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RESUMO 
O presente trabalho utilizou-se anticorpos monoclonais para a caracterização das células de defesa do sistema irnunológico presentes no 

infdtrado inflamatório peritumoral em carcinomas espinocelulares de boca e sua relação com o grau histológico de malignidade dos tumores. 
Acredita-se que alterações no número ou na função destas células poderiam influenciar a progressão de um tumor maligno.Observou-se que 
qualitativamente, a resposta imunológica presente na região dos carcinomas espinocelulares de boca estudados, caracterizou-se pela presen- 
ça de células de todas as linhagens avaliadas, porém os testes estatísticos demonstraram que apenas os linfócitos T auxiliares estavam 
relacionados com o grau histológico de malignidade dos tumores avaliados. Através de nossos resultados conc%uírnos que os distúrbio no 
balanço do sistema imunológico não se relacionam necessariamente com o número de células de defesa presentes, frequentemente são 
resultantes de falha na função, regulação, ou na migração de uma população das células do sistema imune para o local do tumor. 
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INTRODUÇÃO 
O campo da imunologia tumoral tem sido 

amplamente estudado nos &mos anos. Na 
tentativa de entender os mecanismos utiliza- 
dos pelo sistema imunológico para destrui- 
ção dos tumores, vários pesquisadores ava- 
liaram o conteúdo do infdtrado linfocítico 
peritumoral de neoplasias, entre elas, as 
neoplasias malignas de cabeça e pescoço. 
Estes autores acreditam que a distribuição e 
a função das células presentes nesse infilh-ado 
linfocítico peritumoral represente um reflexo 
preciso da ação das defesas irnunológicas 
do hospedeiro. Alterações no número ou na 
função destas células poderiam, potencial- 
mente, influenciar consideravelmente a pro- 
gressão de um tumor (HARABUCHI et al. 
1985; W O I J  et al. 1986; SLOOTWEG et 
al. 1994). 

A capacidade do sistema imunológjco 
de detectar e destruir as células tumorais é 
conhecida como "supervisão imunológica" 
(KIJMAR et al. 1992; JANEWAY et al. 
2000). Este sistema de regulação envolve 
uma variedade de células e mediadores ce- 
lulares e também vários mecanismos 
imunosupressores ou inibitórios e mecanis- 
mos irnunoestimuladores (HARABUCHI et al. 
1985; RALARAM e MEENATTOOR, 1996). 
Apesar de estudos experimentais terem de- 
monstrado a existência de antígenos que pro- 
duziriam uma resposta imunológica em tu- 
mores induzidos e em alguns cânceres hu- 
manos, Janeway et al. (2000) relata que a 

maioria dos tumores mostra pouca evidên- 
cia de controle imunológico, ou seja, o tu- 
mor desenvolve mecanismos de escape 
(ROITT et al. 1993, WENIG, 1999). 

Estes mecanismos de escape das células 
tumorais da vigilância e da resposta do siste- 
ma imune são facilitados por diferentes me- 
canismos, que agem individualmente ou em 
diferentes combinações. Segundo Abbas et 
al. (1994) e Janeway et al(2000), os tumo- 
res provalvelmente não possuem peptídeos 
antigênicos distintos ou não possuem molé- 
culas de adesão ou co-estimuladoras neces- 
sárias para desencadear uma resposta pri- 
mária das células T, ou ainda, podem pro- 
duzir citocinas imunossupressoras que com- 
prometeriam a resposta imunológica. outros 
mecanismos pelos quais os tumores podem 
evitar o ataque imune ou evadir-se dele, é 
por meio da geração de mutantes dt- esca- 

pe. 
Estudos experimentais demonstraram 

que quando um tumor perde a expressão de 
todas as moléculas MHC (complexo de  
histocompatibilidade &) de classe 1, não 
pode ser reconhecido pelas células T 
citotóxicas (C1)8), embora possa tornar-se 
suscetível às células "Natural Kil%ersm (NK). 
Porém os tumores que perdem somente uma 
molécula MHC de classe 1 podem ser capa- 
zes de evitar o reconhecimento pelas molé- 
culas T CD8 citotóxicas específicas, coniinu- 
ando resistentes às células NK, conferindo- 
Ihes uma vantagem seletiva irr; vivo 

(JANEWAY et aE. 2000) . 
Cmz et al. (1999) em um estudo onde 

avaliaram a expressão de mol6culas MHC 
classe I em carcinomas de boca, observa- 
ram que a maioria dos carcinomas apresen- 
taram expressão dimnnuída ou ausente de 
moléculas MHC classe I na superfície celu- 
lar, caracterizando o possível mecanismo de 
evasão irnunológica utilizado pelas células 
tumorais. Estes achados foram suportados 
pela observação de um ncmero muito pe- 
queno de células T citotóxacas (CD8) e NK 
ativadas. 

No presente trabalho, utilizou-se 
anticorpos monodonais para a caracteriza- 
ção das célilPas d e  defesa do sistema 
imunológico presentes no infililitrado inflama- 
tório peritumoral em carcinomas 
cspinocelularcs de boca e sua relaqão com o 
grau hi~tológico de malignid;idc dos rumo- 
res. 

ME TODOLBGIA 
PopuLç~a e h s s r m  
Trinta casos tle carcinomas 

espinoceldares de boca diagnosticados no 
Serviço de Estomatologia do Hospital São 
Lucas, da PonriCícia Universidade Católica 
do ;Mio Grande do Sul e no Hospital Santa 
Rita, da Santa Casa de Misefficórdia de Por- 
to Alegre foram incluídos no estudo. Dos 30 
casos, 22 apresentavam baixo grau histológico 
de malignidade, e oito dto grau histológico 
de malignidade, de acordo com o sistema 
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de graduação proposto por Anneroth et al. 
(1987). 

Após a biópsia incisional, as peças foram 
imediatamente fiadas em formalina a 10% 
por um período de tempo de 24 horas. Em 
seguida foram emblocadas em parafina. - 
Foram obtidos cortes de 5mm de espessura 
os quais foram processados rotineiramente 
para a coloração por Hematoxilina e Eosina. 
As lâminas foram avaliadas por um único 
examinador. e graduadas de acordo com o , L, 

sistema de graduação de malignidade pro- 
posto por Anneroth et ak. (1987). 

0 s  mesmos blocos de parafina utihados 
para fazer a graduação histológica de malig- 
nidade, foram processados cortes de 5mm 
de  espessura para a coloração 
imunohistoquímica, de acordo com a técnica 
preconizada por Ramalho (2000), Oliveira 
et a1. (2000) e Ahes et al. (1999). 

O propósito foi a identificação de seis ti- 
pos específicos de células: os Iiniócitos T de 
memória (CD45WO) , hnfócitos T auxiliares 
(CD4), os linf6citos T citotiaxicos (CD8), os 
linfóritos B e rnacrófagos. Para tal, foram 
utilizados os anticorpos anti-CD20 para 
Pinfiacito B, anti-CD45RO para Enfiacito S de 
memória, anti-CD68 para macrófagos, ariti- 
CD8 para linfóclio T ciaoi6xico e anti-CD4 
para linf6cito S auxiliar e anti-CD57 para 
células "natural Mers" (NK) por meio da 
coloração imunohistoquímica pelo método da 
strepioavidina-biotinaa Os procedimentos de 
imunohistoquímica foram realizados nos la- 
boratórios do i¶rrned Fosee.s Inazrtitute qf 
Pathology (Washington D.C.). 

Contagem das céBuPsis monstrado na tabela I. CD45R0, T CD4, T CD8, células R e 
para a quant~ficaCão das células Foram observados no estroma na perik- macrófagos, além de escassas células NK. 

marcadas positiarnente, ut~izou-sc micros- ria das ilhas tumorais iim número variado A tabela 2 demonstra a mediana das célu- 
rópao óptico binocular jzeiss-(jrandard 20) de células inflamatórias mononucleares com las avaliadas. 
na obje~va de 4ox, acoplado ao prosama marcação positiva, incluindo linfócitos T 
]IMAGEI,AB (Sistema de processamento e 
análise dc ImagenslSoftium sistema de 
inforrnática - São Paulo, Brasil). Em cada 
lâmina foram escolhidos 4 carnnos. exami- 
nados sempre da esquerda para a direita, 
na periferia do tumor, onde foi avaliada a 
subpopulação de Iinf6citos presente no 
irifdtrado linfocítico peritumoral. Na figura 1 
observa-se um cxemplo de  marcação 
imunohistoquírnica para linf6cito T CD4, e 
na figura 2, marcação imunohistoquímica 
para macrófagos (CD68). 

Os resultados ol~tidos foram tabulados e 
analisados através dos testes não- 
paramétricos de Mann-Whitney (5% de 
significância) e do Coeficiente de Corsela- 
çao de Pearson. 

Os dados clínicos e histopatológicos fo- 
iam resgatados das fichas dos pacientes c 
submetidos à arrhlise estatistica descritiva 
para casacteriaa6;iio da amostra como de- 
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O grau de infdtração do estroma tumoral 
foi sempre maior do que o do parênquima, 
sendo que teste de comparações de médias 
t-student demonstrou haver diferença esta- 
tisticamente significativa nas duas localiza- 
ções, para as células CD8, CD45RO e CD68 
(p=0,01) (tabela 3). O estroma peritumoral 
apresentava grande grupo de células ou agre- 
gados de células enquanto o infiltrado infla- 
matório do parênquima era composto de cé- 
liilas individuais circundadas por células 
malignas. 

Quando avaliamos as células do infdtrado 
inflamatório peritumoral, por meio do Coefi- 
ciente de Correlação de Pearson, constata- 
mos a ausência de relação sigriificativa entre 
os diferentes tipos celulares com a idade dos 
pacientes (pW0,05). Com o objetivo de com- 
parar as células do irifitrado inflamatório 
peritumoral com o sexo, a raça dos pacientes 
e o grau histológico de malignidade dos tumo- 
res, foi realizado o teste não-paramétrico de 
Mann-Whitnev. Observa-se através desse testc 
que não ocorreram diferenças estatisticamen- 
te significativas para nenhum tipo de célula 
nem entre os sexos, nem entre as raças 
(p = 0,05). Quando comparamos a contageni 
das células inflamatórias positivas com o grau 
histológico de malignidade, observamos que 
entre todos os tipos celulares, apenas as célu- 
las CD4 apresentaram uma contagem superi- 
or para os casos em que o grau histológico de 
malignidade era  alto (p = 0.05),  como 
demostrado na tabela 4 e no gráfico 1. 

Foi feita uma análise de correlação entre 
as células inflamatórias encontradas por meio 
do Coeficiente de Correlação de Pearson, 
por meio da qual verificou-se relações signi- 
ficativas entre as variáveis corrclacionadas. 
Na maioria das correlações derrionstradas 
na tabela 5, foi encontrada correlação dire- 
ta, ou seja, quanto maior uma variável, mai- 
or tende a ser a outra. Para as células CD57 
e CD45KO observou-se uma correla~ão in- 
versa, ou seja, a medida que uma aumenta a 
outra diminui. 

Após avaliação dos dados, observamos 
que qualitativarriente, a resposta irnunológica 
presente na região dos carcinomas 
espinocelulares de boca estudados, se ca- 
racterizou pela presença de células de todas 
as linhagens avaliadas, sugerindo a ocorrên- 
cia de imunoreação à presença do tumor 
maligno, conio sugerido por Stephens et ul. 
(1998). 

Os nossos resultados concordaram com 
os relatos de Rabin rt al. (1984), 1-Iarabuchi 
et ul. (1985), Ogawa et al. (1987) e Hirota 
et al. (1990), que encontraram a presenya 
predominante de linfócitos T, em espécimes 
de biópsia de carcinomas espinocelulares de 

CD4 CDW GD20 CD45W8 CD51 CD68 
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c le  ni n lign iciad(, 
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cabcqa e pescoço. Essas células foram ob- 
servadas tanto no estroma quanto no tecido 
tumoral, sendo que o grau de nnfitrakao do 
estronia fos sempre rnaior do que a infiltra- 
ção do parênqtnma, concordando com os 
achados de WoBE el al. (I 986).  Os Iinfócitos 
observados no estroma estavam concentra- 
dos na periferia do tumor, indo ao encontro 
dos achados ale Rahin et a& (1984). Esses 
achados correspondem a relatos anteriores 
que sugerem que as células r são uni medi- 
ador crituco da imunidade tumoral (WOLF 
et al .  1 9 8 6 ;  ROBBBNS et a1 1 9 9 4 ;  
JANEWAY et a/. 2000).  

Quando avaliaarnos quairitrtatavarraenw as 
células do rnfibrado ~nliamatóirio, apesar de 
observanunos u m  raúmero razoável de  
linifócntos '6 CD4, 'r CD8,  T C D 4 5 R 0 ,  
hnfócitos B e macrófagos, os testes estatísti- 
cos demonstraram que apenas os Itnfócitos 'k 
aiidiares esiavarn relacnonados com o grau 
hisiológico de nidtgnidade dos tumores ava- 
1,ados 

Nossos achados vão ao encontro dos re- 
sultados okx,ervados por WoBf et al. (1986) 
(lua sugereni que o cuesclrncnto progressivo 
de u m  tumor esteja associado com uma fa- 
lha na f un~ão ,  ou na regialação de uma popu- 
Ração de cCluPas 'l' CD4 para o local do tu- 
mor .  Da mesma  maneura, Balaram c 
Meenattoor (1996) relatam que uma altera- 
qão no nairriero ou na filnção das céliilas 
efetoras m a s  iinaportantcls da 5istema imune 
qiie seiiarn os linifóciros T, as células NK c os 
mac rhfagos, poe9cna influcriciar profunda- 
mente a progresszo de urnn tumor. Estes 
mesmos autores relatam que tcstcs cn mtro 
demonstraram que a capacidade dos hfócf ios 
responderem a antigenos e ~niitógcnc~s e pro- 
dina~rm Iinfocmas apresentava-se prejudicada 
tanto naí Icsõcs c ance~rzáveis quanto eran car- 
cinomas dc, cabeça e pescogo. 

A primeira hipótese liorniulada para ten 
tar p u ~ ~ c a r  a rela~2o entre os Iinfbcitos T 
CD4 corri o grau histológico de nialignidade 
aumento do rihímrro de células T auxiliares 
(C114) nos tumores de d to  grau histológico 
de ~mdignidade, c m  rrliaqão 5s outras ebBi1- 
Ias avaliadas, hasera-sc. no5 aelatos de Wol f  
et al (1986) e m  que 0 acúmealo de ~Plinlas T 
6334 na perifcna do turnor c infdtrando o 
parssiqurma tiimoral, estarna refletindo uni 
falha irnpor larilc B P L ~  ~espo5ta imunológ~ca clo 
hospedeiro ao tumor. Este defclro clualitarn- 
vo, pode 9rr rrsuBtado de unia reduqão das 
célulds dc Langerhans, qire &o c6lulas 
deridridicas apresc~ntadoras de antigeno, corrio 
dcxaic~nstraclo por Çanit'ana FuBho (1 995) 
Sarii'aria Filho (1 995) oB1se1110n tama re~iu- 
qão srgnificatrva tias cblulas dc Langerlians 
nas regões tAe carcinomas cspinorelularc-, e 
d~splasn~iq dc Piaoca quando comp,ruado\ a 
papelorna\, sugcbrmtlo a o~airêncl;t de  inma 
diar~iaualnqzo da rec,posta nrinunológca c m  pa- 
carrhtec, com calcbrioma e'jpinaacrlular, scrido 

que o aiistúrbio se restringia a árva onde se 
desenvolve a neoplasia e não e m  toda a 
rnucosa. 

Esta mecanismo poderia explicar o fato 
de termos obtido resultados semelhantes aos 
descritos por Oliveira ~t al. (2000) que ana- 
lisaram quantitativamerite as células do 
infilrrado inflamalório do liqueri plano bucal, 
que é uma doença inflamatória cronica, ca- 
racterizada como uma patologia imuriológica 
mediada por células T .  O fato do in8trado 
inflamatório presente e m  uma doenqa infla- 
matória crtinica ondc há franca destruiqão 
do epltélio bucal pelo sistema imiinológico, 
ser sernclharite ao observado rios tumores 
malignos avaliados, ou seja, presença de 
hinfbcitos T dc memória, linf6citos '6 CD4, T 
CPB8, aIguiis macrófagos e linfócitos B, re- 
força a sarsyeita de que a resposia imunológca 
aos turriores rrialignos não está sendo efeti- 
va. 

Quanto ao papel dos linfbcitos 'I CD8, os 
quais não apresentaram relação com o grau 
histológnco tle mahgnidadc, os achados de 
Hirota et al. (1990) c Stephens et al. (1998) 
siagerem que uma infiltração maciça de cé- 
Iialas 1' rnos tumores ($e boca poderia inibir o 
cresvimento do câncer e Que mais células 
tun~orais escapariam tio local primário quan- 
do a vnhdância imunológiia r a resistsncia 
das células 'k, principalmcritc as citotóxicas 
fossem insatnsfatórias, pois os linfócitos 'r 
citotóxicos seriarri a mais irnuortarite linha de 
defesa irnunológica nas etapas mais avança- 
das da progressão tunioral (YAMACTJCNI rt  
aL., 2000). Nossos achados foram cliscordan- 
tes, pois não se observou relação cstatistica- 
mente significativa entre os linfócitos T CD8 
com o grau histológico de malignidade dos 
tiarnores. 

Sabe-se que a ativação e manutenção de 
células T citothxicas no tumor dependem da 
produção de  intcrlcucina-2 (WOT,F et 
a1.,1986; ABBAS et a / .  1994;  TOOD; 
BPF: DMAN (2001),  CRIJZ eL al. 1 999).  BWai 
et al. (19933) rela~am que uma diminuição na 
produqão de interleucina-2 pode resultar na 
dimiriuição da resposta imune tanto celular 
como I~uxrioral. Ainda, os linficitos T auxiha- 
res (ChP4) ativados por antígenos tumorais 
secretam fator de nemose tumoial ('H'NII') e 
interfe~ori-Õ (IFN- 8) resultando eni iam au- 
mento da cq~ressão de moléculas M H C  classe 
I nas células tumorais, tornando-as mais seu- 
siv(,is A lise pelas cblulas ciiotóxicas. 

A aiasência ele produção de iriterlc-ucina 
2 ,  assim como de fator de nrciose turrioral 
e. interirrori-6, corno resultado do cornpro- 
metrrracnto da funqão das células T (234, 
resultaria na diniinuição da resposta iniune 
celular, pois ericre outros catoncs, a ativação 
das células T CIB8 seria reduzida. 

BJrna outra hipótese para explicação dos 
resultarlos observados seria a possibilidadr 
da ocorrência de evasão irriunológica das 

células tumorais, como por exemplo a perda 
da expressão de seus antígenos por muta- 
ção, gerando mutantes de escape; uma ex- 
pressão diminuída ou ausente de moléculas 
M H C  classe I, resultando e m  ativação dimi- 
nuída de linfócitos T CD8 e células NK:  falta 
de co-estimuladores nas células tumorais 
prejudicando a ativação de células T e tam- 
b é m  a presença de  substâncias 
imunossupressoras secretadas pelas células 
tumorais, como por exemplo o fator trans- 
formatlor de crescimento (TGF-b). 

A segunda hipótese dc explicação do au- 
mento dos linfócitos T CD4 nos tumores de 
alto grau histológico de malignidade, seria 
a de (lua a via de resposta escolhida pelo 
sistema imunológico pode ter sido por rneio 
da ativação de linfócitos B ,  resultando na 
formação de aniicorpos. Neste caso, ape- 
sar de haver irnunoreação A presença do 
tumor maligno, a via de resposta escolhida 
pelo sistema imuriológico foi equivocada, 
pois como descrito por Tood e Redman 
(2001)  a resposta imunológica humoral de- 
sempenha u m  papel muito pequeno na res- 
posta antitumoral efetiva. Harabuchi et a1. 
(1985)  observaram e m  seu trabalho que as 
células T foram as células uredoniiriantes 
yiie infiltravarn as ilhas tumorais e m  con- 
traste com as células B presentes. Estes 
achados correspondem a relatos prévios de 
que as células T desempenham u m  papel 
mais importante na resposta imune do hos- 
pedeiro contra câncer de cabeqa c pesco- 
co. 

Observarnos u m  númcro reduzido tle 
células N K  nos tumores avaliados, concor- 
dando com Harabuchi et al. (1985) e Bala- 
rarn e Meenattoor (1996). Apesar de Rabin 
e1 al. ( 1 9 8 4 ) ,  Stephens et al. ( 1 9 9 8 )  e 
Yamaguchi el al. (2000) relatarem que as 
vélillas N K  são de grande irnportâricia no 
combate ao câncer pois tem capacidade de 
r.econheccr e destruir células neonlásicas e 
céliilas infectadas sem sensibilização prévia, 
observa-se uma retlução deste tipo celular 
e m  lesões cancerizáveis c no câncer de boca 
(PII,I,AI et al. 1993). 

CONCLUSÃO 
A resposta iniune desempenha u m  papel 

importante na progressão do câncer de boca, 
sendo que a progrcssão <ia doença é geral- 
mente acompanhada de distúrbios no balan- 
ço imuriológico. Atravbs de nossos resulta- 
dos concliiímos que a análise da corriposiqão 
do infiirado linfocítico pcritumoral não po- 
dem ser apmas quantitativa, pois os distúr- 
bio no balanço d o  sistema imunoló,' mito não 
sc relacionam necessariamente com o nú- 
mero de  cClulas de  t icfrsa presentes, 
freqiieritcmente são resultantes de falha na 
função, regulaqão, ou na migração de uma 
popialaqão das cblulas do sistclma irnmune 
para o local do tumor. 

intnl., Porto Alegre, v. 43, n.2, p. 60-64, dez. 2002 



ABSTRACT 
The purpose of this study was to 

characterize, by using monoclonal antibodies, 
the defense cells of the immune system in 
the tumor-iddtrating lymphocytes associated 
with oral squamous cell carcinoma, and their 
association with the histologic grade of tumor 
malignancy. It is believed that changes in 
number or function of these cells may 
influence the progression of a malignant tu- 
mor. We observed that, qualitatively, the 
immune response in the region of the oral 
squamous cell carcinoma was characterized 
by the presence of all cell lineages evaluated; 
however, statistical tests revealed that only 
helper T lymphocytes were associated with 
the histologic grade of tumor malignancy. We 
concluded that disorders in the immune 
system balance are not necessady associated 
with the number of defense c e k  present; they 
are often a result of failure in function, 
regulation or migration of a cell population 
from the immune system to the tumor location. 
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