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Resumo: Introducdo Tem sido reconhecido que muitos cénceres sdo acompanhados por
um infiltrado de células inflamatdrias de intensidades varidveis. Atencdo tem sido direcionada
para o possivel papel de eosindfilos no comportamento bioldgico de lesdes neoplasicas
malignas. Objetivo Avaliar a influéncia da quantificagdo de eosindfilos localizados no infiltrado
inflamatério da regido do fronte invasivo de amostras de carcinoma espinocelular de boca (CEC),
categorizados de acordo com o tamanho das lesdes primadrias; a ocorréncia de metdstases regionais
e com a severidade morfoldgica da regido do fronte de invasdo das lesdes. Material e método
Amostras de 38 espécimes de CEC foram investigadas nesse estudo. O sistema de gradacdo de
malignidades para a regido do fronte invasivo empregado no estudo foi idealizado por Bryne
etal.’. Para a contagem de eosindfilos, foi utilizada uma lente ocular com um reticulo milimetrado de
25 pontos. Doze campos microscdpicos corados em H&E foram avaliados de forma aleatéria, em
um aumento de 400X. Apenas as regides localizadas no fronte invasivo de cada lesdo primdria e que
apresentavam um evidente componente inflamatério foram selecionadas para andlise. A avaliacdo
morfométrica empregada foi baseada no método de Fisher et al.””. Resultado Concordancia entre
patologistas quanto a gradagdo da severidade morfolégica do fronte de invasdo revelou valores
de kappa de 0,81 e 0,71 para os exames intra e interobservador, respectivamente. Foi encontrada
uma menor quantificagdo de eosindfilos nas lesdes de maiores tamanhos clinicos. Os demais
resultados ndo demonstraram a presenca de correlagdes estatisticamente significativas. Conclusdes
O tamanho clinico das lesdes primdrias e a ocorréncia de metdstases cervicais nio parecem ser
influenciados pela severidade da gradagido morfolégica da regido do fronte invasivo do CEC. Uma
menor quantificagdo de eosindfilos nas lesdes de maiores tamanhos clinicos parece demonstrar
uma provavel acdo inibitéria da atividade quimiotdtica e, conseqiientemente, das atividades
antineopldsicas realizadas pelos eosinéfilos contra o crescimento de células epiteliais malignas.
Estudos futuros sobre a participagdo de eosinéfilos no processo da carcinogénese bucal e de suas
citocinas produzidas propiciardo um melhor entendimento sobre o comportamento biolégico do
CEC.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular; boca; metdstase; estadiamento de neoplasias.

Abstract: Introduction It has been long recognized that many cancers are accompanied by
infiltrates of inflammatory cells of varying intensity. Attention has been directed to the possible
role of eosinophils in the biologic behavior of malignant neoplastic lesions. Objective To evaluate
the influence of number of eosinophils in samples of oral squamous cell carcinoma (OSCC) with
different morphological and clinical parameters. Material and method Tumor tissues of 38 cases
of OSCC were investigated in this study. The malignancy grading system of tumour invasive front
(Bryne et al.”) was used. An ocular grid in twelve high-power fields in each specimen of primary
tumor was used in haematoxylin and eosin stained slides for eosinophils counting. These counting
was made in the inflammatory infiltrated in the most invasive areas of the tumour parenchyma. The



164

De-Paula et al.

morphometric analysis employed was based in the method of Fisher et al.”’. Result Agreement
between pathologists for grading of invasive front showed kappa values of 0.81 and 0.71 for
intra and interobserver exams, respectively. Our results did not show a statistically meaningful
correlation among the clinical and morphological variables (size of the lesions, cervical metastasis
and grading of tumour invasive front). It was found a statiscally meaningful association between
the eosinophils counting was statistically associated to the size of the lesions. It was found the
smaller number of eosinophils counts in the bigger size lesions (T3/T4). Conclusions Clinical
size of the lesions and cervical metastasis of the OSCC do not seem to be directly influenced by
morphological grading of the tumour invasive front. A smaller eosinophils counting in bigger size
lesions may demonstrate an inhibitory action of the chemotactic activity and/or their antineoplastic
activities. Futures advances in the understanding of molecular control of these cells and its citokynes
produced may bring a better understanding of biologic behavior of the OSCC.
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staging.

Introducao

O surgimento e o desenvolvimento do carcinoma espino-
celular de boca (CEC) requerem a contribui¢do de diversos
fatores bioldgicos, normais e/ou alterados. A etiopatogénese
do CEC lesdo revela participagdo de fatores de riscos am-
bientais relacionados ao estilo de vida, tais como o tabagismo
e aqueles relacionados com a susceptibilidade genética dos
individuos acometidos'*.

A cinética pela qual passam as células neopldsicas ma-
lignas em seu processo multiplo de desenvolvimento resulta
de complexas intera¢des biomoleculares entre o tecido neo-
plasico maligno e os tecidos normais e inflamados adjacentes
a lesdo, em uma regido conhecida como fronte de invasdo.
Os aspectos morfoldgicos demonstrados na regido do fronte
invasivo resultam de um grupo de eventos intracelulares
determinados por diversos produtos génicos responsiveis
pela progressao e pela disseminagdo das células neopléasicas
malignas. As interacdes moleculares encontradas nas regioes
do fronte invasivo do CEC s@o consideradas importantes para
a predicdo do comportamento clinico da lesdo™!*.

Eosinoéfilos representam um grupo de leucécitos poli-
morfonucleares circulantes no sangue e que podem migrar
para o intersticio'®3>34, Diversos estudos tém sugerido que a
presenca expressiva de eosindfilos no estroma do hospedei-
ro, assim como das citocinas produzidas por essas células,
parece desempenhar fungdes importantes nos processos
interativos entre os tecidos normais e neoplasico em diversas
regides do corpo humano, inclusive na boca. Durante essa
interacdo, ocorreria a modulagdo da resposta imunoldgica
para uma provavel permissdo de vantagens seletivas para
o crescimento e o desenvolvimento de células neoplésicas
malignas iniciadas'>-%8,

O objetivo deste estudo foi avaliar se a presenga e a
quantificacio de eosindfilos encontrados no infiltrado infla-
matério localizado nas proximidades do parénquima neo-
plasico maligno do CEC podem influenciar a ocorréncia de
metastases regionais no tamanho clinico das lesdes primarias

e na agressividade morfoldgica da regido do fronte invasivo
das lesoes. Dessa forma, procurou-se contribuir para um maior
entendimento sobre a complexa rede de interagdes celulares
envolvidas no desenvolvimento da carcinogénese bucal e de
sua influéncia sobre o comportamento clinico da lesao.

Material e método

Trinta e cinco amostras de arquivo de CEC do Servico de
Patologia Bucal da Universidade Federal de Minas Gerais,
confirmadas microscopicamente, foram avaliadas de forma
retrospectiva. Os registros médicos dos pacientes selecionados
para este estudo foram obtidos nos servigos de cirurgia de
cabeca e pescoco de hospitais publicos e privados da cidade
de Belo Horizonte - MG. As amostras utilizadas foram obtidas
exclusivamente de pacientes tratados cirurgicamente, sendo
desconsideradas as amostras coletadas de pacientes portado-
res da doenga submetidos aos procedimentos de rddio e/ou
quimioterapia. Somente 0s pacientes que consentiram para a
participacdo neste estudo, a partir da assinatura do termo de
consentimento em suas fichas clinicas, tiveram seus dados
analisados.

As amostras foram separadas em grupos de acordo com:
a ocorréncia ou auséncia de metastases cervicais perceptiveis
clinicamente, independente do nimero e localizacdo dos
nodos metastaticos (Grupo 1: NO e Grupo 2: N1, N2 ou N3);
o tamanho clinico das lesdes (Grupo 1: T1/T2, para lesdes de
até 4 centimetros, e Grupo 2: T3-T4, para lesdes maiores que
4 centimetros); e finalmente, quanto a severidade morfolégica
do fronte de invasdo das lesdes, sendo formados trés grupos:
Grupo F1: lesdes cujos valores finais para a severidade da
gradacdo morfoldgica do fronte invasivo se enquadraram no
intervalo entre 4 e 8 (bom progndstico); Grupo F2: lesdes que
obtiveram valores situados no intervalo entre 9 e 12 (prognds-
tico moderado); Grupo F3: lesdes com resultados situados no
intervalo entre 13 e 16 (progndstico ruim).
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Todas as amostras coletadas foram fixadas em formalina
10%, embebidas em parafina, submetidas a cortes microscoé-
picos de 5 um, desparafinizadas e coradas em H&E. Durante
a avaliagdo microscépica das lesdes, somente aquelas que
apresentavam uma visivel infiltracdo neopldsica nos teci-
dos inflamados adjacentes foram consideradas (Figura 1).
A gradagdo da severidade morfoldgica da regido do fronte
invasivo foi realizada de acordo com os critérios de Bryne
et al.’. Nesse sistema, a gradacdo a malignidade € baseada em
quatro parametros morfolégicos identificados no parénquima
maligno e na sua relagdo com o estroma normal circunvizi-
nho a lesdo. Cada parametro € graduado em um intervalo
de 1 a 4 pontos, de acordo com os critérios estabelecidos
por Anneroth et al.?®. O valor total de cada caso € definido
como a soma dos pontos atribuidos a cada um dos quatro
pardmetros avaliados isoladamente. Dessa forma, a grada-
¢do minima apresenta um valor de 4 pontos e a mdxima de
16 pontos. Quanto maior a gradag@o encontrada, maior serd
considerada a severidade morfolégica da lesdo.

A gradacdo das amostras foi realizada de forma indepen-
dente por 2 patologistas bucais (De-Paula, AMB e Cardoso,
SV) em 20 casos de CEC escolhidos aleatoriamente. Trés
semanas depois, para uma nova calibragdo dos mesmos pato-
logistas, os critérios de gradacdo foram rediscutidos e os casos
de CEC foram novamente graduados.

Eosinéfilos foram identificados nos cortes histoldgicos
corados em H&E. As células que apresentavam uma inten-
sa eosinofilia citoplasmatica e nucleo celular com aspecto
morfolégico bi, tri ou, algumas vezes, tetralobulado foram
consideradas. A andlise morfométrica das lesdes foi realizada
de acordo com critérios definidos por Fisher et al.””. A quan-
tificacdo foi realizada de forma semiquantitativa, a partir da
contagem de 12 campos microscépicos escolhidos de forma
aleatdria, nas areas localizadas nas regides do fronte de invasdo
entre o parénquima neopldsico maligno do CEC e o estroma
inflamado do hospedeiro. Eosinéfilos localizados dentro das
porgdes mais invasivas do parénquima neopldsico (em exo-

Figura 1. Aspectos morfoldgicos do CEC. As setas apontam para as
regides do fronte de invasdo (Colora¢do H&E; Aumento de 40Xx).
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citose) também foram considerados. Para essa contagem, foi
utilizado um microscépio 6ptico (ZEISS®, Standard 20), com
uma ocular Kpl (10x), contendo um reticulo de integracio
de 25 pontos (ZEISS®), num aumento final de 400X. Apés a
contagem dos eosinéfilos, foram obtidos os valores médios
absolutos e as medianas.

As andlises estatisticas dos resultados encontrados para
a quantificacdo de eosindfilos e de sua correlagdo com
as variaveis clinicas (tamanho das lesdes e ocorréncia de
metastases cervicais) e morfolégicas (gradagdo da severi-
dade morfolégica do fronte invasivo) foram obtidas com o
emprego dos testes de Mann-Whitney ou T de student e da
Anadlise de Variancia ou de Kruskall-Wallis, respectivamen-
te. Utilizou-se o software de estatistica SPSS®, versdao 13.0
para Windows®. Um intervalo de confian¢a acima de 95%
(p <0,05) foi considerado significativo. A andlise de reprodu-
tibilidade interexaminador e intra-examinador do sistema de
gradagdo morfoldgico do fronte de invasao foi realizada com
o emprego do teste estatistico de Kappa.

Resultado

Os dados relativos as andlises epidemiolégica, clinica e
morfolégica das amostras utilizadas neste estudo se encontram
na Tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢do das amostras de acordo com as varidveis
idade, sexo, localizagdo e gradagdo clinica e morfoldgica

Parametro N %

Idade
<61 17 49
>61 18 51

Sexo
Feminino 09 26
Masculino 26 74

Localizacdo
Lingua 15 43
Assoalho bucal 13 37
Outras regides 07 20
Tamanho das Lesoes (T)
T1-T2 15 43
T3-T4 20 57
Ocorréncia de metéstases cervicais
Ausente 23 66
Presente 12 34
Gradacdo morfolégica do fronte de invasio

F1 (valores entre 4-9) 06 17
F2 (valores entre 9-12) 20 57
F3 (valores entre 3-16) 09 26

N = nimero de casos.
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Os resultados dos exames de concordancia intra e in-
ter-observadores realizados pelo teste estatistico de Kappa
demonstraram valores de 0,82 e 0,71, respectivamente. Tais
resultados revelam um 6timo grau de reprodutibilidade do
sistema de gradacio.

A presenca de eosindfilos foi notada no infiltrado infla-
matdrio préximo do fronte invasivo, assim como no parén-
quima neopldsico maligno do CEC, de todas as amostras
selecionadas neste estudo (Figura 2). Os valores minimos e
maximos para a média da contagem de eosindfilos foram de
0,1 a 52,9, respectivamente. Os resultados revelados pelos
testes estatisticos demonstraram a presenca de uma relagéo
de significincia estatistica (p < 0,05) entre o pardmetro
clinico, o tamanho das lesdes e a contagem de eosinéfilos.
Foi observada uma diminui¢do do nimero de eosindfilos nas
lesdes de maior tamanho clinico (T3/T4) (Tabela 2).

Discussao

As regides mais avangadas do CEC, conhecidas como
fronte invasivo, revelam freqiientemente a presenca de
células neopldsicas malignas com um menor grau de
diferenciacdo e com um maior grau de dissociagdo, com-
paradas as demais regides da mesma lesdo. A gradagdo da
severidade das alteracdes morfol6gicas encontradas nessas
regides tem sido utilizada para o estadiamento morfolégico
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Figura 2. Aspectos citomorfolégicos de eosinéfilos localizados
na interface entre o tecido conjuntivo fibroso inflamado e o parén-
quima neopldsico maligno. As setas e os asteriscos demonstram a
presenca de eosindfilos localizados no estroma e no parénquima das
lesdes, respectivamente (Coloragdo H&E; Aumento de 400x).
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de malignidades, em especial do CEC®*!2, Contudo, o
principal problema para a implementagdo da maioria desses
sistemas de gradacdo € o grau de discordancia encontrado
nos exames intra e interobservadores®. O teste estatistico
de Kappa € considerado, até o presente momento, o melhor
teste para a avaliacdo de reprodutibilidade. Neste teste,
valores de concordancia abaixo de 0,6 sdo considerados
inaceitdveis cientificamente!'. Nesse estudo, os valores de
Kappa encontrados foram de 0,82 e 0,71 nos exames intra e
interobservadores, respectivamente. Tais resultados demons-
tram um 6timo grau de reprodutibilidade do sistema®®!"12,
A calibragdo prévia dos pesquisadores e a equivaléncia dos
quatro pardmetros morfoldgicos avaliados contribuem para
um alto grau de concordincia®®.

Eosindfilos desempenham importantes atividades funcio-
nais durante o processo de interag@o entre o tecido normal
do hospedeiro e o tecido neopldsico maligno, promovendo
reacdes de citotoxicidade mediada pela proteina basica prin-
cipal, Granzima B e Perofrina, ou pela producao e liberagado
de radicais livres ou, ainda, pela sua atuagido como células
efetoras de atividades anti-neoplésicas, de forma Th2 depen-
dente. Trabalhos diversos da literatura demonstraram que a
presenca e o nimero de eosindfilos nas regides limitrofes de
neoplasias epiteliais malignas humanas, incluindo aquelas
encontradas na boca, atuariam como fatores importantes para
o fendmeno da progressdo neopldsica'é-?"2-3143_ Goldsmith
et al.! demonstraram que o aumento do nimero de eosi-
ndfilos encontrados em amostras de CEC foi considerado
como a varidvel mais influente para um curso clinico menos
agressivo para os portadores da doenga. Lowe, Flettcher'® ve-
rificaram que, nas lesdes que apresentavam uma quantidade
expressiva de eosinofilos na interface estroma e parénquima
neopldsico maligno, os pacientes apresentaram um maior
periodo de sobrevida. O trabalho de Hung et al.** demonstrou
uma associacdo funcional entre eosindfilos, linfécitos TCD4*
e macrofagos ativados na montagem de uma resposta imu-
noldgica responsavel pela destrui¢do de células neoplasicas
malignas. Por outro lado, alguns estudos demonstraram o
papel de eosindfilos como estimuladores diretos do cresci-
mento de células epiteliais malignas. Wong et al.>® e Todd
et al.¥*3* demonstraram que os eosindfilos eram os princi-
pais produtores do fator de crescimento transformante-o.
(TGF-0), uma citocina que apresenta um papel fundamen-

Tabela 2. Correlagdo entre a quantificacdo de eosindfilos e os pardmetros clinicos e morfolégicos das amostras de CEC

Tamanho clinico*

Metastases cervicais®

Gradagdo do fronte**

T1/T2 T3/T4 p Aus
Eosinéfilos 21 2,3 p < 0,05 5,2

Pres p F1 F2 F3 p
3,3 n.s. 7,7 3,0 3,3 n.s.

n.s. = ndo significativo. Aus.= ausente. Pres. = Presente; * As médias e medianas foram comparadas pelos testes T de Student ou de Mann-
Whitney; **As médias e medianas foram comparadas pelos testes Andlise de Varidncia e de Kruskall-Wallis.
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tal para o incentivo da atividade proliferativa de células
epiteliais neopldsicas malignas. Ghiabi et al.*> demonstraram
resultados semelhantes em dreas préximas do epitélio neopla-
sico maligno bucal. Todd et al.** também verificaram que a
presenca de um maior nimero de eosinéfilos estava associada
a epitélios com alta atividade proliferativa. Dessa forma, pela
avaliacdo desses resultados contraditérios, fica evidente que
complexas interagdes celulares e moleculares entre as células
do infiltrado inflamatério e o parénquima neopldsico maligno
sdo determinantes para a montagem ou nao de uma efetiva
resposta anti-neoplasica.

Neste estudo, foi encontrada uma diminuicao do niimero de
eosinoéfilos nas lesdes de maiores tamanhos clinicos, sugerindo
uma diminui¢do ou um impedimento das atividades anti-neo-
plasicas executadas por essas células durante a progressdo do
CEC. Citocinas liberadas a partir de células neopléasicas ma-
lignas do CEC promoveriam uma suposta agao inibitdria sobre
o fendmeno de quimiotaxia, o que resultaria em atividades
estimuladoras para o crescimento das lesdes**. Um adequa-
do deslocamento e a estimulacdo da atividade citotxica de
eosinéfilos proporcionariam uma maior destrui¢do de células
neopldsicas malignas e apresentariam, como efeito, atividades
inibitérias sobre o crescimento das lesdes.

A ocorréncia de metéstases nodais nos pacientes portadores
do CEC parece refletir a agressividade bioldgica da neoplasia
maligna primdria, promovendo um impacto significativamente
negativo sobre o controle regional e o curso da doenga, além
de sobre a a sobrevida dos pacientes®’*%. Nao foi demonstrada
a influéncia de eosindfilos sobre o comportamento metastati-
co das lesdes nesse estudo. Goldsmith et al.*! demonstraram
que uma alta contagem de eosinéfilos esteve associada a
uma menor incidéncia de metdstases regionais. Um maior
ntmero de eosindfilos seria esperado nas lesdes de pacientes
ndo portadores de metdstases regionais, ja que as atividades
citotoxicas realizadas por essas c€lulas seriam determinantes
para a destrui¢ao de clones neoplasicos com fen6tipos metas-
tticos. A liberagdo de fatores imunossupressores e o bloqueio
da atividade citotdxica realizada pelos radicais livres poderiam
influenciar as atividades funcionais de eosindfilos na regido do
fronte invasivo das lesdes. Além disso, estudos com amostras
de CEC demonstraram que o fendmeno metastatico € direta-
mente dependente da expressdo de enzimas proteoliticas e de
seus receptores®#2. Assim, a avaliagdo dessas biomoléculas
nessa amostra poderia fornecer importantes informagdes sobre
o comportamento metastatico das lesdes.

Os resultados encontrados neste estudo também ndo
demonstraram uma relaciio estatisticamente significativa
entre a quantificaciio de eosindfilos nas diferentes gradacoes
morfolégicas de malignidade no fronte invasivo do CEC. Esse
achado revela que o aumento dos indicadores morfolégicos
de malignidade avaliados pelo sistema de gradagio do fronte
invasivo, tais como o grau de ceratiniza¢do, o polimorfismo
nuclear, o padrdo de invasdo e o infiltrado inflamatério,
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ndo apresenta, de forma isolada ou em conjunto, uma as-
sociagdo evidente ou uma participacdo ativa de eosinéfilos
localizados nessas areas.

Portanto, neste estudo, eosindfilos ndo demonstraram nem
um papel citoprotetor nem um papel incentivador do processo
de formagao de metéstases regionais ou da severidade morfol6-
gica para a regido do fronte invasivo do CEC. Estudos futuros
se tornam necessarios para aumentar o conhecimento sobre os
mecanismos de acdo de eosindfilos localizados na regido do
fronte invasivo e sobre seus impactos clinicos no CEC.

Conclusao

E vastamente aceito que o cincer surge como o resultado
de acimulos de alteracdes genéticas que promovem situacoes
de desequilibrio sobre o controle do crescimento celular e
dos processos de diferenciagio terminal. O tamanho clinico
das lesdes primdrias e a ocorréncia de metéstases cervicais
ndo parecem ser influenciados pela severidade da gradacdo
morfolégica da regido do fronte invasivo do CEC. Uma menor
quantificac@o de eosindfilos nas lesdes de maiores tamanhos
clinicos parece demonstrar uma provavel a¢do inibitéria da ati-
vidade quimiotatica e, conseqiientemente, das atividades anti-
neoplésicas realizadas pelos eosindfilos contra o crescimento
de células epiteliais malignas. Adicionalmente, parece nao
haver nenhuma contribuicio dessas células para os fendme-
nos de metéstase regional e para a severidade morfoldgica da
regido do fronte de invasao das lesdes. Tornam-se necessarios
estudos futuros para garantir um maior entendimento sobre a
participacdo de eosindfilos e de suas citocinas produzidas no
processo da carcinogénese bucal e sobre o comportamento
biolégico do CEC.
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