério de lesdes
leucoplasicas e eritropldsicas da cavidade oral, encontraram predominancia de linfocitos,
células CD4 em maior nimero que as células CD8 e as proporgdes CD4/CD8 tiveram

diferencas significativas entre as lesdes displasicas moderadas e severas.

GUO et al. (1987) identificaram, por meio de anticorpos monoclonais e
utilizando a técnica da avidina-biotina peroxidase, os fendtipos linfocitarios do tecido
tumoral de pacientes portadores de CEC de cabega e pescogo, incluindo a lingua. O
fenétipo mais encontrado foi o de linfocitos T, com a presenga de duas vezes mais
linfécitos CD4 do que linfocitos CD8. Os pacientes, nos estadios II e III, apresentavam um
numero significativamente mais alto de linfocitos T e de linfocitos CD8 quando

comparados com os pacientes do estadio I'V.

HARABUCHI ez al. (1985) analisaram o infiltrado de linfécitos em CEC de
cabega e pescoco, incluindo a cavidade oral, observando que a infiltragdo de linfocitos T
era mais intensa nos CEC pouco diferenciados do que nos moderadamente ou bem

diferenciados.
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SNYDERMAN (1989) utilizando tecidos frescos e a técnica de citometria de
fluxo, observou que 25% dos pacientes com uma proporgio de linfocitos CD4/CD8 menor
que um, desenvolveram metéstases linfonodais cervicais, sendo que nenhum apresentou
disseminagio extranodal. No grupo onde a proporgdo CD4/CD8 era maior que um, 75%
desenvolveram metastases cervicais e 83% apresentaram compromentimento extracapsular.

O aumento na taxa CD4/CDS$ foi atribuido a uma diminuig&o nas células CD8.

BONCINELLI et al. (1978) pesquisaram a natureza das células que
compunham a reagfio inflamatéria em lesdes pré-cancerigenas e cancerigenas do labio,
utilizando microscopia eletronica, observando que a predominincia era de linfocitos, sendo

que outras células como, plasmdcitos e macréfagos eram pouco observados.

SARIOGLU et al. (1994) estudaram o efeito da infiltragdo linfocitaria na
sobrevida de pacientes com CEC de lingua. Em andlise retrospectiva de 60 casos, a
intensidade do infiltrado linfocitério peritumoral ndo demonstrou ser um marcador

prognéstico estatisticamente significativo.

VALENTE et al. (1990) analisaram o infiltrado leucocitério e as subpopulagdes
de linfocitos T em CEC de cabega e pescogo em pacientes recebendo injegdes perilinfaticas
de interleucina-2, constatando que ocorria um aumento marcante de eosindfilos e do
infiltrado linfocitario, havendo predominio de linfécitos T, bem como, a presenca de
células CD4+ e CD8+ proximas aos corddes neoplasicos. Os autores concluem que tais
achados sugerem que a administragdo local de interleucina-2 induz a um aumento nas
populagdes de linfocitos T ativados no tecido tumoral, indicando uma reagdo tumor-
especifica.

LIAVAAG et al. (1994) analisaram a expressdo dos receptores de linfocitos T
(TCR) em pacientes com CEC do trato aerodigestivo alto e constataram que a maioria dos
linfocitos T apresentavam TCR semelhantes aos dos linfocitos do epitélio normal,
contrariando a hipétese de que tais alteragdes celulares teriam um papel importante na

defesa da mucosa contra a transformag&o neoplasica.
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HIROTA et al (1990) avaliaram a intensidade do infiltrado celular
mononuclear em 50 casos de biépsias de CEC da cavidade oral encontrando predominio de
células T com concentragdo maior dessas células na periferia do tumor. Houve, ainda,
predominio das células T auxiliares/indutoras sobre as células T citotoxicas/supressoras
com diminui¢io da intensidade do infiltrado linfocitdrio nos tumores mais avangados e

aumento da propor¢do CD4/CD8 nos casos avangados as custas de uma diminuicdo de
CDS8.

SLOOTWEG ef al. (1994) analisaram uma série de 76 pacientes com CEC de
cabeca e pescogo, incluindo a cavidade oral, relacionando o infiltrado linfocitério
peritumoral com alguns pardmetros e encontraram correlagio apenas com o padrdao de
invasdo tumoral, sendo que para os outros pardmetros investigados (tamanho do tumor,

espessura e presenca de metastases) ndo obtiveram significAncia estatistica.

THOMAS et al. (1995) caracterizaram a natureza da resposta imune celular

local em modelos animais de carcinogénese oral.

LAAD et al. (1996), avaliando pacientes com CEC da cavidade oral,
encontraram uma redu¢éo marcante de linfocitos citotoxicos no tecido tumoral comparado

ao sangue periférico.

STEPHENS et al. (1998) , utilizando a técnica de hibridizacio de DNA
“Southern blot”, encontraram um predominio de linfécitos CD8 em alguns CEC da
cavidade oral, estando os mesmos adjacentes as células tumorais e causando ilhas de
destruicdo das mesmas, sugerindo que a ativagdo e a expansio clonal de células T ocorre e

pode ter um papel na destrui¢do local do tumor.

2.11. A CLASSIFICACAO TNM

A classificagdo internacional de tumores malignos — TNM, é utilizada para a
avaliagdo da extensdo da doenga. Essa classificagdo foi desenvolvida entre 1943 e 1952 por
Pierre Denoix (MORAES, SOUZA FILHO, MACHADO, 1996), tornando-se a mais
utilizada no mundo. Tem sido editada pela Unifo Internacional contra o Cancer (UICC)
desde 1987 e pelo American Joint Commetee on Cancer (AJCC) desde 1988, com varias
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revisdes (BAILEY, 1991; PICCIRILLO, 1995). E utilizada para todas as doengas malignas,

exceto as leucemias.

O ‘T’ avalia o tamanho do tumor primario, o ‘N’ avalia o envolvimento
linfonodal locorregional € o ‘M’ avalia o comprometimento metastatico a distancia do
tumor (MORAES er al., 1996). Segundo esse autor, a classificagio TNM serve para
planejar o tratamento, indicar o prognéstico, facilitar a avaliacdo dos resultados €

comparar as modalidades de tratamento.

Embora o sistema de estadiamento TNM seja baseado principalmente no exame
fisico, tém-se incorporado os achados radiolégicos como uma maneira de aumentar a
acurdcia (SCHANTZ et al, 1997). Os beneficios da incorporacio de outras técnicas
diagnosticas aos achados de exame fisico tém sido investigados (CLOSE et al., 1989; VAN
DEN BREKEL et al., 1991a; VAN DEN BREKEL ef al., 1991b; SOM, 1992; MADISON
et al., 1994).

O estadiamento clinico das neoplasias malignas de cavidade oral segue o
estabelecido pelo AJCC. Uma lesdo estadiada como “Tx’ ndo pode, por algum motivo, ser
avaliada; ‘TO’ representa auséncia de tumor primario; ‘Tis’ representa um carcinoma in
situ; “T1° uma lesdo cujo maior didmetro € menor ou igual a 2 centimetros; ‘T2’ lesdes cujo
maior didmetro esta entre 2 e 4 centimetros; ‘T3’ lesbes maiores do que 4 centimetros e

‘T4’ lesbes que invadem estruturas adjacentes (BRANDAO & CAVALHEIRO, 1999).

Segundo a classificagdo TNM , nos carcinomas espinocelulares do trato

aero-digestivo alto, o pescogo € classificado da seguinte forma:
NO: auséncia de metastase detectavel
N1: linfonodo tnico de até 3cm
N2a: linfonodo tnico de 3 a 6cm
N2b: linfonodos multiplos, menores que 6cm

N2c: linfonodos contralaterais

N3: linfonodo maior que 6cm ou fixo
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Em relagdo ao ‘M’ temos: ‘Mx’, a presenga de metdstases a distincia ndo pode
ser avaliada por algum motivo; ‘M0’ significa auséncia de metastase a distincia € ‘M1°, a

presenca de metdstase a distdncia .

SHAH, 1996 coloca a classificagdo TNM entre os fatores dependentes do tumor

e que vao influenciar a escolha do tratamento inicial.

BRYNE, 1991 relata que a classificagio TNM tem uma concordéncia, entre
diversos examinadores, de 70%, sendo esse dado corroborado por outros autores
(FRIEDMAN er al., 1990).

A classificagio TNM permite o agrupamento em estadios. Segundo os critérios
do AJCC, o estadio ‘0’ engloba a classificagdo TisNOMO, o estadio ‘I’ compreende a
classificagdo TINOMO, o estadio ‘II’ corresponde a classificagdo T2NOMO, o estadio ‘IIT°
agrega as classificagdes T3NOMO, TINIMO, T2N1MO0, T3N1MO e o estadio ‘IV’ qualquer
T, N2 ou N3 e qualquer TN, M1.

Os estadios iniciais apresentam melhores prognésticos, sendo que, as taxas de
cura para o estadio I variam entre 75-95%, para o estadio II entre 65-85%, para o estadio III
entre 45-65% e para o estadio I'V entre 10-35% (SHAH, 1996).
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3. CAS:UiSTICA E
METODOS
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Foram estudados 138 pacientes portadores de CEC da cavidade oral, levantados
a partir de relatorios de biépsias do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas (HCFCM) da UNICAMP entre os anos de 1993

e 1997, analisados, retrospectivamente, a partir de questionario aplicado aos prontudrios.

Os sitios primérios das lesdes neoplésicas foram anotados, constando do grafico

a seguir:

Numero de casos

Areas anatdbmicas da boca

Grafico 1: Distribuicdo, segundo a localizagdo anatdmica, de 138 bidpsias de pacientes

portadores de CEC da cavidade oral, realizadas no HCFCM-UNICAMP entre
1993-1997.

As areas anatdmicas mais acometidas foram soalho da boca, labio inferior e
lingua.

A maioria dos pacientes era do sexo masculino (83%).

A maior parte dos casos encontrava-se entre a quarta € a sétima décadas da
vida.

A maioria da populagdo alvo era composta de pacientes tabagistas (91%) e

etilistas (72%).
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Casuistica

Dos 138 pacientes, foram estudados apenas aqueles cujas bidpsias eram de
sitios primarios na lingua e/ou no soalho da boca e sem tratamento prévio.

A amostra populacional ficou constituida por 57 pacientes. Destes, foram
excluidos trés casos nos quais houve insuficiéncia de tecido na bidpsia e oito casos, nos
quais houve perda do material fixado & ldmina ou problemas na técnica imuno-histoquimica
que ndo permitiram a identificagdo das células a serem estudadas, mesmo apds varias
repeti¢des. Portanto, a avaliagdo de pardmetros do infiltrado inflamatério foi realizada em
46 pacientes.

Em rela¢dio ao estadiamento, oito eram estadio I, quatro estadio II, 18 estadio I11
e 16 estadio I'V. Em relagdo ao ‘N’, 18 eram ‘N0’ e 28 eram ‘N+’.

Ao final do estudo, 26 pacientes tinham ido a o6bito pela doenga ou estavam
com evidéncia de doenga (CED), um paciente foi a obito por outro motivo, enquanto que
11 encontravam-se sem evidéncia de doenga (SED). Em 8 pacientes ndo puderam ser
obtidas informagdes quanto a evolugdo da doenga. O periodo de seguimento variou de no

minimo trés anos a no Maximo Seis anos.

Método
Todas as biopsias dos 46 pacientes, foram fixadas em formalina 10% e
incluidas em parafina. As reagdes imuno-histoquimicas em sec¢les de parafina foram
realizadas, usando-se o método avidina-biotina-peroxidase, utilizando-se os seguintes
anticorpos ( DAKO Co.®):
e CD45RO, UCHLI : anticorpo monoclonal que reconhece especificamente o
marcador de superficie CD45 que ocorre na maioria das células T.
e CD20, L26: anticorpo monoclonal que ¢é dirigido contra um antigeno
presente na maioria das células B.
e CD45R0O, OPD4: anticorpo monoclonal OPD4, pertencente ao grupo do
CD45RO, que fixa-se fortemente na membrana de linfécitos com fen6tipos

auxiliares/indutores.
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e CDS8, C8/144B: anticorpos monoclonais que reagem com uma proteina
equivalente a molécula de CD8 , fixando-se mnas células T

citotoxicas/supressoras.

Apbs o preparo dos cortes de parafina em laminas siliconizadas para aumentar a
sua aderéncia, realizaram-se as reagdes de imunoperoxidase, no laboratério de imuno-
histoquimica da FCM da UNICAMP, utilizando os anticorpos acima descritos. A reagdo de
imunoperoxidase compreendeu as etapas de desparafinizagdo e de coloragdo, conforme

HSU et al., 1981.

Analise das ldminas

As laminas foram analisadas em microscopia Optica, utilizando-se aumento de
40X e objetiva de 10mm, sendo avaliados os seguintes pardmetros histopatologicos: grau
de diferenciacdo do CEC, padrdo de invasdo, intensidade do infiltrado inflamatorio geral,
intensidade do infiltrado de linfocitos T, intensidade do infiltrado de linfécitos B, contagem
de linfocitos T CD4+ e CD8+ em trés campos distintos e em cortes seriados. Todos os
parmetros foram analisados, em parte dos casos, na regifo intratumoral, na regido
peritumoral, no epitélio displdsico e no epitélio normal.

O grau de diferenciagfio foi avaliado como bem diferenciado, moderadamente
diferenciado ou pouco diferenciado. O padrdo de invasio foi avaliado como compressivo,
corddes grossos, corddes finos, células isoladas ou como in sifu (ndo invasivo). A
intensidade do infiltrado inflamatério geral foi avaliada semi-quantitativamente, sendo
denominado como intenso (+ + +), moderado (+ +), discreto (+) ou ausente (0). A
intensidade do infiltrado inflamatério de linfocitos T e B foi avaliada
semi-quantitativamente, sendo chamado de intenso (maior que 60 células/campo),
moderado (30 a 60 células/campo) e escasso (menor que 30 células/campo) ou ausente. A
avaliacdo dos linfocitos CD4+ e CD8+ foi realizada de modo quantitativo, contando-se as
células em trés campos distintos e obtendo-se a média aritmética.

As propor¢des entre as contagens de linfocitos CD4+ e linfocitos CD8+ foi
obtida no tecido peri e intratumoral, quando possivel, estabelecendo-se a propor¢do maior

ou menor que a unidade como parametro para a analise.
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As fotos a seguir referem-se ao caso numero 26 (anexo 1 - paciente do sexo

masculino, 47 anos, portador de CEC de soalho da boca T4AN3MO):

Figura 1: Observar que o infiltrado inflamatério peritumoral (seta maior) € mais intenso do

que o intratumoral (setas menores). HE x132.
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Figura 2: Infiltrado inflamatorio (seta) circundando os agrupamentos carcinomatosos. Este
infiltrado serd analisado nas figuras seguintes (3 a 6), com os diferentes

anticorpos utilizados e em cortes seriados. (HE x132).
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Figura 3: Linfocitos B positivos para o anticorpo  CD20 (técnica avidina-biotina-
peroxidase x330)
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Figura 4: Linfocitos T po
linfocitos T é significativamente maior que o de linfocitos B mostrado na figura

anterior (técnida avidina-biotina-peroxidase x330).

Casuistica e Métodos

62



Figura 6:Linfocitos T CD4+ (técnica avidina-biotina-peroxidase x330).
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Os casos foram, avaliados também, quanto ao aspecto das lesGes neoplasicas,
descrito nos prontudrios, como ulcero-infiltrativo, tlcero-vegetante, vegetante, ulcerado,

leucoplasico ou eritroplasico.

Os dados obtidos da andlise do infiltrado inflamatério foram confrontados com
dados do estadiamento TNM e com a sobrevida dos doentes. Construfram-se grupos de
acordo com o estadio TNM (T+I] e [II+1V) e a situagéio do ‘N’ (NO e N+). Os achados do
infiltrado inflamatério geral e dos subtipos linfocitdrios (B, T, CD4+ e CD8+) foram
confrontados com cada um dos grupos e com curvas de probabilidade de sobrevida, visando

a obtengdo de correlacdo anatomoclinica, bem como, inferéncias prognosticas.,
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4. RESULTADOS
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o Analise qualitativa do infiltrado inflamatério geral intratumoral

A andlise do infiltrado inflamatorio geral intratumoral foi possivel em 44
doentes, do total de 46 que foram avaliados. Na maioria dos casos, 0 infiltrado inflamatério
geral intratumoral era leve (65,9%), sendo moderado em 29,5% e intenso em raros casos
(4,5%). Ao se confrontar essa andlise com a presenca de metastases cervicais (N+) € com 0
estadiamento TNM, obteve-se um indice de significancia de p=0,0029 e p=0,0047

respectivamente, como mostram as tabelas 3 e 4:

Tabela 3: Analise do infiltrado inflamatério geral intratumoral conforme a presen¢a de

metastases cervicais (N+) em 44 doentes.

Infiltrado
Niimero de casos
inflamatério geral () %o N+ %
n
intratumoral
] T 29 66 23 793
+ + 13 29,5 5 38,5

+ 4+ 2 4.5 0 0
Total 44 100

+ = discreto; + + = moderado; +++= intenso

Teste Exato de Fisher p=0,0029

Tabela 4: Analise do infiltrado inflamatério geral intratumoral conforme o estadiamento

TNM
Infiltrado inflamatério geral Estidio (n)
: Total
intratumoral VI (10) IV (34)
e 3 (10,4 %) T 26(89,6%) 29
i 5 (38,5%) 8 (61,5%) 13
+++ 2 (100%) 0 2

+ = discreto; + + = moderado; ++ = intenso

Teste Exato de Fisher p=0,0047
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As curvas de sobrevida para as diversas intensidades do infiltrado inflamatério
geral intratumoral ndo mostraram diferengas significativas (p=0,7957) como mostra o

grafico:
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Grifico 2: Anilise da probabilidade de sobrevida, conforme a intensidade do infiltrado

inflamatério intratumoral.
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e Anilise qualitativa do infiltrado inflamatério geral peritumoral

A analise do infiltrado inflamatério geral peritumoral foi possivel em 28 casos
dos 46 pacientes estudados. Em contraste com o infiltrado intratumoral, era intenso em 17

casos (60,7%), sendo leve e moderado em 11 (39,2%).

As correlagdes desse pardmetro com O “N+” e com o estadiamento TNM ndo
obtiveram significAncia (p=0,435 € p= 0,419, respectivamente), COmO mostram as tabelas 3

e 6:

Tabela 5: Analise do infiltrado inflamatorio geral peritumoral conforme a presenga de

metastases cervicais (N+)

Infiltrado
Numero de casos

inflamatorio Yo N+ %
: ()

peritumoral
+/+ + 11 39 8 2.7
+ + + 17 61 9 52,9
Total 28 100

/7 + = discreto ou moderado; + + + = intenso

Teste Exato de Fisher p=0,435

Tabela 6: Analise do infiltrado inflamatério geral peritumoral conforme o estadiamento
TNM

e

Infiltrado inflamatério geral Estadio (n)
. Total
peritumoral /11 (8) [TV (n=20)
+ T 2 (18,2 %) 9(81,8%) 11
g 6 (35,3%) 11 (64,7%) 17

¥ / ++ = discreto ou moderado; + + + = intenso

Teste Exato de Fisher p=0,419
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As curvas de sobrevida para as diversas intensidades do infiltrado inflamatério
geral peritumoral ndo mostraram diferengas significativas (p=0,6932), como mostra o

gréfico:
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Grifico 3: Analise da probabilidade de sobrevida, conforme a intensidade do infiltrado
inflamatério geral peritumoral.

A andlise do infiltrado inflamatério geral no epitélio normal e no epitélio
displasico foi possivel em 20 casos e €m seis casos, respectivamente. Observou-se que o
infiltrado era leve em 60% dos epitélios normais, contrastando com as areas de epitélio
displasico, nas quais o infiltrado inflamatrio sempre era moderado ou intenso. Notou-se
que, a medida em que se afastava do tumor, ocorria uma diminuicdo do infiltrado

inflamatério.
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o Anilise semiquantitativa do infiltrado linfocitario T intratumoral

A andlise do infiltrado linfocitario T intratumoral foi possivel em 44 casos.
Observou-se que era leve, moderado e intenso em 31,8%, 38,6% e 29,5% dos casos
respectivamente, ndo havendo correlagdo significativa entre esse parametro ¢ o “N+" ou

com o estadiamento TNM, conforme mostram as tabelas 7 e 8:

Tabela 7: Analise do infiltrado linfocitario T intratumoral conforme a presenca de

metastases cervicais (N+)

Infiltrado
linfocitario T Niimero de casos %o N+ %
intratumoral
- 14 31,8 10 71,4
++ 17 38,6 11 64,7
+ 4+ + 13 29,6 7 53,8
Total 44 100

+ = discreto; + += moderado; + + + = intenso

Teste Qui-quadrado p=0,633

Tabela 8: Analise do infiltrado linfocitario T intratumoral conforme o estadiamento TNM

Estadio (n)
Infiltrado linfocitirio
Total
T intratumoral
/11 (10) Y1V (34)

- 2 (14,3 %) 12 (85,7%) 14

= 4 (23,5%) 13 (76,5%) 17

+ 4+ + 4 (30,8%) 9 (69,2%) 13

+ = discreto; + + = moderado; ++ += intenso

Teste Exato de Fisher p=0,540
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As curvas de probabilidade de sobrevida para as diversas intensidades do
infiltrado linfocitério T intratumoral ndo apresentaram diferengas significativas (p=0,5504)

como mostra o grafico:
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Grifico 4: Andlise da probabilidade de sobrevida, conforme o infiltrado linfocitdrio T

intratumoral
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o Anilise semiquantitativa do infiltrado linfocitario T peritumoral

A andlise do infiltrado linfocitario T peritumoral foi possivel em 27 casos. Na
maioria dos casos ele era intenso (81,5%). As suas correlagdes com o ‘N+’e com 0
estadiamento TNM ndo se mostraram significativas (p=0,621 e p=1,000 respectivamente)

como mostram as tabelas 9¢e10:

Tabela 9: Anslise do infiltrado linfocitario T peritumoral, conforme a presenga de

metéstases cervicais (N+)

Infiltrado
Nimero de casos
linfocitario T @ % N+ %
n
peritumoral
++ 5 18,5 4 80
+++ 22 81.5 13 59
Total 27 100

+ + = moderado; + + + = intenso

Teste Exato de Fisher p=0,621

Tabela 10: Analise do infiltrado linfocitario T peritumoral conforme o estadiamento TNM

Infiltrado linfocitdrio T Estadio (n)
; Total
peritumoral V1L (7) VIV (20)
T 120 %) 4 (80%) 5
Sk 6 (27.3%) 16 (72,7%) 2

T + = moderado: + + + = intenso

Teste Exato de Fisher p=1,000
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* Anilise semiquantitativa do infiltrado linfocitirio B intratumoral

A analise do infiltrado linfocitario B intratumoral foj possivel em 44 casos. Em
52,2% dos casos, o infiltrado mostrava-se ausente e era leve ou moderado em 47,7% dos

casos. Em nenhum caso foj observado como intenso.

A correlagdo com o ‘N+> mostrou significancia (p=0,0072), sendo que quando
o infiltrado estava ausente havia presenga de metastases cervicais em 82,61% dos casos,
enquanto que quando o infiltrado estava presente esta porcentagem era de 42,86%, como
mostra a tabela 11:

Tabela 11: Anélise do infiltrado linfocitirio B intratumoral conforme a presenca de

metastases cervicais (N+)

Infiltrado
linfocitario B Nimero de casos % N+ %
intratumoral
0 23 52:3 19 82,6
+/++ 21 47.7 9 429
Total 44 100

0 = ausente; + / + + = discreto ou moderado

Teste Exato de Fisher p=0,0072

A correlagio dos achados do infiltrado linfocitario B com o estadiamento TNM,

no entanto, ndo mostrou significancia (p=0,481), como mostra a tabela 12:

Tabela 12: Anilise do infiltrado linfocitario B intratumoral conforme o estadiamento TNM

Infiltrado linfocitirio B Estadio (n)
. Total
Intratumoral 1/11(10) Il / IV (34)
0 4 (17,4 %) 19 (82,6%) 23
+/++ 6 (28,6%) 15 (71,4%) 21

0 = ausente; + / + + = discreto ou moderado

Teste Exato de Fisher p=0,481
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As curvas de sobrevida para as diversas intensidades do infiltrado linfocitario B

intratumoral nfo mostraram diferencas significativas (p=0,8486) como mostra o grafico:
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Grafico 5: Andlise da probabilidade de sobrevida, conforme o infiltrado linfocitario B

intratumoral
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* Analise semiquantitativa do infiltrado linfocitirio B peritumoral

A analise do infiltrado de linfocitos B peritumoral foi possivel em 27 casos. Era
ausente ou leve em aproximadamente metade dos casos, diferindo do infiltrado linfocitario
T que se mostrava intenso na maioria dos casos. As correlagdes com 0 ‘N+’ e com o
estadiamento TNM ndo mostraram significdncia (p=0.440 e p=0,209 respectivamente),

como mostram as tabelas 13 e 14:

Tabela 13: Analise do infiltrado linfocitario B peritumoral conforme a presenca de

metastases cervicais (N+)

Infiltrado
Niimero de casos
linfocitirio B ) % N+ Y
n
peritumoral (
0/+ 13 . 48,1 7 53,9 o
SRR 14 51,9 10 714
Total 27 100

0 /+ = ausente ou discreto; + + / + + + = moderado ou intenso

Teste Exato de Fisher p=0,440

Tabela 14: Analise do infiltrado linfocitario B peritumoral, conforme o estadiamento TNM

Infiltrado linfocitirio B Estidio (n)

. ’ Total
peritummoya 1/11(13) I/ 1V (14)

0/+ 5(38,5%) 8 (61,5%) 3 o
4 4+ 4 2 (14,3%) 12 (85,7%) 14

0/ + = ausente ou discreto; + +/ + + + = moderado ou intenso

Teste Exato de Fisher p=0,209
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As curvas de sobrevida para as diversas intensidades de infiltrado linfocitario B

peritumoral nao apresentaram diferencas significativas (p=0,7905), como mostra 0 grafico:
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Grafico 6: Andlise da probabilidade de sobrevida, conforme o infiltrado linfocitdrio B

peritumoral
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* Analise quantitativa do infiltrado linfocitirio CD4+

A analise do infiltrado de linfécitos T . CD4+, foi possivel em 44 casos nas
areas intratumorais e em 27 casos nas dreas peritumorais. Observou-se uma maior
concentragdo desse subtipo de linfécito nas 4reas peritumorais em relagdo as areas
intratumorais, dreas de displasia e epitélio normal. As correlagdes dos achados com o ‘N+°

¢ com o estadiamento TNM ndo mostraram significdncia, como mostram as tabelas 15 e 16:

Tabela 15: Andlise do infitrado linfocitario CD4+, conforme a presen¢a ou auséncia de

metastases cervicais (NO/N+)

NO N+
- CD4 n meédia mediana dp n media mediana dp
Intratumoral 16 156 39 31,1 28 5,1 3,6 6,0 0,5314
Peritumoral 10 509 323 56,8 17 36 29 25,9 0,6877
Epitélio normal 6 197 6,6 256 11 20 16,6 15,2 0,5131
Epitélio displasico 3 24,3 243 237 3 643 926 556

Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon

Tabela 16: Anilise do infiltrado linfocitdrio CD4+, conforme o estadiamento TNM

I+1I oI +1v
CD4 n meédia mediana dp n meédia mediana dp p

Intratumoral 10 20,9 4,1 385 34 54 36 6,58 0,5541

Peritumoral 7 50,8 306 68,5 20 382 31,8 253 0,7608
Epitélio normal 4 195 45 31,5 13 20 16,6 14,8
Epitélio displasico 3 243 243 237 3 643 92,6 555

Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon
Resuitados
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o Anilise quantitativa do infiltrado linfocitario CD8+

A anilise do infiltrado de linfocitos T, CD8+, foi possivel em 40 casos nas
4reas intratumorais € em 25 casos nas 4reas peritumorais. Observou-s¢ um maior numero
desse subtipo de linfocito nas 4reas peritumorais em relagdo as outras areas estudadas
(intratumorais, displasia e epitélio normal). N&o se encontrou correlaggio significativa com

o ‘N+’ ou com 0 estadiamento TNM como mostram as tabelas 17 e 18:

Tabela 17: Analise do infiltrado linfocitario CD8+, conforme a presenca ou auséncia de

metéstases cervicais (NO/N+)

NO N+
CD8 n meédia mediana dp n média mediana dp p
Intratumoral 14 199 23 33,6 26 79 35 96 0,7760
Peritumoral 9 442 21,6 66,7 16 40 33 286 0,2573
Epitélio normal 5 81 63 69 10 31,7 316 237 0,0979
Epitélio displasico 3 81 46 96 2 415 415 182

Teste nao-paramétrico de Wilcoxon

Tabela 18: Analise do infiltrado linfocitario CD8+, conforme o estadiamento TNM

I+10 m+Iv
CD8 n média mediana dp n média mediana dp P
Intratumoral 9 302 93 387 31 69 26 9l 0,1226
Peritumoral 7 53,0 256 743 18 37,0 30,5 283 0,6068
Epitélio normal 390 50 96 12 275 206 23,6
Epitélio displasico 3 8,1 4,6 9,6 2 41,5 41,5 182

Teste nao-paramétrico de Wilcoxon
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e Analise da razio de linfécitos CD4/CDS8 intratumoral

A andlise da razio entre os linfécitos auxiliares ou indutores e os linfécitos
citot6xicos ou supressores no parénquima tumoral foi possivel de ser medida em 40 casos.
Observou-se que ela era menor ou igual a 1 em 60% dos casos e maior que 1 em 40% dos
Casos, ou seja, na maior parte dos casos havia mais ou igual nimero de linfcitos
citotoxicos ou supressores (CD8+) dentro do tumor do que linfécitos auxiliares ou
indutores (CD4+). As correlagdes com o N+’ e com o estadiamento TNM n3o mostraram

significancia, como mostram as tabelas 19 e 20:

Tabela 19: Anilise da razio CD4/CD8 intratumoral, conforme a presenga de metastases

cervicais (N+)

Niimero de
CD4/CDS8 % N+ %
casos

<ou=1 24 60 16 66,67

>1 16 40 10 62,50

Teste do Qui-quadrado p=0,787

Tabela 20: Analise da razio CD4/CD8 intratumoral, conforme o estadiamento TNM

CD4/CD8 Numero de casos % I/0 mo/iv
<ou=] 24 60 6 (25 %) 18 (75 %)
> 1 16 40 3 (18,7%) 13 (81,3%)

Teste exato de Fisher p=0,717
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As curvas de probabilidade de sobrevida dos dois grupos ndo mostraram

diferencas significativas (p=0,6836), como mostra o grafico:

Grafico
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® Analise da razdo de linfocitos CD4/CDS8 peritumoral

A andlise da propor¢do entre linfocitos auxiliares ou indutores (CD4+) e
linfécitos citotoxicos ou supressores (CD8+) no estroma peritumoral foi possivel em 25
casos. Observou-se que essa proporgdo era menor ou igual a 1 em 48% dos casos e era
maior que 1 em 52%, indicando que, na maior parte dos casos, havia um nimero menor de
linfécitos CD8+ em relacdo ao numero de linfécitos CD4+ na periferia do tumor,

inversamente ao observado nas areas intratumorais.

As correlagdes com o N+ e com o estadiamento TNM ndo mostraram

significancia, como mostra a tabela 21

Tabela 21: Analise da razio CD4/CDS peritumoral, conforme a presenca de metéstases

cervicais (N+)

CD4/CD8 Numero de casos % N+ %
<ou=| 12 48 8 66,7
0| 13 52 8 61,5

Teste exato de Fisher p=1,000

Tabela 22: Analise da razio CD4/CDS§ peritumoral conforme o estadiamento TNM

~ CD4/CD8 Niimero de casos % /1 mi/Iv
<ou-=1 12 48 4 (33,3 %) 8 (66,7 %)
> 1 13 52 3(23 %) 10 (77 %)

‘Teste exato de Fisher p=0,673
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As curvas de probabilidade de s
diferencas significativas (p=0,3093) entre si, cOMO mostra o grafico:
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* Anilise de outras curvas de probabilidade de sobrevida da populacio

estudada

A avaliagdo da sobrevida foi possivel em 38 doentes dos 46 estudados. A
probabilidade de sobrevida global destes doentes foi de 20% em S anos, como mostra o

grafico:
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Grafico 9: Analise da probabilidade de sobrevida global de 38 pacientes portadores de
CEC da lingua e soalho de boca, levantados no HCFCM da UNICAMP.
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As andlises de probabilidade de sobrevida conforme o ‘N’ e conforme o

estadiamento TNM mostraram diferengas com significAncia estatistica (p < 0,05), conforme

mostram os graficos:
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Grafico 10: Analise da probabilidade de sobrevida, conforme a presenga Ou auséncia de

metéstases cervicais (NO/N+), de 38 pacientes portadores de CEC de lingua €

soalho de boca, levantados no HCFCM da UNICAMP.
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Grafico 11: Andlise da probabilidade de sobrevida, conforme o estadiamento TNM, de 38
pacientes portadores de CEC de lingua e soalho de boca, levantados no
HCFCM da UNICAMP
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o Anilise do grau de diferenciacio e do modo de invasdo

O grau de diferenciagdo pdde ser analisado em 44 casos dos 46 estudados,
sendo que a maioria foi classificada como moderadamente diferenciado (34 casos) € oito
como pouco diferenciados. Em dois casos, O carcinoma era in Situ 1o epitélio. Nao houve

casos de carcinomas bem diferenciados na amostra € dois pacientes ndo puderam Ser
analisados.

O modo de invasdo foi analisado nos fragmentos das bioépsias, sendo que a

maioria foi classificada como de corddes grossos €m 34 casos (77%), oito como corddes

finos (18%) e dois como infiltragdo em células isoladas (5%).

W
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5. DISCUSSAO
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A avaliagio dos pardmetros do infiltrado inflamatério estudados, ndo foi
possivel em todos os casos da amostra, por causa de insuficiéncia de tecido nas bidpsias,
perda do material fixado & ldmina ou problemas na técnica imuno-histoquimica que nio

permitiram a identificagdo das dreas ou das células a serem analisadas.

Dos 46 casos estudados, em 44, obteve-se a analise qualitativa do infiltrado
inflamatdrio geral intratumoral, que se apresentou como leve (+) na maioria, ou seja, em 29
casos. Esse infiltrado mostrou-se  constituido predominantemente por linfocitos e
encontrava-se no tecido conjuntivo que permeava os blocos tumorais. Esses achados sdo
semelhantes aos de RABIN et al. (1984); WOLF et al. (1986); GUO et al. (1987);
HIROTA et al. (1990); THOMAS et al. (1995).

Em 28 casos obteve-se a avaliagio do infiltrado inflamatério geral peritumoral
que se mostrou leve (+) em 2 casos, moderado em 9 casos (+ +) e intenso (+ + +) em 17
casos. Esse infiltrado era constituido predominantemente por linfocitos, sendo que
plasmécitos e neutrdfilos polimorfonucleares também estavam presentés €m menor
quantidade, a nfio ser em dreas adjacentes a focos de necrose, onde a quantidade de
neutréfilos predominava, de acordo com o que relataram outros autores (BONCINELLI er
al. 1978; ANNEROTH et al. 1987; WOLF ez al. 1986). A intensidade do infiltrado
inflamatério geral peritumoral era nitidamente superior 4 intensidade do infiltrado
inflamatério intratumoral em todos os casos, semelhante ao encontrado por RABIN ef al.
(1984) e por HIROTA et al. (1990). A andlise do infiltrado peritumoral foi possivel em
uma quantidade menor de casos, em relagio a andlise intratumoral, pelo fato de que em

vérias biopsias obteve-se, apenas, amostra do tumor, sem representagdo da sua periferia.

O infiltrado inflamatério geral foi também analisado no epitélio normal
adjacente ao tumor e nas areas de displasia, sendo que tais avaliagdes foram possiveis em
20 e em 6 casos, respectivamente. Observou-se que ao nivel do epitélio normal, 12 casos
tinham infiltrado leve (+) enquanto que, ao nivel do epitélio displasico, todos 0s casos
apresentavam infiltrado moderado (+ + ) ou intenso (+ + +). As células predominantes
nesses infiltrados também eram linfocitos. Tais dados corroboram os achados de
MIGLIORATI et al. (1986).

Discussdo
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A diferenciagdo semiquantitativa entre linfocitos T e linfocitos B mostrou
predomindncia dos linfocitos T, tanto dentro do tumor, como ao redor do mesmo, da
mesma forma que relataram HIRATSUKA et al. (1984); RABIN et al. (1984) e HIROTA
et al. (1990).

A avaliagdo quantitativa dos subtipos de linfécitos mostrou um discreto
predominio de linfécitos CD8+ nas 4reas intratumorais, achado semelhante ao encontrado
por WOLF er al. (1986) que descreveram um proporgdo maior de linfécitos CD8+
intraparenquimatosos. Apesar dessa preponderancia, segundo WOLF er al. (1986), tais
células ndo teriam atividade citotoxica efetiva (mediada pela produgdo de interleucina-2)
que dependeria da presenga e da fungdo normal de linfécitos CD4+. Encontrou-se um
discreto predominio de linfocitos CD4+ nas dreas peritumorais, enquanto WOLF et al.
(1986) relataram um equilibrio. GUO et al. (1987) e HIROTA et al. (1990) encontraram os
subtipos de linfocitos CD4+ e CD8+, mais freqiientemente, no tecido peritumoral do que

no intratumoral.

A implicagdo prognéstica dos pardmetros do infiltrado inflamatério foi
analisada através de tabelas de dados cruzados que permitiram célculos estatisticos.

Assim como foi relatado por HIRATSUKA et al. (1984), as correlagdes entre a
avaliacdo qualitativa do infiltrado inflamatério geral e a presenga de metéstases cervicais
(N+) mostraram nivel de significancia (p < 0,05), quando analisamos as 4reas
intratumorais, que foram aquelas que nos permitiram um maior nimero de casos para
analise. Quanto menor a intensidade do infiltrado, maior a chance de comprometimento
neoplasico do pescogo. Esse mesmo parAmetro apresentou significancia, quando
correlacionado com o estadiamento TNM em que foram confrontados 10 casos em estadio I
e Il e 34 casos em estadio III e IV. Dentre os pacientes com infiltrado leve (+), 10,34%
apresentavam-se no estadio I ou II enquanto que, 89,66% encontravam-se no estadio III ou
IV. Tais achados estdo de acordo com os de HIRATSUKA et al.(1984) e sdo semelhantes
aos descritos por GUO et al. (1987) e HIROTA et al. (1990).

Discussdo
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De acordo com o estudo de SARIOGLU et al. (1994), também n4o se observou
significancia estatistica nas analises da intensidade do infiltrado linfocitario peritumoral,
embora HIRATSUKA et al. (1984), tenham demonstrado relagéo inversa entre o tamanho
do tumor (T) e a intensidade desse infiltrado.

A avaliagdo semiquantitativa do infiltrado linfocitario B intratumoral mostrou
significAncia (p < 0,05), quando confrontada com a presenca de linfonodos cervicais
comprometidos (N+) nos 44 casos em que esse parametro foi estudado. Assim, entre os
casos que tinham infiltrado nulo, 82,61% apresentavam metastases cervicais, enquanto que,
entre aqueles que apresentavam infiltrado leve ou moderado, somente 42,86% eram N+.
Tais achados contradizem a pouca importéncia dada ao infiltrado de linfocitos B nas
neoplasias malignas, uma vez que n3o se encontraram achados semelhantes na literatura.
Sabe-se que ocorre um aumento nas concentragdes séricas de IgA em pacientes com
carcinoma de cabega e pescogo (SCULLY, 1981), indicando que, talvez, a resposta imune
humoral possa desempenhar algum papel nesses tumores.

Os outros parimetros de infiltrado inflamatério estudados ndo apresentaram
graus de significincia estatistica, quando confrontados com os grupos de NO, N+, I+II ¢
II+IV, embora, em determinados resultados, observaram-se algumas tendéncias que,

talvez, devido ao numero de casos insuficientes ndo mereceram confirmagdo estatistica.

Assim, notou-se uma quantidade menor de linfécitos CD4+ intratumorais nos
casos mais avancados da doenga, conforme relatam WOLF et al. (1986). Sabendo-se do
pior prognéstico desses casos, Os autores sugerem que isso pode refletir um importante
defeito na resposta imune ao tumor, explicando que a fungdo intacta dos linfocitos CD4+ €

necessaria para a ativagéo dos linfocitos CD8+ citotoxicos.

Nio se observou aumento significativo nas taxas de metdstases linfonodais
cervicais, quando a proporgdo de linfocitos CD4/CD8 era maior que 1, conforme relataram
SNYDERMAN (1989).
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HIROTA et al. (1990) descreveram um aumento na propor¢io CD4/CD$8 nos
casos avangados, sendo que, neste estudo, também pdde-se constatar uma quantidade
relativamente maior de casos avangados, quando a razio CD4/CD8 era maior que um, tanto
na area intratumoral, quanto na érea peritumoral, mas tal observacio nio obteve

significancia estatistica.

A analise da probabilidade de sobrevida foi possivel em 38 pacientes estudados.
O periodo de acompanhamento variou de 3 a 6 anos. Para fins de construgio das curvas de
Kaplan-Meyer, atribuiram-se valores que variaram de 0,5 a 6, de acordo com o niimero de
anos de sobrevida, a partir do momento da primeira conmsulta. Os pacientes que
apresentaram recidiva da doenca foram considerados no mesmo grupo dos que foram a

obito, para efeito de analise estatistica.

A curva de sobrevida global dos 38 pacientes mostrou uma probabilidade de
20% de se estar vivo, apés um periodo de 6 anos de acompanhamento. Esse indice global,
incluindo todos os estddios da doenca, é semelhante ao da literatura para os estadios
avangados que apontam uma taxa de sobrevida de 20 a 30% em cinco anos para as lesdes
avangadas (CARVALHO 2000) e entre 10 e 65% para os estadios III e IV (SHAH 1996),
sendo que, tais dados da literatura, consideraram todas as areas anatdmicas da boca e ndo

somente a lingua e o soalho, como foi considerado neste estudo.

A analise das curvas de probabilidade de sobrevida, conforme os parametros do
infiltrado inflamatério estudados, nfo mostrou diferengas significativas entre si. Deve-se
considerar que a constru¢@o de tais curvas foi dificultada em raziio da natureza do estudo
em questdo, ou seja, um estudo retrospectivo, que ndo foi delineado para o
acompanhamento de grupos de doentes. Além disso, tais curvas de sobrevida foram
consideradas para pacientes em diferentes estadios de doenga, o que pode confundir a

implicagdo real do valor prognéstico dos pardmetros estudados.

Quanto ao grau de diferenciagdo do tumor, mostrou-se moderado em 34 casos.
Oito biépsias foram classificadas como CEC pouco diferenciados, sendo que nesse grupo
observaram-se seis pacientes em estadios avancados III ou IV e seis evoluiram para o

obito. Esses dados ndo puderam ser analisados do ponto de vista estatistico, pois o nimero
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de casos foi insuficiente, mas mostraram uma forte tendéncia de pior prognéstico para esse
grau de diferenciagdio histolégica (pouco diferenciado), denotando que o grau de
diferenciag¢do pode ser um fator prognéstico, ao contrario do que relatam BYERS, (1997) e
também GLUCKMAN et al., (1998). Observa-se que 87,5% desses pacientes apresentaram
uma propor¢do CD4/CD8 intratumoral menor ou igual a 1.

O modo ou padrdo de invasdo encontrado com maior freqiiéncia (34 casos) foi
o de corddes grossos, infiltrando os tecidos vizinhos, conforme cita ANNEROTH et al.,
(1987) em sua graduag¢do de malignidade do CEC da cavidade oral, ao qual chama padréo
de invasio tipo 2. Oito casos foram classificados como tipo 3, ou seja, pequenos
agrupamentos de células tumorais infiltrativos (corddes finos) e dois casos como tipo 4, ou
seja, células individuais e espalhadas (células isoladas ou padrdo sarcomatdide ). Dos dez
casos classificados nesses dois grupos (tipos 3 e 4), oito encontravam-se em estadios
avangados da doenga (III ou IV) e sete foram a 6bito. Observamos que, nesse grupo, 80%
dos casos apresentavam a proporgdo CD4/CD8 intratumoral menor ou igual a 1 ¢ podem

representar um grupo de pior progndstico.

O principal achado desse estudo é que os linfécitos T constituem o principal
componente do infiltrado inflamatério do estroma e do parénquima dos carcinomas
espinocelulares da cavidade oral, como evidenciado em outras neoplasias malignas. Ao
lado de estudos anteriores da resposta imunolégica no céncer da cavidade oral, nos quais
foram demonstradas deficiéncias nas fungdes dos linfocitos (WOLF et al. 1980), a analise
das subpopulagdes de linfocitos sugerem que o crescimento progressivo do tumor pode
estar associado a falhas na fungdo, regulagdo ou migragdo de subtipos de linfocitos, como
por exemplo, os linfécitos CD4+, ou mesmo os linfécitos B, no local do tumor. Portanto, o
estudo do infiltrado inflamatério que se estabelece no tecido tumoral e peritumoral, pode
fornecer dados importantes para o progndstico e para o tratamento do cancer da cavidade
oral, recomendando-se estudos prospectivos com pegas cirurgicas, para a adequada

avaliagdo das éreas intra e peritumorais.
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6. CONCLUSOES




O linfécito T foi o principal componente da resposta inflamatoria (intra e
peritumoral) ao CEC da lingua e do soalho da boca, sendo que ndo houve
diferenca significativa entre a proporgdo de linfécitos T CD4+ e linfécitos T
CD8+.

A intensidade do infiltrado inflamatorio intratumoral (sem discriminar entre
linfécitos T ou B) apresentou correlagdo inversa, estatisticamente

significativa, com metastases cervicais e com o estadiamento da doenga.

A auséncia de linfocitos B na regifio intratumoral apresentou correlagéo,

estatisticamente significativa, com o comprometimento metastatico do

PeScogo.

Nao houve diferengas estatisticamente significativas, entre as curvas de
sobrevida analisadas para os diferentes parametros de infiltrado inflamatério,

nos casos estudados.
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7, ANA:LISE
ESTATISTICA

101



Objetivo

Avaliar as caracteristicas do infiltrado linfocitirio em bidpsias de CEC de

lingua e soalho da boca, associando os achados a indices de prognéstico conhecidos

(metastases cervicais e estadiamento TNM) e a sobrevida.

As caracteristicas avaliadas foram as seguintes:

Infiltrado inflamatério geral nas regides intra e peritumoral, displasia e
epitélio normal.

Infiltrado de linfocitos T (CD45RO+) nas regides intra e peritumoral,
displasia e epitélio normal.

Infiltrado de linfocitos B (CD20+) nas regides intra e peritumoral, displasia e
epitélio normal.

Quantidade de linfocitos T CD4+ nas regides intra e peritumoral.

Quantidade de linfocitos T CD8+ nas regiGes intra e peritumoral

Razdo CD4/CD8 nas regiGes intra e peritumoral.

Os indices de progndstico a serem confrontados com os dados do infiltrado

inflamatorio foram agrupados da seguinte forma:

Auséncia ou presenca de metastases cervicais (NO ou N+).
Estadiamento TNM da doenga (Estadio I+II ou estadio ITT+IV).

Sobrevida dos pacientes (SED-sem evidéncia de doengca e CED-com

evidéncia de doeng¢a ou Obito).

Analise dos Dados

Com o objetivo de se avaliar a associagdo dos parimetros do infiltrado

inflamatério estudados com o progndstico, os dados foram analisados através de tabelas
cruzadas, sendo utilizado o Teste Qui-Quadrado, quando valido, ¢ o Teste Exato de Fisher,
com exce¢do das andlises do CD4 e CDS8, para as quais foi utilizado o Teste Nio-

Paramétrico de Wilcoxon.

Andlise Estatistica
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O teste Qui-quadrado buscou responder a seguinte pergunta, por exemplo:

- E real (significativo) que a presenga de metastase linfonodal (N+) depende da
quantidade de infiltrado inflamatério intratumoral da bidpsia ?

As hipdteses testadas pelo teste Qui-quadrado nesse estudo foram as seguintes:

- Ho (hipdtese nula): a presenga de metastase linfonodal (N+) independe da
quantidade de infiltrado inflamatério intratumoral.

- HA (hipotese alternativa): a presenca de metastase linfonodal (N+) depende
da quantidade de infiltrado inflamatério intratumoral.

A conclusdo do teste Qui-quadrado, decidindo-se por uma alternativa ou pela
outra € baseada no valor da estatistica ¢ e no seu correspondente valor de p (p-valor). O
resultado do p-valor mede a forca da evidéncia de que as diferengas observadas nos
resultados sejam devidas a variagdes aleatorias da amostra. Dessa forma, pequenos valores
de p (p< ou = 0,05) indicam haver nivel de significincia, ou seja, evidéncias de que os
resultados (as diferengas) encontrados nio sdo devidos ao acaso e assim, levam a optar pela
hipétese alternativa, isto €, dependendo da quantidade de infiltrado inflamatério
intratumoral que os pacientes apresentam, existe um maior ou menor percentual de pessoas

que apresenta metastases linfonodais.

O teste de Wilcoxon buscou verificar a hipotese de existir uma diferenca
significativa na distribuigdo CD4 e CD8 para os dois grupos de varidveis de progndstico, ou
seja, presenga ou auséncia de metastases linfonodais e estadiamento I+II ou III+IV. Foi
utilizado um valor de “p”, da mesma forma que os testes Qui-quadrado e de Fisher, para se
concluir a respeito das hipoteses nula ou alternativa de haver evidéncia de diferenca

significativa entre os grupos, levando-se em conta o valor das medianas.

Para se avaliar a probabilidade de sobrevida foram construidas curvas de
Kaplan-Meyer comparadas pelo teste log-rank, em que o resultado p-valor fornecido,
refere-se a comparacdo da igualdade das curvas.

Andlise Estatistica
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8. SUMMARY
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Inflammatory infiltration has been considered as a likely prognostic factor in
malign neoplasms. The aim of this work is to characterize, by immuno-histochemical
technique, the lymphocytic inflammatory infiltration in epidermoid carcinomas biopsies of
the tongue and floor of the mouth. Analyse its prognostic value by correlating the results
with the data of TNM staging system and with the probability of survival. It was studied 46
biopsies of non-treated patients with epidermoid carcinoma of the tongue and floor of the
mouth in wich was analysed the following inflammatory infiltration parameters: general
inflammatory infiltration intensity, T and B lymphocytes infiltration intensity in relation to
the general inflammatory infiltration in tumor parenchyma, stroma region, displasia and
normal epithelium, amount of CD4+ lymphocytes, amount of CD8+ lymphocytes and
CD4/CD8 ratio in tumor parenchyma and stroma. Both the general inflammatory
infiltration and T and B lymphocytes infiltration were more intense in the stromal than in
the parenchymal tumor. In both sites the T lymphocytes were found more frequently than
the B lymphocytes. The CD4/CD8 ratio didn’t show expressive difference between stroma
and parenchyma tumor. It was seen a significant inverse correlation between parenchymal
inflammatory infiltration intensity and presence of neck metastases and also with TNM
staging. There was significant correlation between lack in B lymphocytes infiltration of the
parenchyma tumor and presence of neck metastases. It wasn’t found any correlation
between survival and inflammatory infiltration parameters related to epidermoid
carcinomas in this study. It was concluded that the analisis of inflammatory infiltration
found in biopsies could aid information to the prognostic evaluation in patientes with

epidermoid carcinomas of the mouth.
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ANEXO 1

Relagdo de pacientes que fizeram parte do estudo

Caso | Nome | Bloco |Prontuario |Idade| Sexo| Tabagismo | Etilismo | Aspecto | TNM pTNM | Sobrevida
da lesao
(anos)
1 v 7986 | 6056350 | 64 | m 4+ 1+ wi T2NOMO | T2N+MO 3
2 ACS | 8289 | 6055845 | 50 | f 1+ sim w/i T4N2bMO 1
3 LM | 3034 | 3105237 | 56 | m sim ndo u/i T3INIMO 0,5
4 | MFR | 12623 | 2839902 | 36 | m 4+ nio wi T3N+MO 0,5
5 JB 1861 [ 5838294 | 50 | m 4+ 2+ \4 T2NOMO idem 3
6 ICM | 681 | 5315901 | 40 | m 4+ 4+ wi T3N2cMO 0,5
7 DP | 7156 | 5554468 | 49 | m 4+ 4+ u/i T3IN2MO 0,5
8 JB | 10690 | 4153825 | 64 | m 1+ 2+ Leucopl. [ TINOMO 6
9 ST [ 4276 | 4460919 | 59 | m 4+ 1+ wv TINOMO 4
10 | JMN | 8595 | 4635837 | 55 | m 4+ 2+ uv T2NOMO | T2N+M0O 6
11 | EDC | 5101 | 4494841 | 48 | m ? ? wi TINOMO 6
12 CB [ 12190 | 2672289 | 80 | m 4+ 2+ u/i T2NOMO | T2NOMO 3
13 | SLFM | 9732 | 5580592 | 54 | f sim sim wv T4N3IMO 1
14 CP | 11909 31811411 | 37 | m 4+ 4+ wi T2NOMO | T2N+M0 1
15 | IMS | 5866 | 2034380 | 42 | m 4+ 3+ wi TINOMO | TIN+MO 5
16 AG | 1927 | 2619348 | 43 | m 4+ 2+ v T3N2aMO0 5
17 | MEB | 943 | 4300569 | 51 | m sim n3o u/i T4NOMO 1
18 | AM | 5336 | 5489352 | 69 | m 4+ 3+ wi T3NOMO 1
19 CB | 10306 | 4698982 | 49 | m 4+ 2+ wi T4N2bMO 3
20 RF | 5699 | 4972013 | 42 | m 4+ 4+ wi T3N1MO 2
21 | OBC | 11264 | 4699001 | 47 | m 3+ 3+ U T3NOMO ?
22 | JAD | 11061 | 4690689 | 46 | m 4+ sim w/i T3N1MO 2
23 EO 1936 | 4162042 | 54 m 2+ 2+ wv T3N2bMO ?
24 SD 1372 | 850455 | 64 | m 2+ 4+ w/i T3INOMO 3=*
25 JAO | 12572 | 3370046 | 51 m 4+ 4+ \' T3NIMO 1
26 HS | 12573 | 4780349 [ 47 | m 4+ 3+ U T4N3MO 1
27 AA 149 | 4247993 | 59 | m 2+ sim U T2NOMO 2
28 | AAS | 4571 | 2251732 | 63 | m 4+ ndo U T2NOMO 2
29 | SLS | 12114 | 5730789 | 58 | m 4+ 2+ v TANIMO 0,5
30 | AFD | 1681 | 4860834 | 55 | f 1+ ndo w/i T3IN2MO 0,5
31 OS | 8031 [ 4613027 | 68 | m 1+ 3+ w'v T3NOMO ?
32 PA | 8040 | 4104367 | 52 | m 1+ 4+ Leucopl. | TINOMO 6
33 RFJ | 6472 | 4547838 | 499 | m 4+ 3+ wi T3NOMO | T3N+MO ?
34 JB 8375 | 4153825 | 65 | m 3+ sim U TINOMO ?
35 VC | 10802 | 4717201 | 76 | f 1+ 2+ U T3NOMO 1
36 PT 1383 | 4846909 | 70 | m 4+ 3+ w/i T4N1MO ?
37 SC | 12300 | 4771039 | 65 | m sim sim wi T4N2MO ?
38 SM | 5016 | 4879899 | 65 | m 2+ 1+ /i T3N1MO ?
39 OP | 11507 | 4745319 | 52 | m 4+ 2+ /v TINOMO 4
40 | JMN | 2854 | 2287107 | 64 | m 4+ 3+ wv T2NOMO | T2N+M0 2
41 | ACG | 1202 | 4781272 | 60 | m 4+ 2+ u/i T3N3MO 0,5
42 | OSF | 7054 | 6022232 | 51 | m 4+ ndo | Eritropl. | TIN3MO 2
43 PB | 5212 | 5949172 [ 66 | m sim sim v TINOMO 3
44 JS 4129 | 4448913 | 44 | m 2+ 2+ U TINOMO 2
45 | NSA | 6148 | 5514474 | 52 [ m 4+ nio v T2N1MO 4
46 | JON | 5057 | 5478977 | 37 | m 2+ 3+ w'v T4N3MO 4
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