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ARTIGO 1

IMUNO-ONCOLOGIA EM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA
E PESCOCO (HNSCC)

RESUMO

INTRODUCAO: A Imuno-oncologia estuda o sistema imunitario de pacientes com
cancer. Nas Ultimas décadas, a imunoterapia tem obtido boa resposta ao tratamento
de varios tipos de cancer localmente avancados e metastaticos, por mecanismos do
sistema imunitario do préprio paciente para potencializar sua resposta imunitaria,
atuando nos mecanismos de escape do tumor. OBJETIVO: Estudar os mecanismos
imunitarios envolvidos em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescocgo
(HNSCC) e sua aplicacdo em imunoterapia por intermédio de biomarcadores.
METODO: Revisdo da literatura baseada em referéncias pesquisadas no PUBMED,
LILACS, MEDLINE, WHOLIS e SCIELO, usando as palavras chave carcinoma de
células escamosas, cabeca e pescoco, imuno-oncologia, imunoterapia, imunologia.
RESULTADOS E DISCUSSAO: Para pacientes com diagnostico de HNSCC, as
principais drogas aprovadas atualmente para uso clinico sdo o Pembrolizumabe e
Nivolumabe, ambas classificadas como inibidores de check point (inibidoras do
receptor PD-1 de linfécitos T), com melhora da sobrevida e da qualidade de vida.
Diversos autores e ensaios clinicos apontam que sua indicacdo é condicionada a
dosagem de PD-L1 (ligante expresso principalmente por células tumorais) que néao é
um biomarcador fidedigno na selecdo dos pacientes. CONCLUSAO: A imunoterapia
é indicada para pacientes com HNSCC localmente avangcado metastatico e vem
evoluindo com drogas inibidoras do receptor PD-1 de linf6citos T, cuja indicacao esta
condicionada a biomarcadores fidedignos, que devem ser identificados para obter-se

sucesso terapéutico.

Palavras-chave: céancer; cabeca e pescoco; carcinoma de células escamosas;

imuno-oncologia; imunologia; imunoterapia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Immuno-oncology studies the immune system of cancer patients.
In the last decades, immunotherapy has obtained a good response to the treatment
of several types of locally advanced and metastatic cancers, by mechanisms of the
patient's own immune system to enhance their immune response, acting on the
tumor's escape mechanisms. OBJECTIVE: To study the immune mechanisms
involved in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and their application
in immunotherapy through biomarkers. METHOD: Literature review based on
references researched at PUBMED, LILACS, MEDLINE, WHOLIS and SCIELO,
using the keywords squamous cell carcinoma, head and neck, immuno-oncology,
immunotherapy, immunology. RESULTS AND DISCUSSION: The main drugs
currently approved for clinical use in patients diagnosed with HNSCC, are
Pembrolizumab and Nivolumab, both classified as check point inhibitors (inhibitors of
the T-lymphocyte PD-1 receptor), with improved survival and quality of life. Several
authors and clinical trials indicate that its indication is conditioned to the dosage of
PD-L1 (ligand expressed mainly by tumor cells), which is not a reliable biomarker in
the selection of patients. CONCLUSION: Immunotherapy is indicated for patients with
locally advanced metastatic HNSCC and has been evolving with PD-1 T-lymphocyte
receptor inhibitor drugs, the indication of which is dependent on reliable biomarkers,
which must be identified in order to achieve therapeutic success.

Keywords: cancer; head and neck; squamous cell carcinoma; immuno-oncology;

immunology; immunotherapy.



ARTIGO 2

EXPRESSAO DE MARCADORES IMUNOFENOTIPICOS EM MONONUCLEARES
SANGUINEOS DE PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS
DE CABECA E PESCOCO

RESUMO

INTRODUCAO: Pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (HNSCC) apresentam defeitos na imunidade celular com enfoque nos
linfécitos T. Células supressoras sdo induzidas por HNSCC com consequente
comprometimento imunitario. OBJETIVO: Analisar fungdes celulares imunitarias em
pacientes com HNSCC. METODO: Foi realizada imunofenotipagem por citometria de
fluxo de células mononucleares sanguineas de dois grupos de homens adultos (n =
14): grupo 1 - com diagnostico de HNSCC (boca, laringe e hipofaringe) e grupo 2 -
voluntarios, saudaveis e sem uso de drogas. Os grupos celulares estudados foram
os linfécitos T (CD4, CD8, CD69), linfécitos B (CD19, CD69), neutrofilos (CD11a,
CD16, CD66b, HLA-DR) e mondcitos (CD14, CD86). RESULTADOS: No grupo 1,
houve aumento de linfocitos T CD4+ e de células NK CD56+, bem como de linfécitos
B CD19+ expressando o marcador de ativacdo precoce CD69, além de diminuicdo
de neutrdéfilos expressando CD1la. Ja os numeros de linfécitos T CD4+ e CD8+
expressando CD69, de mondcitos expressando CD14 e CD86 e de neutrofilos
expressando CD16, CD66b e HLA-DR ndo foram diferentes entre os dois grupos.
CONCLUSAO: A presenca de carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco desencadeia uma resposta inflamatoria sistémica associada a aumento do
namero de linfécitos T CD4+, bem como de linfécitos B CD19+, expressando o
marcador de ativacdo precoce CD69, e células natural killer CD56+. Por outro lado,
diminui o namero total de neutrofilos CD11a. O numero de linfocitos T CD8+, de
neutréfilos CD16+, CD66b+, HLA-DR e de mondcitos CD14+ e CD86+ ndo foi

alterado por essa neoplasia.

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas; cabeca e pescoco;

imunofenotipagem; via aerodigestiva superior; linfécitos; neutrofilos; mononucleares.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Patients with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
have defects in cellular immunity with a focus on T lymphocytes. Suppressor cells are
induced by HNSCC with consequent immune compromise. OBJECTIVE: To analyze
immune cell functions in patients with HNSCC. METHOD: Immunophenotyping was
performed using flow cytometry of blood mononuclear cells from two groups of adult
men (n = 14): group 1 - diagnosed with HNSCC (mouth, larynx and hypopharynx)
and group 2 - volunteers, healthy and without use of drugs. The cell groups studied
were T lymphocytes (CD4, CD8, CD69), B lymphocytes (CD19, CD69), neutrophils
(CD11a, CD16, CD66b, HLA-DR) and monocytes (CD14, CD86). RESULTS: In
group 1, there was an increase in CD4+ T lymphocytes and CDK NK cells, as well as
CD19 B lymphocytes expressing the early activation marker CD69, in addition to a
decrease in neutrophils expressing CD1la. The numbers of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes expressing CD69, monocytes expressing CD14+ and CD86+ and
neutrophils expressing CD16, CD66b and HLA-DR were not different between the
two groups. CONCLUSION: The presence of squamous cell carcinoma of the head
and neck triggers a systemic inflammatory response associated with an increase in
the number of CD4 T lymphocytes, as well as CD19+ B lymphocytes, expressing the
CD69 early activation marker and CD56 natural killer cells. On the other hand, the
total number of CD11a neutrophils decreases. The number of CD8+ T lymphocytes,
CD16+ neutrophils, CD66b+, HLA-DR and CD14+ and CD86+ monocytes was not

altered by this neoplasm.

Keywords: squamous cell carcinoma; head and neck; immunphenotyping; upper

aerodigestive tract; lymphocytes; neutrophils; mononuclear.
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ARTIGO 1

IMUNO-ONCOLOGIA EM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA
E PESCOCO (HNSCC)
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INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC)
compreende uma variedade de tumores de cavidade oral, nasofaringe, orofaringe,
hipofaringe e laringe com diferencas em sua epidemiologia, etiologia e abordagem
terapéutica. O HNSCC é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo, sendo
responsavel por aproximadamente 6% de todos os canceres e por até 2% das
mortes por cancer. Seus fatores desencadeantes mais comuns s&o uso de tabaco e
alcool, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nitrosaminas, aldeidos, aminas

aromaticas, bem como papilomavirus humano subtipo 16. [1,2]

Os agentes carcinogénicos causam mutacdes e alteracdes epigenéticas nos
oncogenes e genes supressores de tumor, desencadeando a proliferacdo celular
descontrolada e a formacdo de tumores malignos. O HNSCC é heterogéneo do
ponto de vista molecular, caracterizado por alteracdes complexas de multiplos
genes. Dentre as alteracfes genéticas mais estudadas, estdo a mutacdo no gene
supressor de tumor p53 e o gene que codifica o receptor do fator de crescimento
tumoral (EGFR). Suas mutacdes produzem descontrole celular proliferativo, sendo
elas observadas em metade dos pacientes com HNSCC. [3]

A resposta imune contra tumores € mediada principalmente por linfécitos T.
Os produtos dos oncogenes e genes supressores de tumor mutados sao proteinas
gue podem ser degradadas e apresentadas as moléculas do MHC de classe | e Il
nas células dendriticas, que fagocitam células tumorais. [4] Os antigenos tumorais
sdo responsaveis por induzir respostas imunes no hospedeiro e alguns se
constituem alvos potenciais para a imunoterapia, sendo marcadores Uteis para

diagndstico e prognastico. [5]

O objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos imunitarios envolvidos
em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC) e sua

aplicagdo em imunoterapia por intermédio de biomarcadores.
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METODO

Este artigo apresenta uma revisdo de literatura da imuno-oncologia em
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, baseada em referéncias
pesquisadas no PUBMED, LILACS, MEDLINE, WHOLIS e SCIELO, usando as
palavras chave carcinoma de células escamosas, cabeca e pescoco, imuno-

oncologia, imunoterapia, imunologia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na atualidade, o desafio é determinar quais mecanismos da resposta imune
podem contribuir para a protecao contra tumores e desenvolver formas de melhorar
esses mecanismos especificamente para cada tipo de tumor. [6] A determinacdo da
resposta imune de pacientes com cancer € necessaria para estabelecer seus
mecanismos de acdo e poder-se atuar no sentido de obter-se boa resposta ao
tratamento de vérios tipos de céncer localmente avangados e metastaticos. A
imunoterapia interfere no sistema imunitario do proprio paciente para potencializar
sua resposta imunitaria, atuando nos mecanismos de escape do tumor. Entretanto,
as imunoterapias atuais utilizadas em HNSCC geram grande toxicidade sistémica e

nao podem ser administradas apenas localmente. [7]

Tanto a carcinogénese pelo HPV quanto a associada ao alcoolismo e
tabagismo resultam de insuficiéncia do sistema imunitario e, consequentemente,
células tumorais escapam do reconhecimento e lise pelos linfocitos T citotdxicos e
da imunidade adaptativa. Nesses casos, ha reducdo do numero de linfocitos por
apoptose dos linfocitos T e diminuicdo da atividade das células natural killer (NK),
além de diminuicdo da apresentacdo de antigenos. [1]

O equilibrio entre os linfécitos T e o microambiente tumoral permite a
modulagdo da imunidade antitumoral. Alteragfes funcionais dos linfocitos T,
macrofagos, células dendriticas e NK modificam a resposta imune. Os linfocitos T
regulatorios e baixos niveis de linfécitos CD4+ e CD8+sdo responsaveis pela
imunomodulacdo no HNSCC em presenca de doenca ativa. [8] Esses tumores
provocam modificages nas células imunitarias do microambiente tumoral. [9] Ao
serem reconhecidas como antigenos, células pré-malignas sédo destruidas pelo
sistema imune, prevenindo a ocorréncia do tumor. Por outro lado, células T

supressoras facilitam a progressao tumoral. [9]

Ha duas estratégias imunoterapicas, a antigeno especifica e a antigeno néo
especifica, ambas limitadas por mutacdes especificas de cada tumor. As antigeno
nao especificas estimulam mediadores antitumorais e impedem a imunossupressao
induzida pelo tumor. Ja as antigeno especificas induzem resposta imune localizada
e direcionada apenas a células tumorais. Em HNSCC, os mecanismos inibidores dos
check points sédo o CTLA-4 e o PD-1/PD-L1. [10]
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7

O Cetuximabe é um anticorpo monoclonal que bloqueia o fator de
crescimento epitelial (EGFR) utilizado no tratamento de metastases, em associacao
com radioterapia e quimioterapia. Outra opcdo imunoterapica é por inibidores de
check point, que blogueiam os receptores PD-1 e CTLA-4 de ativacao das células T.
A molécula PD-1 é expressa em varias células do sistema imune, particularmente
nas células T citotoxicas e interage com os ligantes PD-L1, expressos por células
tumorais, e PD-L2, expresso por macrofagos e células dendriticas. A interacdo do
PD-1 com PD-L1 e PD-L2 diminui a atividade das células T e promove tolerancia
imune ao tumor. Portanto, se a funcéo inibitéria do PD-1 for inibida, consegue-se a
resposta das células T contra o tumor. [11]

Nivolumabe e Pembrolizumabe sdo anticorpos anti-PD-1, inibidores de check
point utilizados no tratamento do HNSCC recorrente e metastatico em associacao
com platina. Sua resposta € melhor em pacientes com tumores PD-L1 positivos,

mesmo em presenca de HPV. [9]

O HNSCC tem elevada capacidade de infiltrar células do sistema imune. Os
epitopos tumorais, criados por alteracbes de DNA, induzem a formacdo de novas
proteinas que agem como antigenos, cuja tolerancia é incompleta e também
peptideos ndo presentes no genoma humano. E possivel que parte desses epitopos

derivem de virus. [10]

Se houver mutacdo anbmala, a célula epitelial entra em apoptose ou é
reconhecida pelo mecanismo de imunovigilancia como andmala e € fagocitada.
Caso o sistema imune falhe nesse reconhecimento, a célula alterada continua a
desenvolver-se e multiplicar-se, podendo resultar no HNSCC. [2,12] A imunoedi¢éo
do cancer ocorre por eliminacéo, equilibrio e escape. Na eliminacdo, o tumor cresce
invasivamente e requer maior suprimento sanguineo, que é fornecido pela
vasculogénese peritumoral induzida pelo préoprio cancer. O equilibrio forma novas
variantes tumorais capazes de resistir ao sistema imune. Na fase de escape, o tumor
ndo €é mais controlavel pelo sistema imune, expande-se e dissemina-se

metastaticamente pelo organismo. [13]

Os linfécitos T e as células NK reconhecem as células cancerigenas e
produzem o interferon gama (IFNy) e citocinas. Células NK, macrofagos, células

dendriticas, linfocitos T CD8+ e outras células efetoras do sistema imune migram
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para a regidao do tumor e provocam a sua necrose. As citocinas, principalmente o
IFNy, possuem propriedades angiostaticas e bloqueiam a formagédo de vasos ao
redor do tumor, levando a morte de células tumorais. As células dendriticas locais
fagocitam antigenos de células tumorais e migram para linfonodos regionais no
processo de apresentacdo de antigenos. A necrose do tumor ocorre pela indugéo da
morte das células tumorais através de acao citolitica capaz de destruir células com
peptideos estranhos em sua superficie, por meio de dois mecanismos principais:
facilitacdo a entrada de ions e agua na célula e inducdo da apoptose celular. O
linfécito TCD8+ ativado produz duas proteinas envolvidas nesse processo, a
perforina e a granzima, que se concentram em granulos citoplasmaticos ligados a
membrana celular por uma exocitose, que provoca lise celular. As células tumorais
mortas e seus restos sdo fagocitados pelas células dendriticas e apresentados aos
linfocitos T antigeno especificos CD4+ e CD8+. [13] Nos linfonodos as células
dendriticas induzem a diferenciacdo dos linfocitos T CD4+ em TH1, que regula

positivamente as células T CD8+. [13]

As células HNSCC inibem o sistema imune por intermédio de células pro-
tumorais inatas e adaptativas. [9] O microambiente do HNSCC contém células
estromais mieloides supresssoras, dendriticas imaturas e linfocitos T associados ao
tumor, cujo efeito pode ser favoravel a progressdo tumoral e das metastases. O
microambiente HNSCC geralmente contém uma quantidade significativa de células
estromais nao-cancerigenas, além de células neoplasicas; estes incluem
macrofagos associados ao tumor, células supressoras derivadas de mielbides,
células dendriticas imaturas e varias tipos de ceélulas T. Essas células imunolégicas
nao sdo espectadores inocentes; de fato, elas desempenham um papel importante
no desfecho da doenca. Dependendo da composicdo e ativacdo do status dessas
células e a sinalizacdo circundante, o efeito pode ser favoravel ou prejudicial a
progressao tumoral e metastases. [2] A citotoxicidade de células NK fica diminuida
pela expressao diminuida de MHC de classe | induzida pelas células tumorais. As
células dendriticas tém uma funcéo critica, mas no HNSCC essa funcdo também é
prejudicada. Os macréfagos associados ao tumor produzem IL-10 e secretam
proteases de remodelacdo da matriz e serina proteases associadas a mais
avancados graus de tumor e metastase. [2] Células T CD8+ sao incapazes de

atividade tumoricida, devido ao mecanismo imunossupressivo do tumor, onde o
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receptor PD-1 se une ao seu ligante PD-L1 expresso pelas células tumorais, que
induzem sua inativagdo. [22] Pacientes com HNSCC possuem menos linfécitos em
seu sangue periférico, mas uma presenca relativamente alta de células T de

memoria, sugerindo reconhecimento de células T. [9]

O reconhecimento da imunossupressao em fase inicial do HNSCC permite
estratégias de imunoestimulagdo e tratamento do tumor. [2] As proteinas PD-1 e
transmembrana CTLA-4, expressas por linfocitos T, inibem a resposta imune ao se
unirem aos seus ligantes PD-L1 e PD-L2, expressos predominantemente por células
tumorais, fazendo com que os mecanismos de defesa do sistema imune diminuam
pela perda da atividade citotoxica dos linfécitos T. Esses mediadores fazem parte do
microambiente tumoral e podem ser expressos tanto por células tumorais quanto por
células do sistema imune. [15] A expressao dessas proteinas € maior no HNSCC do
gue no sangue periférico, sendo diretamente proporcional ao estadio do tumor.
Associacdo entre HPV e PD-L1 foi observada em tumores de orofaringe, como fator
prognéstico de evolugdo desfavoravel. [15] Portanto, a expressdo de PD-L1 constitui
um marcador independente preditivo da evolugdo tumoral, cuja distribuicdo das

marcac0des varia entre 46% e 87%. [10]

Por outro lado, € necesséario especificar quais populacbes de células
expressam PD-L1. Essa proteina foi expressa por células de todos os HNSCC, mas
também por células imunes infiltradas nos tumores, por macréfagos, por linfécitos T
ativados e por fibroblastos associados a esses tumores. [16] Cabe caracterizar o
estado de ativacdo dos linfécitos T que expressam o PD-1 no receptor PD-L1
ativado ou inibido. Falta ainda compreender como a PD-1 interage com PD-L1 e PD-
L2. [17]

Em ensaio de fase Ill Check Mate 141, houve melhor resposta clinica ao
tratamento com o imunoterapico anti-PD-1 Nivolumbe, como monoterapia (3 mg/kg a
cada 2 semanas). Entretanto, a quimioterapia com sal de platina foi mais efetiva em
pacientes que expressavam mais PD-L1. No estudo KEYNOTE 12, envolvendo uma
coorte de 132 pacientes com recorréncia ou metastases tratados com o
imunoterapico anti-PD-1 Pembrolizumabe na dose de 200 mg a cada trés semanas,
foi observada maior sobrevida em pacientes que expressaram PD-L1 no

microambiente tumoral. No entanto, ha heterogeneidade nos resultados dos diversos



23

ensaios clinicos com relagdo ao valor preditivo do PD-L1. Outra limitacdo é a
multiplicidade de anticorpos anti-PD-L1 existente e a falta de padronizagao
terapéutica. Em uma coorte de pacientes com HNSCC tratados com o imunoterapico
anti-PD-1 pembrolizumabe, as expressbes simultaneas de PD-L1 e PD-L2
correlacionaram-se diretamente com a sobrevida e essa expressao simultanea dos
dois ligantes resultou em melhora na resposta ao imunoterapico e,

consequentemente, na sobrevida dos pacientes. [18]

Com base nos resultados de ensaios com Pembrolizumabe e Nivolumabe, o
FDA e a ANVISA aprovaram esses imunoterapicos para o tratamento da doenca
recorrente metastatica. Sua eficacia € limitada a um subgrupo de pacientes e a
definicdo de biomarcadores. Tumores com expressdo de PD-L1 tém maior
probabilidade de responder aos inibidores do eixo PD-1/PD-L1/PD-L2, embora a
falta de expressdo de PD-L1 nédo seja indicadora de resisténcia aos inibidores de
PD-1.[19]

O fendtipo inflamatério das células T € proposto como biomarcador de
resposta para a imunoterapia. [20,21] Estudos realizados em melanoma sugerem
que os beneficios terapéuticos ocorrem em pacientes com uma resposta pré-
existente de células T contra o tumor, como evidenciado por uma infiltracdo basal de
células T CD8+ no microambiente tumoral. [22] Um estudo prospectivo do
microambiente tumoral em pacientes com HNSCC descreveu infiltrado tumoral de
células T CD8+, expressando a molécula PD-1 e os pacientes com infiltrado tumoral
tiveram maior sobrevida em comparacdo com o0s pacientes sem esse infiltrado,
independentemente de fatores desencadeantes, como HPV, tabagismo e etilismo.
Pacientes com infiltrado inflamatério menor possuiam menos células T CD8+ no

infiltrado inflamatério tumoral. [23]

O IFNy é uma citocina produzida pelas células T ativadas e células NK no
microambiente tumoral e desempenha um papel relevante na imunidade antitumoral.
O IFNy induz ao aumento da expresséo de PD-L1/2 no tumor e no infiltrado tumoral.
A resisténcia imune ocorre ap6s a migracao das células T para o ambiente tumoral,
indicando efeito de regulacdo imune. [25,26] Esses achados juntamente com

resultados em pacientes com melanoma sugerem que pacientes com processo
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inflamatério mais exacerbado obtém melhor resposta terapéutica aos bloqueadores
de PD-1. [10, 27,28]

Células do HNSCC podem induzir a hematopoese aberrante que inibe o
sistema imune pelo recrutamento de células pro-tumorais. [29,30] No sangue
periférico de pacientes com HNSCC, além de as células T serem identificadas em
menores concentragdes, as células T efetoras de memadria sdo encontradas em uma
porcentagem alta. Quando os pacientes possuem menor processo inflamatorio, a
resisténcia imune parece ser atribuida a menor migracdo de células T efetoras. [9,
31,32]
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CONCLUSAO

A imunoterapia € indicada para pacientes com HNSCC localmente avan¢ado
metastatico e vem evoluindo com drogas inibidoras do receptor PD-1 de linfocitos T,
cuja indicacdo esta condicionada a biomarcadores fidedignos, que devem ser

identificados para obter-se sucesso terapéutico.
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ARTIGO 2

EXPRESSAO DE MARCADORES IMUNOFENOTIPICOS EM MONONUCLEARES
SANGUINEOS DE PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS
DE CABECA E PESCOCO
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INTRODUCAO

As células T, ap0s diferenciarem-se no timo a partir de precursores vindos da
medula 6ssea, migram para a periferia e circulam entre os o6rgdos linfoides
secundarios. Ao entrarem em contato com antigenos, mediante interacdo com
células apresentadoras de antigeno, diferenciam-se para células efetoras de
memoria. Os linfocitos T CD4+, cuja funcao € auxiliar outros tipos celulares como o T
helper (Th) sdo subdivididos em Thl, Th2, Th1l7 e outros subtipos, cada um deles
secretor de citocinas. As células Thl produzem interferon gama (IFN-Y’), para uma

resposta efetora eficiente. [1,2]

Os linfécitos TCD8+ tém acéo citolitica ao ligarem-se e destruir células com
peptideos estranhos em sua superficie, por meio de dois mecanismos principais,
facilitacdo a entrada de ions e agua na célula e associagdo com apoptose celular. O
linfécito TCD8+ ativado produz duas proteinas envolvidas nesse processo, a
perforina e a granzima, que se concentram em granulos citoplasmaticos ligados a
membrana celular por uma exocitose, que provoca lise celular. [2] As proteinas PD1
e a transmembrana CTLA-4, expressas por linfocitos T, inibem a resposta imune e
seus ligantes sdo a PDL-1 e PDL-2, que inibem as funcdes efetoras do linfécito T,
fazendo com que os mecanismos de defesa do sistema imune diminuam. Esses
mediadores fazem parte do microambiente tumoral e podem ser expressos tanto por

células tumorais quanto por células do sistema imune. [3,4]

Células progenitoras linfoides permanecem na medula déssea até sua
maturacdo em linfécitos B, que entram na circulagdo e migram para os 6rgaos
linfoides. Os linfécitos B ativados e diferenciados em plasmocitos sdo o0s
responsaveis pela imunidade humoral e producdo de anticorpos. Esses linfécitos
atuam também como células de memdria imunitaria, capazes de responder
rapidamente a antigenos com os quais ja tenham entrado em contato previamente.
Por outro lado, os linfocitos B produzem citocinas imunorregulatorias capazes de
suprimir a resposta imune antitumoral, inibindo células efetoras, como linfécitos
TCDS8 e células natural killer (NK). [4,5]

Neutrofilos produzidos na medula 6ssea migram pela circulagdo sanguinea
para focos inflamatérios onde fagocitam e eliminam, por meio de granulécitos

antigenos, microrganismos e particulas alteradas por reacdes locais. [5,6] O numero
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de neutréfilos aumenta no sangue periférico de pacientes com cancer avancado e
essa elevacdo celular associada a maior infiltrado neutrofilico no microambiente

tumoral € um biomarcador de mau prognastico. [6,7]

As funcdes do sistema imune, constituido por linfécitos, neutrofilos e
monocitos sdo alteradas em pacientes com carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (HNSCC), indicando serem esses tumores mais
imunossupressores do que outros tipos de cancer. Essa condicdo é agravada
quando os pacientes sdo expostos a quimioterapia e radioterapia. Estudos da funcao
de linfécitos T em pacientes com HNSCC tém ganhado importancia devido ao
advento da imunoterapia [8,9], entretanto ainda ndo existem estudos especificos
para esclarecerem o papel do sistema imunitario no HNSCC. Nesse sentido, o
objetivo deste estudo foi analisar funcbes celulares imunitarias em pacientes com
HNSCC.
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METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) sob o Processo 075/2009. Todos
0S participantes desta pesquisa receberam explicacbes sobre a investigacdo e
somente foram incluidos no trabalho apds concordarem em assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido.

Este € um estudo de caso-controle em que foram avaliadas as células
mononucleares do sangue periférico (linfocitos, neutréfilos e mondcitos) de dois

grupos de homens entre 50 e 65 anos (n=14):

Grupo 1 — doentes com média de idade 55 + 4,7 anos, todos tabagistas e
etilistas, com diagndstico de HNSCC de boca, laringe e hipofaringe confirmado por
biépsia incisional e estadiamento TNM Il e IV, sem outra doenca e sem tratamento

oncoldgico cirdargico ou adjuvante;

Grupo 2 — voluntarios sadios, sem uso de medicamento e média de idade 55 +

4.5 anos.

No grupo 1 foram pesquisados fatores desencadeantes do HNSCC, profisséo,
tabagismo, etilismo e carcindbgenos ocupacionais, relatos de alergia, asma, dermatite
atopica, urticaria, rinite alérgica e intolerancia a poeira, pelo de animal, mofo e
alimentos). Os HNSCC foram caracterizados por seu tamanho, localizacao, érgaos
invadidos, nédulos cervicais e de metastases a distancia, por meio de exame fisico,
laringoscopia direta e indireta, endoscopia e tomografia computadorizada cervical,
de térax e abdome.

Os voluntéarios do grupo 2 foram submetidos somente a anamnese e exame
fisico de cabeca e pescoco. Foram incluidos somente homens sem doenca

aparente, gue nao faziam uso de medicamento nem eram tabagistas ou etilistas.

Amostras de 5 ml de sangue de cada paciente e voluntario foram coletadas
em tubos estéreis contendo EDTA e heparina. Essas amostras foram processadas
para citometria de fluxo, imediatamente apos a coleta, utilizando um citdmetro FACS
Canto Il (Becton & Dickinson, San Jose, CA) capaz de ler varios parametros
simultaneamente para cada célula, com base nas suas particularidades fisicas,

granulosidade e ligagdo de anticorpos monoclonais marcados com fluocromo, por
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meio da dispersdo de raio laser. Propriedades fenotipicas, bioguimicas e
moleculares das células caracterizaram populacdes e subpopulacdes de leucécitos,

neutrofilos e mondcitos. [10]

As amostras de sangue periférico foram incubadas com anticorpos
monoclonais para os seguintes marcadores de superficie: anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD14, anti-CD86, anti-CD-16, anti-CD66b, anti-CD-11a, anti-HLADR
(Begrupo lon & Dickinson --- San Jose, CA, EUA), anti-CD19, anti-CD56 e anti-
CD69 (Caltag- Medsystems Limited --- Buckingham, Reino Unido) conjugado com
fiseriocianato de fluoresceina (PE), isotiocianato (FITC) ou biotina no escuro, em
temperatura ambiente por 30 minutos. Depois da incubacgéo, os eritrocitos foram
lisados com Optilyse-Solugdo B (Immunotec --- EUA). As células foram lavadas duas
vezes em 1 ml de solugdo salina tamponada com fosfato frio (PBS, pH 7,4). Os
anticorpos biotinilados foram revelados usando estreptavidina, FITC (Begrupo 1on &
Dickinson, San Jose, CA, EUA).

Foram utilizados os seguintes anticorpos contra proteinas humanas FITC anti-
CD3 (clone UCHT1) e FITC anti-CD8 (clone HIT8a) (Bio-Legend, CA, EUA); FITC
anti-CD4 (clone RPA-T4) e anti-CD19 FITC (clone HIB19) da BD Pharmigen; anti-
CD56 PE (clone B159), anti-CD19 PE (clone HIB19), anti-CD4 PE (clone L120) e
anti-CD8 PE (clone HIT8a) fornecido por BD Biosciences (Begrupo 1on & Dickinson,
San Diego, CA, EUA). A aquisicdo dos dados foi realizada usando o FAC Scan
(Begrupo lon & Dickinson, San Diego, CA, EUA). A andlise de células foi
processada e analisada usando o software Cell Quest (Begrupo lon & Dickinson,
San Jose, CA, EUA), total de linfécitos T (CD3 +), linfocitos T auxiliares (CD3+ e
CD4+, CD69+), linfécitos T citotéxicos (CD3+ e CD8+, CD69+), linfocitos B (CD3+ e
CD19+, CD69+), células com fendtipo NK (CD3- e CD56+), mondcitos (CD14+ e
CD86+), neutrofilos (CD11a+, HLA-DR+, CD66b+ e CD16+). O fendtipo foi analisado
usando gréaficos de pontos de fluorescéncia apés a selecédo da populagcéo de células
de interesse com base no tamanho e granulosidade das células (Grafico SSC vs.
FSC — FSC: angulo de disperséao frontal detecta o tamanho celular. SSC: angulo de
disperséo lateral detecta a composicao celular. Cada particula que passa pelo feixe
de luz dispersa uma luz diferente, diferenciando os tipos celulares. As células foram
contadas a partir de detectores FSC e SSC). Essas células foram entdo analisadas

guanto a sua expressao (frequéncia e intensidade fluorescente média - MFI) de um
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determinado marcador, usando histogramas com marcadores definidos em controles

Isotipos negativos.

Para calcular o tamanho da amostra e possibilitar a comparacdo do sistema
imune (linfécitos, mondcitos e neutrofilos) entre pacientes sadios e pacientes com
HNSCC, foi utilizado o método proposto por Fleiss (1986) para comparacdes de dois
grupos em amostras independentes. A quantidade total de individuos em cada grupo
foi calculada por: N = 2(za + zB)? / (u1 - u2)/ o, sendo za o percentil da distribuicéo
normal correspondente ao nivel de significancia, com valor de 1,96; z3 o percentil da
distribuicdo normal correspondente ao poder do teste, com valor de 0,84 para um
poder minimo de 80%, independentemente do teste. Ja o tamanho de efeito é dado
por (M1 - p2) / o , sendo p1 o numero médio da relagédo
linfécitos/mondcitos/neutréfilos no grupo de pacientes sadios; y2 o numero médio da
relacdo linfécitos/mondcitos/neutréfilos no grupo de pacientes com HNSCC e o o
desvio padrdao comum. O tamanho de efeito adotado foi de 1,14, baseado no estudo
de Kuss (1999). [11] Portanto, 2(1,96 + 0,84)?/ 1,14 = 13,75. Quando a normalidade
da variavel néo foi rejeitada optou-se por utilizar o Teste t pareado e, nas demais
situacdes, utilizou-se a abordagem ndo paramétrica com o teste de Wilcoxon
pareado. [12] O Teste t pareado foi utilizado quando a distribuicdo das variaveis nédo
foi normal. J& o teste de Wilcoxon pareado foi utilizado quando a distribuicdo das
variaveis foi normal. O software utilizado para o desenvolvimento das analises foi 0
R (verséo 3.6.0).
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Neste estudo foram avaliadas amostras de 14 sitios primarios de carcinomas

de células escamosas de boca (64%), laringe (28%) e hipofaringe (7%), sendo que

42% do total de pacientes apresentavam metastases evidentes em linfonodos

cervicais.

Tabela 1 — Homens com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoc¢o, distribuidos

por idade, local de origem e estadiamento do tumor.

Paciente

10

11

12

13

14

Idade

65

51

53

51

51

50

62

55

53

53

61

60

54

52

Local primario
Boca (assoalho)
Laringe (glote)
Laringe (supraglote)
Boca (mucosa jugal)
Boca (lingua)
Boca (assoalho)
Laringe (supraglote)
Laringe (subglote)
Boca (lingua)
Boca (lingua)
Hipofaringe (seio piriforme esquerdo)
Boca (lingua)
Boca (lingua)

Boca (lingua)

Estadiamento

T4aN3

T4bNO

T3N2c

T3N2

T3NO

T3N2

T3NO

T4bN3

T4bN3

T3NO

T3NO

T3NO

T3NO

T3NO
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Foram avaliadas trés linhagens celulares (linfécitos, mondcitos e neutrofilos)
por imunofenotipagem, cujos resultados encontram-se apresentados em
porcentagem de células e em mediana de intensidade de imunofluorescéncia (MFI).
Procurou-se estabelecer um painel amplo de citometria, a fim de se obter um
panorama global da distribuicdo de varios subgrupos das linhagens celulares
estudadas nos pacientes com HNSCC, portanto, uma visdo do funcionamento da
imunidade celular neste grupo de pacientes. No grupo de linfécitos, o painel de
citometria foi constituido pela distribuicdo das células NK (CD56+), dos linfécitos T
CD4+, linfécitos T CD8+, linfécitos B CD19+ e a expressao do marcador de ativagcédo
precoce CD69 entre os linfécitos T CD4+ e CD8+, bem como entre os linfocitos B
CD19+. A partir da avaliacdo desses subgrupos celulares, observou-se aumento das
células NK (CD56+), bem como dos linfécitos T CD4+ no grupo 1. A expressao do
marcador de ativacdo precoce CD69+ aumentou nos linfocitos B CD19+ no grupo 1.
Estes resultados se mostraram compativeis em porcentagem de células e em MFI
tanto para as células NK (CD56+) quanto para os linfocitos B C19+ CD69+. A
distribuicdo dos linfécitos T CD8+ ndo mostrou diferenca entre os grupos, bem como
a expressdo de CD69 entre os linfocitos T CD4+ e CD8+. Esses achados foram

compativeis tanto em porcentagem de células quanto em MFI.

O painel de citometria para avaliacdo dos mondcitos foi constituido pelas
subpopulacdes CD14+ e CD86+, avaliadas em porcentagem de células e em MFI.
N&o houve diferenca entre o grupo 1 e o grupo 2 nas subpopulacbes de mondcitos

estudadas, tanto em porcentagem de células quanto em MFI.

O painel de citometria para estudo dos neutréfilos foi constituido pelas
subpopulagcdes CD1la, CD66b, CD16 e HLA-DR. As subpopulagbes CD11a,
CD66b, e CD16 foram avaliadas em porcentagem de células e MFI, enquanto a
subpopulacdo HLA-DR foi avaliada somente em MFI. Nao foi observada diferenca
entre 0s grupos 1 e 2 nas subpopulacdes CD11a, CD66b e CD16 em porcentagem
de células. J4 quando comparadas as subpopulagdes em MFI, houve diferenca entre
0S grupos 1 e 2 na expressdo da subpopulacdo CDlla entre as ceélulas
CD16+CD66b+, sendo que a MFI dessa subpopulagdo foi menor no grupo 1. A
subpopulacdo HLA-DR entre as células CD16+CD66b+ ndo apresentou diferenca

entre os grupos 1 e 2.
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Tabela 2 — Quantificacdo (média + desvio padrdo da média) dos imunofendtipos de linfocitos

em 14 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (grupo 1) e 14

voluntarios sadios (grupo 2), todos do sexo masculino

Variavel

% CD56+

MFI CD56+

% Linfécitos

% CD3+

% CD3+ CD4+

% CD69 em CD3+CD4+

MFI CD69 em CD3+CD4+

% CD3+CD8+

% CD69 em CD3+CD8+

MFI CD69 em CD3+CD8+

% CD19+ B

% CD69 em CD19+

MFI CD69 em CD19+

Grupo 1
14,85 + 1,89
219,70 + 15,44
20,70 + 2,68
67,94 + 2,17
77,22 + 4,05
34,20 + 6,58
343 + 66,78
19,96 + 3,61
32+6,74
327,10 + 67,84
15,76 + 3,34
38,22 + 6,74

532 + 116,29

Grupo 2
7,82 +1,65
106,10 + 18,78
27,36 +1,42
62,40 + 3,41
60,36 + 2,98
18,56 + 2,84
184,80 + 16,52
33,23 +4,25
16,12 + 2,48
187,90 + 16,43
11,58 + 0,79
19,08 + 3,32

219,80 + 23,04

0,00**

0,00*

0,05**

0,17**

0,01**

0,07**

0,09*

0,11*

0,12*

0,17*

0,75*

0,03**

0,01*

*Teste de Wilcoxon; **Teste t de Student
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Tabela 3 — Quantificacdo (média + desvio padrdo da média) dos imunofen6tipos de monécitos

em 14 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (grupo 1) e 14

voluntarios sadios (grupo 2), todos do sexo masculino

Variavel Grupo 1 Grupo 2 P

% Monécitos 69,57 + 2,66 68,51 + 1,67 0,74**
% CD14+ 28,04 + 9,12 8,56 + 0,89 0,15*
% CD14+ CD86+ 86,15 + 4,31 84,32 +3,71 0,75*
MFI CD86 em CD14+ 4154,93 + 401,76 3541,50 + 289,02 0,24**

*Teste de Wilcoxon; **Teste t de Student
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Tabela 4 — Quantificacdo (média + desvio padrao da média) do imunofendtipo de neutréfilos

em 14 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (grupo 1) e 14

voluntarios sadios (grupo 2), todos do sexo masculino

Variavel

% Granulécitos

% CD66b+

% CD66b+ CD16+

% CD66b+ CD16-

MFI CD16 em CD66b+

% CD66b+ CD16+ CD11la+

MFI CD11a em CD66b+ CD16+

% CD66b+ CD16- CD1la+

MFI CD11a em CD66b+ CD16-

MFI HLA-DR em CD66b+ CD16+

Grupo 1
71,92 + 2,91
78,94 + 3,44
93,49 + 1,36
6,50 + 1,36

41111,50 + 7784,83
94,26 + 3,43
1729,33 + 250,96
86,86 + 5,29
2058,21 + 173,92

145,14 + 12,42

Grupo 2
59,92 + 5,73
83,45 + 4,37
85,27 + 4,45
14,73 + 4,45

39913,10 + 5325,90
89,99 + 5,14
2284,29 + 209,09
91,44 + 4,45
2048,35 + 240,39

142,86 + 6,760

0,06*

0,25*

0,41*

0,41*

0,86*

0,46*

0,03*

0,22*

0,95*

0,97*

*Teste de Wilcoxon
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DISCUSSAO

Com o objetivo de implementar um protocolo de imunoterapia para pacientes
com HNSCC pela inducdo da citotoxicidade das células imunes, Millrud et al (2012)
mostraram reducdo do numero e capacidade migratoria dos leucécitos, em seu
global, e menor taxa de sua proliferacdo, essencial para a imunomodulacdo. [13-
15,40,41] A resposta imune mediada por linfécitos gera resposta citotdxica
especifica e duravel, resultando em memodria imunitaria. Respostas citotoxicas
diretas podem ocorrer ap0s o contato celular ou seu reconhecimento e fagocitose.
Os produtos patogénicos digeridos sdo processados e apresentados as células de
imunidade adaptativa pelas moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) classe II. Algumas células imunes expressam moléculas de MHC de classe II,
enquanto macrofagos e células dendriticas expressam MHC classe | e moléculas

MHC classe Il, como células apresentadoras de antigeno (APC).

A célula NK pode exibir atividade citotoxica direta ou indireta contra células
com expressdo diminuida de MHC classe |. [42,43] A interacdo entre APC e
linfocitos gera resposta citotdxica especifica. O material antigénico intracelular
apresentado por MHC classe | € reconhecido pelos linfocitos TCD8 e sua sinalizacéo
requer sinalizacédo coestimuladora por moléculas associadas ao receptor B7 na APC
e grupo de diferenciacdo CD28 no linfocito T. Por outro lado, material antigénico
extracelular € apresentado por moléculas de MHC classe 1l em APC e é reconhecido
pelos linfécitos TCD4+ ativados por moléculas coestimuladoras. [14] As APC liberam
citocinas, que estimulam os linfécitos TCD4+ a diferenciarem-se em Thl auxiliar.
Quando os linfécitos TCD8+ antigeno especificos ligam-se ao MHC de classe | na
presenca de citocinas Thl, linfocitos T citotoxicos sdo atraidos como mediadores de
resposta imune citotdxica. Esses principios que regem a resposta imune podem
servir como uma estrutura para a compreensdo da resposta imune a tumores.
[15,16]

O CD69 é expresso por mondcitos, plaquetas, timécitos CD3+ e algumas
populacdes periféricas de linfocitos, incluindo células imunes da mucosa intestinal e
células de lavagem broncoalveolar. Em contraste, CD69 representa uma célula
antigénica de ativacdo em uma ampla variedade de linhagens hematopoiéticas,

incluindo linfécitos T e B, células NK, neutrdfilos, eosindfilos e macrofagos. No timo,
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a expressdo de CD69 parece estar relacionada a processo de maturacédo celular e é
restrita ao receptor de células T de timdcitos imaturos. Durante o desenvolvimento
do timécito, a expressdao de CD69 € induzida em um estadio inicial de selecéo
positiva com uma relacéo linear entre os niveis de CD69 e os niveis de expressao
de CD3 de superficie. Timocitos terminalmente diferenciados diminuem a expressao
de CD69 assim que séao removidos do timo, sugerindo que a expressao de CD69 por

timocitos é dependente no ambiente timico. [16]

Os linfocitos em repouso ndo expressam CD69, que representa o marcador
de ativacdo mais precoce, sendo rapidamente induzido na superficie celular apos
estimulacdo. Um pequeno numero de células T e NK circulantes também foram
encontrados como CD69+, provavelmente como resultado da ativacdo. A expressao
de CD69 nas células T requerer a sintese de RNA e de proteinas. No entanto, existe
descricdo da presenca de CD69 no citoplasma das células T em repouso,
independentemente dessa sintese. Parece provavel que a expressao de CD69

aumente as respostas das células T apos suas interacdes. [16]

Embora o ligante fisiolégico para CD69 ndo tenha sido identificado, ha
evidéncias de que a transducdo de sinal via CD69 ative a expressao génica de
citocinas de proliferacdo de células T periféricas CD4+ e CD8+, bem como de
timocitos, além de induzir a expressao de CD25 e proliferacéo celular dependente de
interleucina 2 (I1L2). [16,17]. A capacidade do CD69 de servir como uma molécula de
transducdo de sinal em varios sistemas celulares, juntamete com sua expressao
aprimorada em certas doencas inflamatérias sugerem um possivel papel patogénico
para CD69. O CD69 foi identificado na superficie de linfocitos, mas estudos
subsequentes documentaram sua expressao em Varios tipos de células, sugerindo
um papel amplo e talvez critico em fisiologia celular. [16,17] De fato, o CD69 foi
descrito como um receptor capaz de provocar multiplas respostas de ativacéo
celular. No entanto, a natureza do ligante fisiologico para CD69 permanece
desconhecida. Alguns autores postularam recentemente o envolvimento do CD69 na
patogénese de doencas inflamatdrias. Tais abordagens experimentais
eventualmente poderédo fornecer informacgdes importantes sobre esses ligantes bem

como o papel fisiolégico e fisiopatoldgico do CD69. [16,17]
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A protecdo imune contra tumores pode ser desenvolvida ou suprimida a partir
de linfocitos T reguladores do sangue periférico. [16] A ativacdo dos linfécitos T
induz a expressao de moléculas de superficie de ativacado precoce, como 0 epitopo
CD69. Os estadios de avaliacao inicial das células T sdo evidenciados pela elevada
porcentagem de linfocitos TCD69+. Pacientes com HNSCC possuem um numero
alto de linfécitos T expressando o marcador de ativagcdo CD69 em comparacao com
individuos saudaveis. Mudancas funcionais dos linfocitos T do sangue periférico em
pacientes com HNSCC podem prever prognéstico da doenca. [17,18] Porcentagem
elevada de linfécitos T CD69, mensurada por citometria de fluxo, associa-se com
pior prognostico. Linfocitos T reguladores aumentam sua funcdo em presenca de
HNSCC e maior numero de linfécitos T expressando CD69 associa-se com reducao
funcional do sistema imune e pior prognostico, com diminuicdo da sobrevida. [18, 19,
20,21] Neste estudo, ndo foi observado aumento significativo de linfécitos T CD4+ e
CD8+ expressando o marcador de ativagcdo precoce CD69 nos pacientes com

cancer em comparagdo com o grupo controle.

Os linfocitos B podem tornar-se reguladores por um mecanismo intrinseco ao
cancer, que induz a essa diferenciacdo. O TGF-B produzido pelos linfocitos B
reguladores pode converter linfocitos T CD4+ reguladores, que inibem as células NK
e os linfocitos T CD8+ efetores, bloqgueando a inducdo da imunidade tumoral
mediada por linfécitos T e desativando os linfécitos T CD4+. [4] Os linfocitos B
ativados pelo céancer induzem a atividade reguladora completa das células
supressoras derivadas de mielécitos e inibem as células TCD4+ e TCD8+. Os
linfécitos B reguladores tumorais produzem TGF-B que atua em subpopulacdes de
mondcitos e granulécitos para a supressdo das células T CD4+ e T CD8+
antitumorais. Os linfécitos B reduzem diretamente a imunidade antitumoral por meio
da secrecdo de IL-10 e induzem a converséo de linfécitos T CD4+ em linfécitos T
reguladores. [4,22,23,24] Neste estudo houve aumento de linfécitos B CD19 no

grupo 1, expressando o marcador de ativacdo precoce CD69.

O estudo de Bose (2008) avaliou o estado das células imunocompetentes que
podem participar da migracao para o local do tumor. [17] Os resultados mostraram
que todas as classes de células citotdoxicas sdo reduzidas. Essa situacdo reduz a
morte de células tumorais por células imunes e inativa as células ainda disponiveis

para a morte tumoral.
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Observou-se em alguns estudos que o numero de células NK (CD56) foi
reduzido nos pacientes com HNSCC. As células NK estabelecem uma ligagcéo
funcional entre a imunidade antitumoral inata e adaptativa, compartilhando alguns
receptores e funcdes entre as células NK e os linfocitos T. As células NK exibem
caracteristicas dos linfécitos Thl e Th2 CD4+, juntamente com as atividades das
células NK e, portanto, podem ter uma funcdo dupla na regulacdo imune e de
imunovigilancia contra tumores. A regulacdo negativa nessa populacédo de células
NK destréi definitivamente varias cascatas de sinalizacdo imunoldgica em pacientes
com HNSCC. Essa diminuicdo proporcional e funcional das células
imunocompetentes pode ser influenciada pela regulacdo positiva das células T
reguladoras, que ndo estdo envolvidas apenas na regulacdo negativa das células T
e NK, mas também interferem na apresentacdo de antigenos de varias células,

incluindo as dendriticas.

O estudo de Bose (2008) avaliou a capacidade citotoxica de neutrofilos,
mondcitos e linfocitos de pacientes com HNSCC em comparacdo com individuos
saudaveis. Essas células foram menos citotbxicas para todas as células
cancerigenas testadas em comparacdo com as saudaveis. As funcbes imunes
desreguladas em pacientes com HNSCC interferem diretamente na citotoxicidade
inespecifica mediada por macréfagos e células NK, na citotoxicidade celular
dependente de anticorpos, na citotoxicidade dependente de complemento e na
reacao linfocitaria T citotoxica. [17,18,25,26,27] Neste estudo, houve aumento das
células NK (CD56) em presenca de HNSCC em comparacdo com 0 grupo controle.
O aumento do numero de neutréfilos e monécitos observado nos pacientes com
HNSCC no estudo de Bose (2008) n&o difere de estudos anteriores em outros tipos
de céanceres. [19,28,29,30] Esses dados indicam aumento da inflamacdo com
infiltracdo de neutréfilos e mondcitos imaturos originados da medula 6ssea como

consequéncia de maior transformacao leucocitaria. [19,28,29,30]

Os monocitos CD14+ e CD16+ produzem IL-10 e sua ativacdo em pacientes
com HNSCC eleva a concentragdo sanguinea dessa interleucina, proporcionalmente
ao estadio da neoplasia. [13,31,32,33] Essa elevacdo dos monocitos CD14+ e
CD16+, bem como da IL-10 associa-se a aumento da sobrevida, indicando que
esses mondcitos possuem fungbes antitumorais. [32,33] Ha maior ativacdo de

macrofagos imaturos em pacientes com cancer, tendo em vista que 0os mondocitos
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ativados em pacientes com neoplasia avancada possuem fenétipo ainda imaturo.
Neste estudo, a distribuicAo de mondcitos CD14+ e CD86+ nos pacientes com
cancer nao foi alterado pelo HNSCC. [13,31,32,33]

A elevacdo da relacdo neutrdfilo/linfocito associa-se a maior resposta
inflamatoria sistémica e menor sobrevida em pacientes com HNSCC. Os neutrdfilos
atuam de forma pro-tumorigénica, ao serem pro-angiogénicos e suprimirem
respostas imunitarias adaptativas. Por outro lado, neutrdfilos ativados apresentam
atividade antitumoral e associam-se a aumento da sobrevida. [13,34,35,36] Ha maior
namero de neutréfilos circulantes com imunofenotipagem pro-tumoral especifica e
menor numero de linfécitos em pacientes com HNSCC em comparagcdo com
individuos saudaveis. [37,38,39,40,41,42,43]

Neste estudo, os neutrofilos CD11la estavam diminuidos nos pacientes com.
HNSCC, por outro lado, a quantidade de neutréfilos CD16+, CD66b+ e HLA-DR néo
se alterou. A particula CD11a atua na adesao dos neutréfilos as células endoteliais e
nos pacientes com HNSCC essa capacidade € diminuida, facilitando a migracéo

metastatica. Estes resultados corroboram estudos anteriores. [39]
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CONCLUSAO

Em presenca de carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co h&i
uma resposta inflamatoria sistémica associada a aumento do numero de linfécitos T
CD4+, bem como de linfécitos B CD19+, expressando o marcador de ativacao
precoce CD69, e células natural killer CD56+. Por outro lado, diminui-se o nimero
total de neutréfilos CD11la. O numero de linfocitos T CD8+, neutréfilos CD16+,
CD66b+ e HLA-DR e de mondcitos CD14+ e CD86+ nédo foi alterado por essa

neoplasia.
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ANEXO A - Carta de aprovacdo do comité de ética em pesquisa da FHEMIG

PARECER N° 075/2009

Registro CEP/FHEMIG: 075/2009 (este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
Data: 08/05/2009
CAAE: - 0016.0.287.000-09

Hospital Alberto Cavalcanti

Pesquisador Responsavel: Bruno Gustavo Muzzi Carvalho e Carneiro
DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa. (CEP/FHEMIG), apés cumprimento das solicitagdes da diligéncia. aprovou em 05
de Maio de 2009, o projeto de pesquisa intitulado: “RELACAO ENTRE CANCER E ALERGIA™.

Segundo o item VII.13.d da Resolucio 196/96. os pesquisadores ficam OBRIGADOS a enviar relatorios
anualmente.

Assim o relatdrio parcial devera ser entregue em 05/05/2010 e/ou o relatério final ao término da pesquisa.

O relatorio podera seguir o modelo de acompanhamento disponivel na Intranet/FHEMIG.

i f /
Vander}smgé\l:omualdo

Coordenador do_.Comité de Etica em Pesquisa
Vanderson Assis Romualdo

Coordenador
Comité de Etica em Pasquisa / FHEMIG

~\1Do
PIFRO . o0 GRRE | @009 ~ 4~
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PARECER N®075/2009

Registro CEPIFHEMIG: 0732009 (este n deve ser citado nas correspomdenciiae reterente i esta projetng
Dt DS 032009
CAAE: - 0016.0.287.000-09

Haspital Alberto Cavaleanti

Pesquisador Responsavel: Brano Gustavo Muzza Carvalhio e Carnerro
DECISAQ:

O Comité de Fricaem Pesquisat, (C1PEHEMIG, apos comprinients dis solicitagdes g difigdne a, aprovon en (5
de Matin de 2009, a projeto de pesquisa intitulador “REEACAO FNTRECANCIR T ARG

Sezindo o tdem VILI3A da Resolugio 19686, o pesquisadores tivam OBRIGADOS & eaniar telitonns

antlmente.
Assim o relatorio parcral deverit ser eatregae cm O30320 10 ¢ onoelatdon final ao termmi di pesauisa,
et FHEMIG

O relatorio poderaseanir o modele de scompanhamenta dasponyed s Intra

Nanderson Assis Romnaldo
Coordenador do Comité de Ftica em Pesquisa
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ANEXO B - Renovacéo da carta de aprovacado do comité de ética em pesquisa
da FHEMIG

(' '} piobnﬁotﬁ\o MINISTERIO DA SAUDE - Conselhe Nacional ce Saude - Comissac Nacional de Etica em Pesquisa - CONER
N "&fo.fa FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:
RELAGAO ENTRE CANCER E ALFRGIA

2. Numern de Participantes da Pesquisa: 192

3. Arca Temélica

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Citncias da Saide

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

BRUNO GUSTAVO MUZZI CARVALHO E CARNEIRO

6. CPF 7. Enderego (Rua, n.):

038.483.646-11 DOS OTONI 881 SANTA EFIGENIA 8 andar SELO HORIZONTE MINAS GERAIS 30150274
8. Nacienalidade 9 Telefone 10, Outio Telefone 11. Emai

BRASILEIRO (31) 3519-1685 brunomuzzi@gmall.con

Terme de Compromisse: Declaro que conhago e cumprirer 0s fequisitos da Resslugdn CNS 466/12 @ suas complementares Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletadus exclusivamente para os fins previstos no protocoio ¢ a publiicat 0s resultados sejam oles favoriveis ou ndo
Aceito s responsabilidades pela condugao cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa foiha sera anexada ao projeto devidamente assinada
par lodos 0s responsaveis e fara parte integrante da decumentagao do mesmo.

Data: 1/3 ! C:} f‘)\f)[g LLN L ],\/\17‘1 (\/-. (3,-_’3

INSTITUICAOC PROPONENTE

12 Nome 14 Unidade/Organ
Fundagao Hesptalar do Estado de Minas Gerais
- FHEMIG

15, Telefone 16. Outro Telefone.

(37) 3239.9552

13. CNPU:
19.843.929/0001-00

Terme de Cumpromisso (do responsdvel pela instituigio ) Declaro que conhego e cumprire: os requisites da Resclugao CNS 466112 a suas
Complementares € como esta inslituigdo tam condighes para o desenvolvimento deste Projeto. aulorizo sua execucan,

s MoreiaNacaremhos Abni o _G41.831.006 63
Cargo/Fungan QG%/GQ\'—Q_N\—E/ |

PATROCINADOR PRINCIPAL

Nao se aplica
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ANEXO C - Identificagcdo, anamnese, fatores de risco e marcadores imunitarios

Nome:

Data Entrevista /

/

Sexo[ |masculino [ |feminino D.N.

/ / Idade:

anos

Prontuario:

Cor:[_]leuco[ ]feo[ ]melanodérmico

Profissao:

Endereco:

Telefones: e-mail:

[ ] Anti-hipertensivo

[ ]Hipoglicemiante

[ ]Hipolipemiante

[ ] Antiagregante plaquetario

[ ] HAS [ ] DM tipo:[ ]1 [ ]2 [ ] Arritmia [ ] Vvalvopatia

[ ]1cc [ ] Dislipidemia [ ] Obesidade [ ] Enxaqueca

[ ] AVC prévio [ ] DAC [ ]D. arterial periférica [ |Gravidez/Puerpério
[ ] Hipercoagulabilidade [ ] Trombocitose [ ] D. Chagas

[ ] D. Auto-imune: [ JAR [_] LES [ ] Outras:

[] HIV [ ] Outra imunossupressio

[] Etilismo: quantidade:

[ ] Tabagismo:[ ] prévio (parou hd anos) [ ]atual quantidade: anos/mago

[ ] Carcinogeno ocupacional (qual):

[ ] Neoplasia prévia (qual):

[ ] Anticoagulante [ ] Antibiético
[ ] Analgésico [ ] Antidepressivo
[ ] Anti-histaminico [ ] Corticoide
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[]Anti-leucotrieno

[ ]Outro(s)

Alergia

[] Sim [ ] N3o

[ ] Atual [ ] Pregressa: até quando (ano

Idade do inicio dos Sintomas: anos

[ ] Asma []Rinite alérgica

[ ] Dermatite atépica [ ] Urticaria

[ ] Alergia a medicamentos (qual): [ ] Alimentos:
[ ] Poeira [ ]Mofo

[ ] Pelos de animais - qual:[_| Cachorro [ ]| Gato [ ] Aves [ | Outros:

[ ] Alergenos ocupacionais: [ | Pesticidas [ | Outros:

Tumor

[ ] Mama[_JOvario[ ] Eséfago [ | Estémago

[ ] Célon [ ] Reto [ ] Pancreas

[] ccp-qual:

[] Linfoma-qual: Pulm3o [ ] Préstata

[ ] Outro —qual:

Tratamento

Operacdo[ |ndo [ |sim —data: / /

[ ] Andtomo Patoldgico [ | Biopsia:




Estadiamento
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INCLUSAO: NAO INCLUSAO
e diagnéstico histoldgico de cancer e histdria prévia de outro cancer
e ainda ndo operados do cancer e uso de tratamento imunitario sistémico

(imunomoduladores ou
imunossupressores)

corticoterapia prolongada

passado de quimioterapia ou
radioterapia

doenca do sistema imune (AR, LES, HIV,
etc)

infecgdo ativa




ANEXO D - Imunofenotipagem de pacientes e controles

MFI CD69 in % CD69 in
% % CD3+ %CD3+CD4+
CD3+CD4+ CD3+CD4+
Lymphocytes | Lymphocytes | Lymphocytes
Lymphocytes | Lymphocytes
CT1 30.9% 43.2% 80.1% 147 19.41 %
CT2 38.0% 74.4 % 71.8% 86,7 13.8%
CT3 27.6 % 59.2% 63.4 % 190(11.1%
CT4 21.6% 67.2% 49.3 % 98,8 (9.04 %
CT5 23.2% 722 % 51.6 % 164 | 8.69 %
CT6 23.6 % 74.1% 61.1% 145|5.60 %
CcT7 34.5% 69.8 % 45.6 % 214 (24.1%
CT8 23.9% 77.7 % 43.0% 181|8.34%
CT9 22.0% 67.7 % 67.2% 271|35.7%
CT10 223 % 42.1% 70.4 % 196 [ 24.3 %
CT11 249% 66.0 % 63.7 % 196 [ 26.3 %
CT12 26.1% 58.4 % 62.6 % 212|243 %
CT13 31.0% 38.3% 67.4 % 3241383 %
CT14 33.5% 63.3 % 479 % 162 (20.9%
PC1 28.8% 68.6 % 74.0% 121(3.35%
PC2 33.0% 68.1 % 74.6 % 143 |8.51%
PC3 16.1% 64.7 % 99.9 % 714 169.8 %
PC4 14.0% 65.8 % 99.9 % 755|724 %
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PC5 40.5 % 73.6 % 99.9 % 774172.0%
PC6 22.1% 62.6 % 76.7 % 131|13.9%
PC7 3.55% 64.7 % 86.7 % 163|18.8%
PC8 16.2% 73.5% 63.3 % 159|18.6 %
PC9 113% 79.9% 69.5 % 112 1129%
PC10 25.1% 60.5 % 72.1% 431|46.3%
PC11 31.6% 81.9% 53.2% 328 36.3%
PC12 13.8% 55.9% 82.5% 442 147.7 %
PC13 19.8% 75.4 % 72.3 % 133|153 %
PC14 14.0% 55.9 % 56.5 % 396 |42.9%
MFI CD69 in % CD69 in MFI CD69 in % CD69 in
%CD3+CD8high CD19+8B
CD3+CD8high CD3+CD8high CD19+8B CD19+8B
Lymphocytes Lymphocytes
Lymphocytes Lymphocytes Lymphocytes Lymphocytes

CT1 18.9% 124 19.64 % 10.9% 243 (22.0%
CT2 24.0% 95,8 [9.64 % 12.6 % 174 |17.6 %
CT3 48.9 % 177 | 8.86 % 7.02 % 172 |3.55%
CT4 45.4 % 132 18.13 % 9.02 % 312|324 %
CT5 57.1% 14517.49% 13.5% 150 |4.28 %
CT6 34.8% 153 | 6.06 % 145 % 120(2.57 %
CT7 51.2% 247 |122.6 % 8.54 % 369 |35.8%
CT8 59.1% 1741762 % 6.43 % 112|153 %
CT9 213 % 28133.0% 144 % 216 | 25.8%
CT10 18.8 % 200 |20.7 % 11.7 % 148 |13.4 %
CT11 17.5% 1871222 % 13.9% 189 |21.5%
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CT12 315% 245119.9% 14.0% 384(37.6%
CT13 19.1% 306 32.6% 10.1% 255(26.5%
CT14 17.6 % 164|173 % 155% 233 (22.6%
PC1 13.7 % 113 |14.77 % 4.61% 79,6 (9.32%
PC2 18.3 % 12719.53 % 119% 202 (16.2%
PC3 7.17% 738 173.3% 37.0% 621 (58.3%
PC4 7.26% 759753 % 30.4% 591 |55.5%
PC5 8.44 % 763 72.5% 359% 662 (61.8 %
PC6 4.98 % 1131142 % 313% 358 5.49%
PC7 6.30 % 146 |119.7 % 16.4 % 395(3.90 %
PC8 36.0% 110|11.5% 531% 409 |41.0%
PC9 27.1% 1151112 % 2.06 % 251247 %
PC10 273 % 361(37.7% 7.52% 1872 |86.4 %
PC11 46.5 % 311294 % 5.60 % 454 143.2 %
PC12 13.8 % 405 |40.2 % 13.1% 811|59.2%
PC13 243 % 162|133 % 5.49 % 221(20.2%
PC14 383 % 356 (354 % 14.0% 522 149.9%




MFI CD86
MFI CD56 in %CD56+ in % % CD14+ %CD14+CD86+
in CD14+
Lymphocytes | Lymphocytes | Monocytes | Monocytes Monocytes
Monocytes
CT1 238|4.79% 70.6 % 9.99 % 2994 | 84.0 %
CT2 178 | 8.59 % 57.2% 10.3 % 4442 198.5%
CT3 67,3 6.64 % 71.4 % 5.49 % 3586 93.1%
CT4 155(10.4 % 73.7% 5.28 % 5132199.2 %
CT5 4813.21% 73.8% 5.51% 382391.2%
CT6 38|2.68% 73.2% 8.33% 2527 | 69.0 %
CT7 214 (214 % 58.8 % 9.12% 5979 |99.6 %
CT8 47,6 11.47 % 67.6 % 6.29 % 2345 61.7 %
CT9 49,111.04 % 75.1% 12.6 % 2694 | 75.9 %
CT10 90,4|12.6 % 75.8 % 7.93% 3019 |83.7%
CT11 39,713.36% 71.0% 5.81% 2236 | 57.2%
CT12 165[18.0% 60.2 % 5.53 % 3931|96.0%
CT13 106 | 10.1 % 64.2 % 16.7 % 3113 82.1%
CT14 48,8 5.14 % 66.6 % 11.0% 3760 |89.3 %
PC1 219 (11.2% 64.6 % 20.4 % 1898 | 46.4 %
PC2 203 (4.26 % 61.9 % 8.86 % 2880|83.5%
PC3 212 ({8.34% 77.6 % 86.3 % 4855 | 90.0 %
PC4 171|104 % 76.7 % 87.2% 3272 |79.7 %
PC5 120|6.69 % 47.4 % 95.9 % 2444 165.0%
PC6 153|10.7 % 60.2 % 28.7% 2485|68.2%
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PC7 190|19.8 % 60.2 % 8.08 % 4178 | 92.0 %
PC8 238 (18.0% 75.6 % 9.46 % 3517 |90.9%
PC9 2411155% 823 % 3.67% 4132 {96.4 %
PC10 188|19.3 % 69.7 % 9.78 % 4922 196.8 %
PC11 218 (9.96 % 64.8 % 5.03 % 4669 | 97.8 %
PC12 2911224 % 77.1% 11.6 % 5799 [ 99.6 %
PC13 316 ({23.7% 76.4 % 10.1% 6286 | 99.9 %
PC14 316 [ 27.7% 79.5% 7.52% 6832 (99.9%
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%CD66b+C MFI CD11a in MFI HLA-DR in MFI CD16 in
%CD66b+Gran
%Granulocytes D16+Granul | CD66b+CD16+Gr | CD66b+CD16+ | CD66b+Granul
ulocytes ocytes anulocytes Granulocytes ocytes

CT1 69.0 % 89.0 % 66.2 % 740 139 1541
CT2 13.6 % 86.4 % 73.7% 1089 115 20018
CT3 70.4 % 92.5% 94.8% 2994 135 32912
CT4 7.41% 87.5% 71.4 % 925 150 13418
CT5 73.8% 93.4% 97.3% 2824 187 44181
CT6 70.5 % 91.8 % 97.0% 3027 186 59971
CT7 61.3 % 33.7% 70.5 % 2293 114 67580
CT8 66.9 % 91.4 % 91.7 % 2701 118 57205
CT9 73.1% 86.5% 96.9 % 2888 171 58005
CT10 74.5 % 90.2 % 98.0 % 2606 145 52194
CT11 69.9 % 92.4 % 97.0% 2218 112 27172
CT12 59.6 % 61.6 % 45.6 % 2620 156 45806
CT13 63.2 % 87.5% 95.2% 2717 144 25561
CT14 65.7 % 84.4% 98.5 % 2338 128 53219
PC1 64.6 % 87.8% 97.6 % 113 139 5047
PC2 62.4 % 88.3% 94.5 % 51,6 115 3078
PC3 78.5% 94.1% 96.5 % 1319 129 4936
PC4 75.0% 92.4% 96.4 % 1516 114 5486
PC5 46.4 % 94.2 % 91.8% 1893 202 40762
PC6 65.4 % 78.3 % 99.2 % 1092 281 38345
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PC7 88.9 % 46.0 % 98.2% 1139 145 32639
PC8 733 % 75.5% 89.1% 2069 112 48423
PC9 82.0% 773 % 88.2% 2613 148 46705
PC10 68.7 % 77.9 % 99.5% 1996 139 66648
PC11 63.5% 72.6 % 86.4 % 1996 122 45806
PC12 80.2 % 794 % 97.4% 3327 98 97513
PC13 76.7 % 64.8 % 89.2% 2293 156 71838
PC14 813% 76.6 % 84.8% 2793 132 68335




%/CD66b+CD16+CD1la+

Granulocytes

%
CD66b+CD16-

Granulocytes

MFI CD11a in
CD66b+CD16-

Granulocytes

%CD66b+ CD16-
CD11la+Granulocytes

CTl1 |[63.6% 33.8% 89,9(70.2%
CT2 (643 % 263 % 865 |40.0 %
CT3 [99.5% 521% 2732 |98.7 %
CT4 |40.0% 28.6 % 668 [ 93.7 %
CT5 [99.6% 2.70% 2864 199.1 %
CT6 [99.9% 3.02% 3044 199.7 %
CT7 [99.4% 29.5% 1974|973 %
CT8 [99.7% 8.28% 2274 198.8 %
CT9 [99.7% 3.15% 2613 |99.3 %
CT10 [99.6 % 2.04% 2280 |98.6 %
CT11 {99.0 % 2.98% 1806 | 92.8 %
CT12 | 100.0 % 54.4 % 2584 |100.0 %
CT13 ({96.7 % 4.75% 27321954 %
CT14 |98.8% 1.50 % 2151|96.6 %
PC1 |71.7 % 241 % 856 |34.0%
PC2 |58.0% 5.46 % 1146 |53.1 %
PC3 |99.6 % 3.45% 2121|79.1%
PC4 |99.8% 3.55% 2351|83.7%
PC5 |99.9% 8.18% 3236|95.1%
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PC6 |99.9% 0.82% 1689 |94.2 %
PC7 199.9% 1.78 % 2541|98.3 %
PC8 |99.6 % 10.9% 1985 |98.8 %
PC9 |100.0 % 11.8% 2175199.8 %
PC10|97.5% 0.47 % 1611|93.4%
PC11|99.7 % 13.6 % 1708 | 98.9 %
PC12|100.0 % 2.63% 2912 |100.0 %
PC13|94.2 % 10.8 % 1893 |87.7 %
PC14199.9 % 15.2% 2591 |100.0 %

64



	ata adriana.pdf

