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RESUMO 

 

 

O carcinoma espinocelular (CEC) é a segunda forma de neoplasia cutânea mais 

prevalente. Os mecanismos exatos envolvidos na progressão desse tipo de tumor ainda não 

estão elucidados. Estudos recentes têm mostrado que a citocina IL33 é uma citocina reguladora 

da resposta imune adaptativa, principalmente como potente indutor do perfil Th2. Juntamente 

com seu receptor ST2, apresenta-se com os níveis elevados em alguns tipos de câncer, 

corroborando para a evidência de que essa citocina contribui para a carcinogênese. Baseado 

nessas informações, testamos a hipótese de que a presença de IL33 em carcinoma espinocelular, 

poderia estar relacionada a um melhor prognóstico. Neste estudo foram utilizadas amostras de 

carcinoma espinocelular, em diferentes gradações de malignidade tumoral (Grau I, Grau II e 

Grau III). Os resultados mostraram um infiltrado inflamatório mais intenso em tumores com 

Grau I e II.  Imunorreatividade para IL33 foi observada em tumores de Grau I e II tanto por 

células epiteliais como por células do infiltrado inflamatório. A análise por microscopia 

confocal evidenciou que um grande número de células TCD4+ e TCD8+ que expressavam  IL33 

foi observado em tumores de Grau II. Esses resultados indicam a presença  de um intenso  

infiltrado inflamatório e expressão de IL33 em amostras de carcinoma espinocelular com níveis 

menores de malignidade tumoral. 
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ABSTRACT 

 

Presence of IL 33 in squamous cell carcinoma samples 

 

Squamous cell carcinoma (SCC) is the second most common form of cutaneous 

neoplasm. The exact mechanisms involved in the progression of this type of tumor have not yet 

been elucidated. Recent studies have shown that the cytokine IL33 is a cytokine regulating the 

adaptive immune response, mainly as a potent inducer of Th2 profile. Together with its ST2 

receptor, its presents with  elevated levels in some types of cancer, corroborating  to evidence 

that this cytokine contributes to carcinogenesis. Based on this information, we tested the 

hypothesis that the presence of IL33 in squamous cell carcinoma could be related to a better 

prognosis. In this study, squamous cell carcinoma samples were used in three different 

gradations of tumor malignancy (Grade I, Grade II and Grade III). The results showed that a 

more intense inflammatory infiltrate in Grade I and II tumors. Immunoreactivity for IL33 was 

observed in  Grade I and Grade II  tumor,  by  epithelial cells and by inflammatory infiltrate 

cells. The analysis by confocal microscopy evidenced that a great number of TCD8+ and TCD4+ 

cells expressing  IL33 was observed in grade II tumors. These results indicate the presence of 

an intense inflammatory infiltrate and expression of IL33 in samples of squamous cell 

carcinoma with lower levels of tumor malignancy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Câncer é um conjunto de doenças decorrentes de alterações no processo de divisão 

celular, que proporcionam a proliferação anormal de células, dando origem ao que se denomina, 

genericamente, de tumor (WEINBERG, 2008). Os tumores podem ser agrupados pela 

similaridade quanto ao crescimento celular, mas diferem quanto à etiologia, frequência  e 

manifestações clínicas (WEINBERG, 2008). 

O fenótipo malígno dos cânceres confere a essas células, uma vantagem de 

proliferação em relação às células normais, além da insensibilidade aos sinais antiproliferativos, 

do escape da morte celular, dos mecanismos de defesa imunes e da capacidade de invadir o 

tecido do hospedeiro, formando assim metástases para locais distantes (HANAHAN; 

WEINBERG 2000). 

As neoplasias cutâneas constituem o grupo de tumores mais incidentes na população 

branca e conforme seu  envelhecimento, há um avanço no surgimento destas neoplasias. O 

número de novos casos de neoplasias cutâneas estimado para o Brasil no ano de 2016 é de 

175.760, sendo 80.850 em homens e 94.910 em mulheres (BRASIL. MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 2016). As neoplasias cutâneas são  

categorizadas em dois grupos principais: melanoma e não melanoma.  Dentre estes, os mais 

comuns são os tumores de pele não melanoma, que consistem primariamente de carcinoma 

basocelular e carcinoma espinocelular, os quais   raramente são fatais, e apresentam um rápido 

crescimento, podendo ser local e funcionalmente destrutivos (RICOTTI et al., 2009).  

O carcinoma espinocelular (CEC) é a segunda forma mais prevalente de neoplasia 

cutânea na população mundial (RATUSHNY et al., 2012).  Origina-se a partir da proliferação 

de células escamosas atípicas, tem caráter invasor e pode produzir metástases. O carcinoma 

espinocelular primário, da pele, em geral origina-se em regiões expostas ao sol e pode surgir a 

partir de lesões não-invasivas, como: ceratoses actínicas (CA), queilites actínicas, leucoplasias 

orais e radiodermites crônicas (MARTINEZ et al., 2006).  

Dados epidemiológicos e moleculares sugerem a existência de uma estreita associação, 

entre a excessiva exposição à radiação ultravioleta (UV) da luz solar e o desenvolvimento do 

câncer de pele não-melanoma (DORNELAS  et al., 2009).  Desta forma, a exposição à radiação 
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ultravioleta (UV) é o fator de risco diretamente relacionado ao surgimento do carcinoma 

espinocelular (WEEDON et al., 2005), pois causa alterações no DNA, com mutações no gene 

supressor p53 (ALAM; RATNER, 2001). O decréscimo da função no p53 (controle do ciclo 

celular e apoptose) pode levar a incontrolada proliferação celular, podendo causar acúmulo de 

DNA mutado e finalmente, ao câncer (DORNELAS et al., 2009). Outros fatores favorecem o 

aparecimento do carcinoma, como as radiações de raio X, tabaco, contato com substâncias 

químicas, como a prata, arsênio, hidrocarbonetos policíclicos, fatores ocupacionais, estilo de 

vida, entre outros (WEINBERG, 2008). Além disso, agentes imunossupressores utilizados nos 

transplantes de órgãos alogênicos e os quimioterápicos usados em terapias de doenças 

autoimunes ou oncológicas, tais como linfoma ou leucemia, também estão associados a um 

aumento do risco de carcinoma espinocelular (STRATIGOS et al., 2015). 

A maioria dos carcinomas espinocelulares apresenta um comportamento relativamente 

benigno, podendo ser curados com procedimentos cirúrgicos. No entanto algumas lesões 

apresentam-se invasivas e agressivas, ocasionando  metástases (SHULSTAD; PROPER, 2010).  

Metástases de carcinoma espinocelular, comumente aparecem nos gânglios linfáticos regionais 

e posteriormente, pulmão e fígado (SHULSTAD; PROPER, 2010).  Um grande número de 

estudos examinou fatores clínicos e tumorais, que se correlacionaram com o aumento do risco 

de metástases (JENSEN et al., 2008). Dentre eles, incluem-se a localização anatômica, o 

tamanho do tumor, profundidade de invasão, grau de malignidade tumoral, subtipos 

histopatológicos, grau de inflamação, entre outros (JENSEN et al., 2008). De acordo com o 

INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER (INCA), existe a necessidade de classificar o 

estadiamento dos  casos de câncer, baseado na constatação de que as taxas de sobrevida  

diferem-se, dependendo da restrição da doença no órgão de origem  ou quando se estendem 

para outros órgãos  (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. INSTITUTO NACIONAL DO 

CÂNCER, 2016).  Estadiar uma neoplasia maligna, é avaliar o seu grau de disseminação 

(BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 2016). São 

utilizados sistemas internacionalmente estabelecidos e em constante aperfeiçoamento. O 

sistema de estadiamento mais utilizado, é o preconizado pela União Internacional Contra o 

Câncer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificação dos Tumores Malignos. Esse 

sistema, baseia-se na extensão anatômica da doença, levando em conta as características do 

tumor primário (T),  as características dos linfonodos das cadeias de drenagem linfática, do 

órgão em que o tumor se localiza (N) e a presença ou ausência de metástases à distância (M). 

Esses parâmetros recebem graduações, geralmente de T0 a T4, de N0 a N3 e de M0 a M1, 



Introdução e Revisão de Literatura  19 

 

respectivamente. Independentemente do tipo de sistema utilizado para a classificação 

anatômica do tumor, este deve ser classificado quanto ao grau de diferenciação histológica, que 

varia de GI a GIV e GX. (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. INSTITUTO NACIONAL 

DO CÂNCER, 2016). Quanto ao grau histológico, são considerados Grau I aqueles tumores 

bem diferenciados; Grau II os moderadamente diferenciados;  Grau III os pouco diferenciados;  

Grau IV os indiferenciados e Grau X aqueles em que não houve determinação  (LOURENÇO 

et al., 2006). Apesar das células tumorais terem origem nas células do hospedeiro, os tumores 

provocam respostas imunológicas (ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2015). As células 

tumorais expressam antígenos que se distinguem das células normais. Esses antígenos podem 

ser divididos em dois grupos: os antígenos específicos tumorais, que só estão presentes nas 

células tumorais e os antígenos associados a tumores, que podem ocorrer também em células 

normais. Praticamente todos os componentes do sistema imunológico, podem contribuir para a 

defesa contra as células tumorais. 

A possibilidade do sistema imunológico, para identificar e destruir tumores iniciais e 

assim funcionar como uma defesa primária contra o câncer, tem sido debatida por muitas 

décadas. Uma das características das células do sistema imunitário é participar do 

reconhecimento e destruição das células cancerígenas, antes mesmo que elas se desenvolvam e 

se tornem aparentes e prejudiciais (SWANN; SMYTH, 2007). Esse processo é conhecido como 

vigilância imunológica ou “câncer immunosurveillance” (ZITVOGEL; TESNIERE; 

KROEMER, 2006) e foi descrito pela primeira vez por Burnet e Thomas, cinco décadas atrás, 

na qual, se observava uma complexa relação entre células transformadas e o sistema imune do 

hospedeiro (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004).  

Mesmo com a vigilância do sistema imune, os tumores se desenvolvem e uma 

explicação mais completa para esse fato é o conceito de imunoedição ou “immunoediting,” que 

é dividido em três fases: eliminação, equilíbrio e escape (SWANN; SMYTH, 2007). 

Na fase de eliminação, o sistema imune detecta e elimina as células tumorais, que 

foram desenvolvidas como resultado de mecanismos intrínsecos falhos na supressão tumoral 

(MITTAL et al., 2014). Essa fase pode ser completa, quando todas as células tumorais são 

eliminadas e incompleta, quando apenas parte do tumor é eliminado, entrando  assim, em um 

estado de dormência. Na etapa ou fase de equilíbrio, as células do tumor permaneçem 

dormentes ou continuam a evoluir, acumulando ainda mais mudanças, tais como mutações no 

DNA ou mudanças na expressão gênica, podendo modular os antígenos específicos de tumores 
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e antígenos induzidos por stress. Como esse processo é contínuo, o sistema imune exerce uma 

pressão seletiva para eliminação do clone tumoral, sempre que possível. Essa pressão é 

suficiente para controlar a progressão do tumor, mas eventualmente, se a resposta imune não 

consegue eliminar completamente o tumor, resulta em uma seleção de células tumorais, capazes 

de resistir ou suprimir a defesa imunológica, levando à fase do escape (SWANN; SMYTH, 

2007). Na fase de escape, variantes tumorais sobreviventes, que adquiriram insensibilidade à 

detecção ou a eliminação através do sistema imune, começam a expandir-se 

descontroladamente, resultando no aparecimento de tumores, que uma vez não controlados 

podem levar à morte do hospedeiro (DUNN et al., 2002). Dentre os inúmeros mecanismos 

envolvidos no escape de células tumorais, destaca-se o mecanismo de sinalização PD-1/PD-L1 

(YAMAMOTO et al., 2008) e também Fas-FasL (KUBO et al., 2015). 

Estudos recentes, demonstram a importância da atuação de células do sistema imune 

no microambiente tumoral. Características do infiltrado inflamatório que invade o 

microambiente tumoral, interfere no desenvolvimento e progressão tumoral, mostrando que 

existe uma relação direta entre inflamação crônica e câncer (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 

Durante as fases de evolução tumoral, as células tumorais interagem com o microambiente e 

são influenciadas por sinais provenientes de células estromais, endoteliais, inflamatórias e 

imunológicas, as quais podem contribuir simultaneamente, para o processo inflamatório e para 

a resposta imune anti-tumoral (YAQUB; AANDAHL, 2009). A inflamação contribuiria para 

um microambiente favorável para o crescimento tumoral, a partir da promoção da angiogênese 

e da degeneração do estroma, para o aumento da invasividade e consequentemente do potencial 

metastático das células tumorais  (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).  As células 

inflamatórias tem importante papel no  comportamento  biológico  e  na  interação das células 

tumorais e estroma, em diferentes tipos de cânceres  (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 

2006). Um potencial indicador do envolvimento da resposta imune no câncer é a extensão do 

infiltrado inflamatório, no sítio tumoral (STEWART; HEPPNER, 1997). Uma relação direta 

foi observada entre o grau de infiltração linfocitária tumoral (TIL), o tamanho do tumor e o 

nível de células T  (LIU et al., 2015). A relação entre a infiltração de linfócitos intratumorais e 

o prognóstico, é bem estabelecida para o melanoma, sendo tradicionalmente um fator descrito 

em laudo anatomopatológico  (CLARK et al., 1989). Recentemente esta observação foi 

estendida a outros tumores. Postula-se que a identificação das alterações fenotípicas de 

linfócitos, pode ser utilizada para avaliar o perfil imunológico dos pacientes com câncer, 

possibilitando também intervenções na resposta imune, antes e após o tratamento (LIN et al., 
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2010).  Estudos em diferentes tipos de tumores, tem demonstrado que as neoplasias são 

infiltradas por população heterogênea de células do sistema imune, constituída de diferentes 

proporções de linfócitos T, linfócitos B, células NK e macrófagos (AALTOMAA et al., 1992; 

CAMP et al., 1996). Atualmente  considera-se que o principal mecanismo da imunidade a 

tumores, seja devido à resposta de células T (MANTOVANI et al., 2008). O principal 

mecanismo de morte das células tumorais por vias específicas, depende da ação dos linfócitos 

T CD8+. Estes linfócitos, desempenham uma função de vigilância, por reconhecerem e 

destruírem células com potencial maligno e quando derivam do infiltrado inflamatório, 

possuem capacidade de destruir o tumor e o linfócito T auxiliar (T CD4+), que produzem 

citocinas para a diferenciação das células TCD8+ naive  e células de memória em células 

citotóxicas efetoras (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015). 

As células comunicam-se por meio da produção de citocinas ou quimiocinas, que são 

capazes de controlar o crescimento tumoral. Citocinas e quimiocinas possuem importante papel 

na resposta imune ao câncer e em alguns casos, podem contribuir para o processo de 

carcinogênese  (CHOW; LUSTER, 2014). Estas moléculas, podem estar envolvidas com a 

iniciação tumoral, progressão e metástase (BUCKMAN et al., 1998; MOORE et al., 1999; 

SUGANUMA et al., 1999; YOUNG et al., 1999; CHAN et al., 2004; LIND et al., 2004).  As 

citocinas, são moléculas solúveis que exibem efeitos modulatórios, sejam eles positivos  e/ou 

negativos, em diferentes tipos celulares (DINARELLO, 2000) e  podem ser empregadas como 

marcadores na circulação da atividade tumoral (LEE et al., 2012). Estudos correlacionam os 

níveis plasmáticos de citocinas, com o prognóstico de vários tipos de neoplasias (LEE et al., 

2012; YAMADA et al., 2012; LIPPITZ; HARRIS, 2006). Algumas citocinas podem ser 

consideradas promotoras do desenvolvimento tumoral, enquanto outras podem inibir o 

desenvolvimento e a progressão do tumor (GRIVENNIKOV; GRETEN, KARIN et al., 2010). 

A citocina pró-inflamatória, interleucina 33 (IL33), apresenta um importante papel na 

imunidade anti-tumoral  (GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013). IL33 é a mais 

recente citocina descrita como pertencente à família das citocinas IL1, onde também incluem-

se IL1-α, IL1-β, IL-18, IL36-α, IL36-γ e IL37 (GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 

2013a). Tem sido estudada exaustivamente pelo impacto que teve como citocina reguladora, da 

resposta imune adaptativa (LOTT; SUMPTER; TURNQUIST, 2015), principalmente como 

potente indutor da resposta imune, 
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 com o perfil Th2 (GAO et al., 2015, MARVIE  et al., 2010). Expressa por muitos 

tipos celulares, incluindo células epiteliais, endoteliais, da musculatura lisa, fibroblastos, 

macrófagos ativados (ISHIKAWA et al., 2014). Além disso, estudos mostram que a IL33 

também são expressas nas tonsilas, placa de Peyer’s, lifonodos, diferentes tecidos, incluindo o 

fígado, núcleo de células endoteliais de pequenos e grandes vasos sanguíneos (OZTAS et al., 

2015). Possui uma potente ação mediadora em diversas doenças inflamatórias (KAKKAR; 

LEE, 2008), além de ter um importante papel nas infecções, patologias respiratórias, alergias, 

doenças auto imunes e tumores. Funciona como alarme ao sistema imune à  vários estímulos, 

entre eles o dano ou necrose tecidual (VILARREAL; WEINER, 2015), causadores de 

alterações na homeostasia (CAYROL; GIRARD, 2014). É inativada durante o processo 

fisiológico de morte celular (apoptose), para que não haja alerta ao sistema imune, processo 

esse desnecessário, no caso de morte celular patológica (CAYROL; GIRARD, 2014).  IL33 é 

o ligante específico do receptor órfão ST2 (KAKKAR; LEE, 2008). Foi denominado desse 

modo, pois não havia um ligante específico para ele até a descoberta e associação da IL33 (DE 

LA FUENTE; MACDONALD; HERMOSO, 2015). 

Quatro isoformas do receptor ST2 são encontradas: a forma solúvel (sST2), que 

consiste somente de componentes extracelulares, encontrada especialmente em tecidos 

embrionários secretados por macrófagos, células Th2 e fibroblastos; a forma transmembrana 

(ST2L) que consiste em componentes extracelulares, transmembrana e intracelulares (OZTAS 

et al., 2015) expressa em mastócitos, basófilos, eosinófilos, células dendríticas, macrófagos, 

células Th2, mas não expressa em Th1 (JOVANOVIC et al., 2012) células NK; a forma variante 

(ST2V), composta por nenhum componente intracelular (OZTAS et al., 2015), localizada na 

membrana plasmática,  são preferencialmente expressa no estomago, intestino delgado e cólon 

(KAKKAR; LEE, 2008); a forma ST2LV que tem sido descrita em Gallus gallus, mas ainda 

não em humanos (IWAHANA et al., 2014). 

Após a interação da IL33 com seu receptor ST2, ocorre a formação de um complexo, 

na qual uma transdução de sinais intracelulares é desencadeada, resultando na ativação de fator 

nuclear kappa B e MAP cinases (SCHMITZ et al., 2015). Consequentemente, acontece o 

lançamento de citocinas associadas ao perfil Th2 (GAO; LI; LI, 2015),  como por exemplo IL4, 

IL5 e IL13 (OZTAS et al., 2015). Além disso, uma grande quantidade de IL33 é liberada por 

essas células no meio extracelular (PEI et al., 2013). Uma vez que essa citocina  liga-se ao 

receptor solúvel (sST2) é inibido o sinal para o receptor ST2 transmembrana, impedindo que 

haja liberação de citocinas com o perfil Th2 (OZTAS et al., 2015). O eixo IL33/ST2 possui 
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papéis prós ou antitumorais, dependendo do equilíbrio de diferentes mediadores inflamatórios, 

do tipo de células ativadas do microambiente tumoral, da fase do desenvolvimento do tumor 

(DE LA FUENTE; MACDONALD; HERMOSO, 2015) e da rede de citocinas no tecido 

danificado (MILOVANOVIC et al., 2012). 

O padrão de respostas imunes, são reguladas por uma subpopulação de células TCD4+, 

conhecidas como T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2), respectivamente. As células do perfil 

Th1 secretam interleucina 2 (IL-2), interferon-γ (IFN-γ),  linfotoxinas-α e estimulam a resposta 

imune do tipo 1, que se caracteriza por uma atividade fagocítica (FAHY, 2015), além de manter 

a imunovigilância tumoral (WYNN, 2015).  Por outro lado Th2 fornece proteção contra 

parasitas extracelulares, secreta interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13, e estimula resposta imune tipo 

2, caracterizada por altas quantidades de anticorpos e eosinofilia. A resposta imune tipo 2, 

também é induzida por parasitas helmintos e está associada a doenças atópicas como alergia e 

asma (FAHY, 2015),  além de ativar alternativamente macrófagos para o perfil M2 e causar 

inflamação crônica, o que pode promover o crescimento tumoral e consequentemente,  

metástase (HAABETH et al., 2016). 

Devido a grande importância da inflamação no câncer, estudos recentes começaram a 

investigar o papel da IL33 e de seu receptor ST2 na carcinogênese. Por um lado, IL33 tem se 

mostrado elevada no soro de pacientes com câncer (CHEN et al., 2014). Também foram 

encontrados no soro de pacientes com metástase de câncer de mama, altos níveis de sST2 

(GILLIBERT-DUPLANTIER et al., 2012) e também em pacientes com câncer das células 

hepáticas (BERGIS et al., 2013). Além disso, estudos têm sugerido que o eixo IL33/ST2 inibe 

a imunidade antitumoral, o que poderia levar à metástases de câncer de mama (JOVANOVIC 

et al., 2014). Por outro lado, outros estudos revelaram que IL33 possui papel protetivo e está 

negativamente correlacionada com o estágio tumoral, em pacientes com mieloma múltiplo 

(MUSOLINO et al., 2013). 

Apesar disso, o eixo IL33/ST2 está envolvido na patogênese de numerosas doenças, 

entre elas doenças autoimune, dermatite atópica, doenças do sistema nervoso central e aumento 

da fibrose pulmonar.  Apesar do papel da IL33 não ser claro em relação ao câncer 

(JOVANOVIC et al., 2013),  há abundantes evidências de que essa citocina contribui para a 

carcinogênese (DE LA FUENTE; MACDONALD; HERMOSO, 2015). No entanto, estudos 

recentes, mostram efeitos antitumorais da IL33 na redução da metástase do melanoma B16 e 
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em modelos metastáticos de carcinoma pulmonar de Lewis, em camundongos transgênicos 

(JOVANOVIC et al., 2013). 

IL33/ST2 também estão envolvidos numa ampla variedade de doenças fibróticas. 

Nessas doenças, a remodelação de tecidos fibróticos podem influenciar a metástase do câncer, 

assim como acelerar o processo de rejeição crônica de enxertos em transplantados (WYNN, 

2007). Citocinas exercem um papel importantíssimo no desenvolvimento do câncer. Se por um 

lado o perfil Th1 inibe a diferenciação dos fibrócitos e levam a uma reparação normal dos 

tecidos, por outro, citocinas com o perfil Th2 aumentam a produção de colágeno. Isso sugere 

que um equilíbrio entre Th1 e Th2 pode atenuar o desenvolvimento dessas fibroses (XU et al., 

2014). 

Pouco se sabe sobre os efeitos imunomodulatórios de IL33 nas células humanas, mas 

ela é conhecida por aumentar a resposta Th1 e Th2 nas células da imunidade inata e adaptativa 

(JOSHI et al., 2010). Uma relação entre o eixo IL33/ST2 está começando a ser reconhecida. 

IL33 aumenta o crescimento de câncer de mama em murinos, através do aumento do acúmulo 

intratumoral de células imunossupressoras e células linfóides inatas (JOVANOVIC et al., 

2014). Com isso ST2 foi caracterizado como um marcador celular específico, na diferenciação 

do perfil Th2 e do Th1 (KAKKAR; LEE, 2008). Em resumo, o presente trabalho tem como 

objetivo analisar o papel da IL33 no desenvolvimento do carcinoma espinocelular de pele. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

Considerando o exposto, este trabalho teve como objetivo: 

 

• Analisar o infiltrado inflamatório em amostras de carcinoma espinocelular; 

• Analisar a expressão de IL33 em amostras de carcinoma espinocelular e sua 

correlação com os diferentes graus de malignidade tumoral;  

• Analisar a expressão de IL33 por células TCD4+ e TCD8+ ,em amostras de 

carcinoma espinocelular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos  

 

Esta investigação obteve aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto 

Lauro de Souza Lima, sob o protocolo de pesquisa número 271/14 e foi resguardado sigilo 

quanto à identidade dos pacientes envolvidos.  

 

 

3.2 População do estudo e seleção da amostra. 

 

Os espécimes cirúrgicos inseridos nesse estudo foram oriundos de casos operados pela 

equipe do Serviço de Cirurgia do Dr. Edgar José Franco Mello Júnior, do Instituto Lauro de 

Souza Lima, no período entre junho de 2001e agosto de 2006. Todas as lâminas histológicas e 

respectivos blocos de parafina foram levantados, bem como os respectivos laudos anátomo-

patológicos, e foram revistos pelo autor a fim de coletar idade em anos, gênero e algumas 

variáveis anatomopatológicas (Edge et al., 2010) como por exemplo, o grau de diferenciação 

do tumor primário. As amostras selecionadas foram subdivididas em: bem diferenciado (Grau 

I); moderadamente diferenciado (Grau II); pouco diferenciado (Grau III), de acordo com a 

quantidade de diferenciação escamosa. Selecionou-se amostras de 14 pacientes diagnosticados 

com carcinoma espinocelular de pele.  Dos indivíduos selecionados, 9  foram do sexo masculino 

e 5 do sexo feminino, com idade mínima de 58 anos e máxima de 91 anos  (idade média de 

76,14 ± 10,25 anos). Nas amostras estudadas, os locais mais freqüentemente afetados foram 

braço e mão (43,59%), seguido pela face (33,33%) e cabeça e pescoço (23,08%). Clinicamente, 

as lesões de carcinoma espinocelular apresentaram-se úlcero-vegetantes ou úlcero-infiltrativas. 

Todos os pacientes com carcinoma espinocelular (100%) foram submetidos à cirurgia como 

tratamento inicial.  
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3.3 Anticorpos 

 

Foram utilizados anticorpos monoclonais purificados ou conjugados à ficoeritrina 

(PE), isotiocianato de fluoresceína (FITC) (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) anti: CD4 

(RPA-T4) e CD8 (RPA-T8) humanos. Para as reações de imunofluorescência foram anticorpos 

policlonais não marcados anti: IL33 (O95760) (R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Os 

respectivos isotipos controle foram utilizados. 

 

 

3.4 Análise histopatológica 

 

Os espécimes cirúrgicos de carcinoma espinocelular provenientes dos arquivo da 

Divisão de Patológica do Instituto Lauro de Souza Lima, foram fixadas em solução de 

paraformaldeído 10%, pH 7.4, em temperatura ambiente,  pelo tempo máximo de 6 horas. O 

passo seguinte foi a desidratação gradativa em álcool, seguida de xilol e inclusão em parafina. 

Cortes seriados com espessura de 5µm foram obtidos através de um micrótomo, montados em 

lâminas (Sigma) e corados com coloração em H&E  (WANG et al., 2016). A análise 

histopatológica foi realizada através da observação de cortes seriados em microscopia óptica, 

visando basicamente o estadiamento (grau de diferenciação tumoral),  a análise da presença e 

da localização de células inflamatórias no microambiente tumoral, assim como as 

características histológicas do tecido tumoral.   

As amostras selecionadas foram subdivididoas em: bem diferenciado (Grau I), 

moderadamente diferenciado (Grau II) e pouco diferenciado (Grau III), de acordo com o 

sistema de classificação originalmente descrito por Broders (BRODERS, 1920) e adotado pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (Tabela 1). Levou-se em conta, através de uma 

avaliação subjetiva, o grau de queratinização, pleomorfismo celular e nuclear além das 

atividades mitóticas (WOOLGAR, 2006). Carcinomas bem diferenciados (Grau I) apresentam 

arquitetura do tecido semelhante a do epitélio normal, presença de pontes intercelulares, 

queratinização e poucas mitoses atípicas. O pleomorfismo celular e nuclear são mínimos assim 

como as células multinucleadas. É comum a formação de queratina condensada, constituindo 

as pérolas córneas. Tumores bem diferenciados tendem a crescer lentamente e as metástases 

são tardias (BRODERS, 1920; PINDBORG et al., 1997). Carcinomas moderadamente 

diferenciados (Grau II), apresentam menos queratinização e mais pleomorfismo celular e 
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nuclear se comparado ao Grau I. São menos evidentes a presença de pontes intercelulares e há 

formação de cristas epiteliais (BRODERS, 1920; PINDBORG et al., 1997). Já no carcinoma 

com células pouco diferenciadas (Grau III), raramente nota-se a presença de queratinização e 

as pontes intercelulares são extremamente escassas. Atividades mitóticas são freqüentes, 

mitoses atípicas são facilmente encontradas, assim como o pleomorfismo nuclear e celular e 

células multinucleadas. Apresentam como característica o crescimento rápido e metástases 

precoces (BRODERS, 1920; PINDBORG et al., 1997). 

A quantificação das células inflamatórias, foi realizada por dois observadores 

independentes, semi-quantitativamente, avaliando-se três campos aleatórios por corte e a 

intensidade do infiltrado inflamatório foi avaliada e denominada como intenso (3+), moderado 

(2+), discreto (1+) (Tabela 1). Além disso, foi avaliado qualitativamente se o padrão do 

infiltrado inflamatório era  focal, difuso ou misto (MANZANO et al., 2010). 

 

 

3.5  Imunohistoquímica 

 

A presença de IL33 em amostras de pacientes com carcinoma espinocelular foi 

detectada por imunohistoquímica, utilizando-se anticorpo especifico anti-IL33 humano, através 

do método da imunoperoxidase por meio da avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC, Vector, 

Burlingame, CA, USA).  

A reação de imunohistoquímica iniciou-se com a desparafinização das lâminas em 

rede de estufa, overnight e imersão em xilol. Em seguida, realizou-se a recuperação antigênica 

com tampão citrato por 10 minutos. Após este procedimento, os cortes foram lavados em 

solução de PBS 0,01 M (Ph 7,2). Todas as lavagens foram realizadas por três vezes 

consecutivas. 

Posteriormente, seguiu-se com o bloqueio da peroxidase endógena por meio da 

incubação das lâminas com água oxigenada (H2O2) a 3% em PBS por 30 minutos. Após as 

lavagens com PBS, as lâminas foram incubadas com leite Molico a 3%  por 30 minutos, a fim 

de se obter o bloqueio dos sítios das ligações com proteínas inespecíficas. Em seguida, os cortes 

foram incubados com anticorpos primários anti IL33 humano (O95760) (R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA)  na diluição de 1/100 em PBS, em câmara úmida, em temperatura de  

4˚C, overnight. 
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No dia seguinte, os cortes foram lavados três vezes com PBS e adicionados os 

anticorpos conjugados a biotina. Após lavagens sucessivas, adicionou-se o complexo biotina-

avidina-peroxidase e as lâminas foram incubadas por 30 minutos.  Finalmente, a reação foi 

revelada com DAB (Vector), a coloração controlada e a contra-coloração realizada em 

hematoxilina de Mayers por 50 segundos, lavadas em água corrente durante cinco minutos ou 

até a água não ficar mais corada. Desidratação dos espécimes em concentrações graduais de 

álcool (70% e absoluto) em duas trocas rápidas cada, imersão em xilol duas vezes, por três 

minutos cada. 

A montagem das lâminas se deu com a resina Permount (Fisher Scientific) e lamínulas.  

As lâminas foram observadas em microscópio óptico com objetiva de 10X e 40X, por dois 

observadores independentes. A quantificação das células imunomarcadas foi realizada de forma 

subjetiva. Para se quantificar a frequência da imunomarcação, foram aleatoriamente 

selecionados quatro campos por corte e em cada campo as células marcadas positivamente 

foram contadas  na objetiva de 40X.  A captura foi feita através do sistema de câmera digital a 

cores, para rápida aquisição de imagens de fluorescência e luz transmitida de alta qualidade  

LEICA DFC310 FX  no laboratório de Microbiologia e Imunologia FOB/USP, o que permitiu 

resolução e identificação correta para a documentação. 

 

 

3.6  Imunofluorêscencia e análise por confocal 

 

A presença de linfócitos T CD4+, T CD8+ e IL33 em amostras de pacientes com 

carcinoma espinocelular foi detectada por imunofluorêscencia, utilizando-se anticorpo 

específico, anti-CD4 e/ou anti-CD8 e anti-IL33 humano. 

A reação de imunofluorêscencia iniciou-se com a desparafinização das lâminas em 

rede de estufa overnight e imersão em xilol. Em seguida realizou-se a recuperação antigênica 

com tampão citrato por 10 minutos. Após este procedimento, os cortes foram lavados em 

solução de PBS 0,01M (pH 7,2). Todas as lavagens foram realizadas por três vezes 

consecutivas. Após a lavagem com PBS, as lâminas foram incubadas com soro de coelho 1:5 

em PBS por 30 minutos, a fim de se obter o bloqueio dos sítios das ligações com proteínas 

inespecíficas. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos primários anti IL33 

humano (O95760) (R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), na diluição de 1/100 em PBS, em 

câmara úmida, em temperatura de 4˚C overnight. 
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No dia seguinte, os cortes foram lavados três vezes com PBS e incubados com 

anticorpo secundário  conjugado a FITC (cor verde, Vector) ou PE (cor vermelha, Vector), 

durante 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente. Após esse período, os cortes foram 

novamente lavados e incubados com anticorpos anti CD4 e anti CD8, conjugados a 

fluorescência por 1 hora. Em seguida 10 lavagens foram realizadas com PBS e foram montados 

os cortes com meio de montagem DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindole, dihidroclorídrico) 

(Vectashield, Vector). As lâminas foram então deixadas secar e armazenadas a 4˚C, até a 

captura das imagens, realizadas no dia seguinte.  

Para se quantificar a frequência da imunomarcação, foram aleatóriamente 

selecionados três campos por corte e em cada campo as células marcadas positivamente 

(IL33/FITC cor verde e CD4/CD8/PE cor vermelha) foram contadas na objetiva de 63X. A 

captura foi feita através de microscópio confocal (Leica Microsystems GmbH, Modelo TCS-

SPE, Mannheim, Alemanha), no Centro de Pesquisa Integrada (CIP) na FOB/USP, o que 

permitiu resolução e identificação correta para a documentação. 

 

 

3.7 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como mediana ou média ± desvio padrão (SD) dos 

resultados obtidos para cada grupo. A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa 

Instat (INSTAT software, GraphPad, San Diego, CA). Valores de P<0.05 foram considerados 

com indicativo de significância. 
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Classificação histopatológica dos tumores 

 

A análise histopatológica é a principal ferramenta para diagnosticar o carcinoma 

espinocelular. O carcinoma espinocelular pode ser classificado em Grau I (mais de 75% de 

células bem diferenciadas), Grau II (50% a 75% de células bem diferenciadas) e Grau III (25 a 

50% de células bem diferenciadas) (BRODERS, 1921). Para se estabelecer o estadiamento das 

amostras de carcinoma espinocelular inseridas no estudo, as amostras foram classificadas 

segundo as alterações histopatológicas. As alterações típicas mais evidentes foram: 

pleomorfismo nuclear e celular, mitoses atípicas, presença de pontes intercelulares, 

queratinização e presença de células multinucleadas. Adicionalmente, realizou-se a análise 

comparativa com os laudos emitidos pelo Laboratório de Anatomia Patológica do Instituto 

Lauro de Souza Lima. Das 14 amostras selecionadas para este estudo, todas foram positivas 

para carcinoma espinocelular, sendo que 35,71% (5/14) foram classificadas como bem 

diferenciadas (Grau I), 35,71% (5/14) moderadamente diferenciadas (Grau II) e 28,57% (4/14) 

pouco diferenciadas (Grau III) (Tabela 1).  

Das alterações epiteliais observadas nas lesões de carcinoma espinocelular 

classificadas em Grau I (Figura 1A-C), notou-se espessamento da camada mais superficial da 

epiderme (estrato córneo) conhecido como hiperqueratose (Figura 1A), formação de queratina 

condensada, no centro dos agrupamentos celulares, constituindo as pérolas córneas (Figura 1B), 

presença de pontes intercelulares (Figura 1C). As células tumorais e a organização do tecido se 

apresentam bem próximas as das células e tecidos normais (Figura 1A-C). No Grau II (Figura 

D-F) observou-se formações de cristas epiteliais irregulares (Figura 1D) pleomorfismo nuclear 

e celular (Figura 1E), além da atividade mitótica (Figura 1F), caracterizando assim um tecido 

moderadamente diferenciado do tecido normal (Figura 1D-F). Notou-se no Grau III (Figura G-

I), tecido com intensa perda da arquitetura epitelial (Figura 1G) e intensa atividade mitótica 

(Figura 1H) além de células multinucleadas (Figura 1I). Tecido pouco diferenciado, não 

havendo semelhança com as células e tecidos normais (Figura 1G-I). 
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Histopatológico
n %

Bem diferenciado 5/14 35,71 %

Moderadamente diferenciado 5/14 35,71 %

Pouco diferenciado 4/14 28,57 %

Infiltrado inflamatório

Discreto 3/14 21 %

Moderado 6/14 43 %

Intenso 5/14 36 %

Tabela 1: Descrição dos tumores segundo informações histopatológicas 

n= número de amostras 
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Figura 1. Classificação Histopatológica dos tumores.  Fotomicrografia  de amostras representativas 
de carcinoma espinocelular classificadas em Grau I (A-C), Grau II (D-F), Grau III (G-I).  Observar nas 
fotos Grau I e  setas, hiperqueratose (A), pérola córnea (B), presença de pontes intercelulares (C); Grau 
II formação de  cristas epiteliais irregulares (D), pleomorfismo nuclear e celular (E), atividade mitótica  
(F) , Grau III intensa perda da arquitetura epitelial (G), intensa atividade mitótica (H), presença de 
células multinucleadas (I) . Aumento de 50X , 100X, 200X e 400 X.
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4.2 Análise do infiltrado inflamatório 
 

O infiltrado inflamatório tem sido considerado como um possível fator prognóstico em 

neoplasias malignas (MANZANO et al., 2010). Com o objetivo de analisar o infiltrado 

inflamatório em carcinoma espinocelular e estabelecer uma relação entre as características do 

infiltrado inflamatório e os diferentes estadiamentos de malignidade tumoral, realizou-se a 

técnica de coloração H&E. A análise histopatológica foi realizada através da observação de 

cortes seriados em microscopia óptica, visando basicamente a análise da presença e da 

localização de células inflamatórias no microambiente tumoral, assim como as características 

histológicas do tecido tumoral. 

O infiltrado inflamatório intratumoral foi discreto em 21% das amostras, sendo 

moderado em 43% e intenso em 36% das amostras (dados não apresentados). Ao se confrontar 

essa análise com o estadiamento tumoral,  observou-se que em lesões onde o grau histológico 

de malignidade se apresentava menor (Grau I ) o infiltrado inflamatório apresentou-se de forma 

moderada e em lesões de malignidade tumoral de Grau II o infiltrado inflamatório apresentou-

se de forma intensa (Figura 2). Já onde o tecido se apresentava pouco diferenciado e com uma 

malignidade tumoral em um grau maior (Grau III), observou-se o predomínio de um infiltrado 

inflamatório moderado a discreto (Figura 2).  Confrontou-se também a análise do padrão do 

infiltrado inflamatório onde os resultados demonstraram que as células do infiltrado 

inflamatório estavam dispostas de forma focal em amostras com  maior grau de malignidade 

(Grau III) (Figura 2).  Em amostras descritas com graus de malignidades menores (Grau I e II), 

notou-se a presença de um infiltrado inflamatório misto (Figura 2). Em todos os graus de 

malignidades tumorais (Grau I, II, III) verificou-se o predomínio de células mononucleares 

(Figura 2). 
 

 

4.3 Expressão de IL33 varia nos diferentes estadiamentos de carcinoma espinocelular 
 

Para melhor compreender os mecanismos imunopatológicos envolvidos no 

desenvolvimento das lesões de carcinoma espinocelular e a influência de IL33 neste quadro, 

foi avaliada a expressão de IL33 em amostras com diferentes estadiamentos de carcinoma 

espinocelular. Observou-se baixa imunorreatividade para IL33, em células epiteliais e células 

do infiltrado inflamatório subjacentes de lesões de carcinoma espinocelular, em amostras com 

estadiamento tumoral de maior grau (Grau III) (Figura 3).  Já nas lesões de carcinoma 

espinocelular que apresentavam uma malignidade tumoral com menor grau (Grau I e II),
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Figura 2. Amostras de carcinoma espinocelular de menor malignidade apresentam infiltrado 
inflamatório variando de moderado a  intenso.  A- Fotomicrografias de carcinoma espinocelular 
apresentando as diferenças entre os infiltrados inflamatórios nas gradações histológicas Grau I, Grau II 
e Grau III. Aumento de 100X e 200X. B- Gráfico representa média ± SEM a análise do infiltrado 
inflamatório caracterizado em intenso, moderado e discreto. C- Gráfico representa a análise do padrão 
do infiltrado em focal, difuso e misto das 14 amostras de carcinoma espinocelular obtidas nas suas 
diferentes gradações. 
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Verificou-se uma alta imunorreatividade para IL33 em células epiteliais e do infiltrado 

inflamatório (Figura 3).   

 

 

4.4 Expressão de IL33 por células TCD4+ e TCD8+ em amostras de carcinoma 

espinocelular 

 

As reações de imunofluorêscencia foram realizadas nas amostras de lesões de 

pacientes portadores de carcinoma espinocelular, em diferentes estadiamentos tumorais, com o 

intuito de detectar os linfócitos produtores de IL33 no tecido tumoral.  

Em relação à presença de IL33 em amostras de carcinoma espinocelular, os resultados 

de imunofluorêscencia, evidenciaram marcação positiva para esta citocina em todos os graus 

de malignidade de carcinoma espinocelular (Figura 4), corroborando os resultados obtidos com 

os ensaios de imunohistoquímica (Figura 3). 

Verificou-se e confirmou-se através da análise por microscopia confocal que a 

presença de células TCD4+ e TCD8+ expressando IL33 em amostras de carcinoma espinocelular 

(Grau I, Grau II e Grau III) (Figura 5).  Em relação ao número de células TCD4+ IL33+, 

identificadas através de dupla marcação, os resultados demonstraram que em amostras com 

malignidade tumoral de Grau II houve maior número de células duplo positivas em relação aos 

demais grupos (Figura 5). De modo semelhante, a análise do número de células TCD8+ IL33+, 

evidenciou maior número de células com marcação duplo positiva em amostras que 

apresentaram malignidade tumoral de Grau II (Figura 5). Além disso, quando comparadas as 

duas populações de linfócitos T, notou-se um maior número de células TCD8+ expressando 

IL33 se comparado ao número de células TCD4+ (Figura 5). 
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Figura  3. Presença de IL33 em amostras de carcinoma espinocelular. A-  presença da IL33+ foi 
determinada através do emprego de avidina-biotina peroxidade. Os cortes foram revelados com 3,3-
diaminobenzidina (marrom) e contradorados com hematoxilina. Aumento de 200X e 400X.  B- Gráfico 
representa média ± SD  do número de células marcadas positivamente  para IL33 no epitélio. C- Gráfico 
representa média ± SD  do número de células marcadas positivamente  para IL33 no infiltrado 
inflamatório. 
  



 

 

 

 

 

  



Resultados  51 

 

 

Figura 4. Análise por microscopia confocal da presença de IL33 em amostras de carcinoma 
espinocelular. A presença da IL33+ foi determinada  por imunofluorescência através da incubação  com 
anticorpo purificado anti- human IL33, seguido de incubação com anticorpo secundário   conjugado a 
FITC (verde). Aumento de 630X. 
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Figura 5. Identificação de IL33 por células TCD4+  e TCD8+.  A- presença da IL33+ foi determinada  
por imunofluorescência e análise por microscopia confocal. As amostras foram incubadas  com 
anticorpos anti- human IL33, seguido de incubação com anticorpo secundário   conjugado a FITC 
(verde) e/ou anti-CD4, anti-CD8 conjugado a PE (vermelho). Aumento de 630X.  B- Gráfico representa 
média ± SD  de células positivas para IL33. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Entender como o sistema imunológico afeta o desenvolvimento e a progressão dos 

tumores, tem sido uma das questões mais desafiadoras para os imunologistas. Pesquisas 

realizadas, mostram que o sistema imunológico desempenha um papel duplo no câncer, 

podendo atuar como supressor ou promotor do crescimento tumoral (SCHREIBER; OLD; 

SMYTH, 2011). Numerosas células imunes inatas e adaptativas, participam do processo de 

reconhecimento e destruição das células tumorais, num processo conhecido como vigilância 

imunológica (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). 

Recentemente descoberta, a citocina IL33 é membro da família IL1 e ligante do 

receptor ST2 (JOVANOVIC et al., 2014). Apresenta atividade pró-inflamatória (MACEDO; 

KAKEHASI; ANDRADE, 2016), sendo expressa principalmente em células epiteliais, células 

endoteliais e células mielóides ativadas (LU; YANG; WANG, 2016). É responsável pela 

polarização das células T naïve para o perfil Th2, produzindo citocinas pró-inflamatórias 

através dos mastócitos e eosinófilos, como IL4, IL5, IL10 e IL13. Pouco se sabe sobre os efeitos 

da IL33 no tumor, mas a relação IL33/ST2 está começando a ser reconhecida (AKIMOTO et 

al., 2016). Mesmo com vários estudos relacionados à IL33 em diferentes tipos de cânceres, 

como pulmão (AKIMOTO et al., 2016), gástrico,  hepático (ZHANG et al., 2016)  pâncreas 

(PROTTI; DE MONTE, 2012), poucos dados são encontrados na literatura correlacionando 

IL33 e o carcinoma espinocelular. Portanto no presente trabalho avaliou-se o papel da IL33 no 

desenvolvimento do carcinoma espinocelular. 

As respostas inflamatórias desempenham papéis decisivos em diferentes fases do 

desenvolvimento do tumor. Afetam as células do sistema imunológico, que se infiltram em 

tumores causando uma interferência indesejada nas células tumorais (GRIVENNIKOV; 

GRETEN; KARIN, 2010). Estudos sugerem fortemente, que o infiltrado inflamatório é 

considerado como um fator importante no prognóstico de neoplasias malignas (MANZANO et 

al., 2010). Para demonstrarmos esta relação, primeiramente analisamos através da técnica de 

coloração H&E a intensidade dos infiltrados inflamatórios, presentes nas amostras de 

carcinoma espinocelular nos diferentes graus de malignidade, bem como o padrão do infiltrado 

inflamatório e suas características. Os resultados obtidos, demonstraram um infiltrado 

inflamatório, variando de intenso a moderado, em graus de malignidades tumorais menores e 
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um infiltrado, variando de moderado a discreto numa gradação de malignidade tumoral maior, 

sugerindo que a intensidade do infiltrado inflamatório, poderia estar relacionada a um melhor 

prognóstico e maior sobrevida do paciente. Estudos recentes tem caracterizado o infiltrado 

inflamatório, no microambiente tumoral de carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço e  

sugeriu que a  melhora na sobrevida do paciente está associada com altos níveis de  células 

imunes nos infiltrados intratumoral (WOLF et al., 2015; JUNG et al., 2013). Além disso, os 

padrões dos infiltrados inflamatórios, se deram de forma mista numa gradação menor e de 

forma focal em gradações maiores. Notou-se também que a composição desse infiltrado era na 

sua maioria de células mononucleares.  

Embora estudos mostrem relação entre maior grau de malignidade e maior intensidade 

inflamatória (VIEIRA et al., 2008; FEDERICO et al., 2007), existem muitas controvérsias sobre 

esse assunto, uma vez que os números de células do infiltrado inflamatório aumentadas, 

correlacionam-se com maior sobrevida do paciente  em alguns cânceres, incluindo câncer de 

cólon  invasivo, melanoma, mieloma múltiplo e câncer pancreático (GALON et al, 2006; 

LAGHI et al., 2009; SWANN ; SMYTH, 2007). Além disso, uma alta densidade de infiltração 

linfocítica, foi identificada como marcador específico favorável em carcinoma espinocelular de 

cabeça e pescoço (BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005). De fato, os resultados obtidos em 

amostras de carcinoma espinocelular, sugerem que a intensidade do infiltrado inflamatório, 

poderia estar relacionada a um melhor prognóstico e maior sobrevida do paciente. 

Em seguida, foi analisada a expressão de IL33 em amostras de carcinoma 

espinocelular.  IL33 é uma citocina multifuncional na regulação imune, ativando células com o 

fenótipo Th1 ou Th2 (CHACKERIAN et al., 2007;  BOURGEOIS et al., 2009;  LIEW; 

PITMAN; MCINNES, 2010; BONILHA et al., 2012). Desempenha um papel duplo em muitas 

doenças, com ação pró - inflamatória ou funções protetoras, dependendo do contexto celular e 

de citocinas (WALZL et al, 2001; HUMPHREYS et al, 2008; LIEW; PITMAN; MCINNES, 

2010). Estudos apontam que esta citocina induz potentes respostas pró-inflamatórias,  

sugerindo um fator importante na sobrevida do paciente (MILLAR et al., 2016; MILLER., 

2011; BRUNNER et al., 2015). Para demonstrarmos a relação da citocina IL33 com a 

inflamação, realizamos a técnica de imunohistoquímica nos diferentes estadiamentos de 

malignidade tumoral. Observou-se baixa imunorreatividade para IL33, nas células dos epitélios 

e células do infiltrado inflamatório, subjacentes de lesões de carcinoma espinocelular num 

estadiamento tumoral com maior grau (Grau III).  Já nas lesões de carcinoma espinocelular, 
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que apresentavam uma malignidade tumoral com menor grau (Grau I e II), verificou-se uma 

alta imunorreatividade para IL33 em epitélio e infiltrado inflamatório.  

Embora estudos mostrem uma relação de maior expressão de  IL33 com um grau de 

malignidade tumoral maior (CHEN et al, 2013; JOVANOVIC et al., 2014), existem muitas 

discórdias sobre esse assunto, uma vez que  por ter função inflamatória, IL33 aumenta a 

intensidade  do infiltrado inflamatório,  o que sugere uma  relação de um melhor prognóstico  

do paciente. Esses dados relacionam o que é mostrado em estudos recentes de pacientes com 

carcinoma hepatocelular, que apresentaram um número de células elevado de IL33 na região 

tumoral, mostraram uma sobrevida maior, se comparado aos que apresentaram um número 

menor (BRUNNER et al., 2015). Além disso, evidências sugerem que no tecido tumoral, com 

um alto grau de malignidade, a expressão de IL33 é diminuída quando comparada com tecidos 

de baixo grau de malignidade, o que sugere que IL33 pode desempenhar papéis diferentes no 

sistema e nos tecidos locais (LIU et al., 2014). Dessa forma, os resultados obtidos em amostras 

de carcinoma espinocelular, sugerem que maior expressão de IL33 em graus de malignidades 

tumorais menores, poderia estar relacionada com aumento da inflamação, um melhor 

prognóstico e maior sobrevida do paciente. 

Os linfócitos T podem desempenhar um papel no controle e desenvolvimento do 

câncer (REICHERT et al., 1998). Várias publicações analisaram os impactos dos linfócitos 

tumorais e relataram que um infiltrado imune intenso é um importante fator prognóstico em 

vários tumores sólidos, como os de ovário, colo retal, pulmão, cabeça e pescoço, melanoma, 

entre outros (PAGÈS et al., 2010). Estudo realizado com pacientes portadores de melanoma, 

associaram linfócitos tumorais a um prognóstico favorável (CLARK et al., 1989) (CLEMENTE 

et al., 1996).  É sugerido que entre os linfócitos, a maioria dos estudos estão centradas na análise 

de células T CD8+, por ser potente mediador da imunidade antitumoral (BENCHETRIT et al., 

2003).Verificou-se e confirmou-se através da técnica de imunofluorêscencia e análise por 

microscopia confocal, amostras que apresentaram malignidade tumoral de grau II, expressavam 

maior número de células com marcação dupla para CD8+ e IL33+.  Embora estudos mostrem a 

associação de infiltrado no tecido tumoral composto por células T CD8+ a um prognóstico ruim 

(WAKABAYASHI et al., 2003), evidências tem demonstrado que linfócitos T CD8+, estão 

associados com maior sobrevida do paciente (NAKANO et al., 2001; PIERSMA et al., 2007), 

devido à capacidade do linfócito TCD8+ em lisar e destruir células tumorais diretamente  (CHO 

et al., 2003; KUSS et al., 2005).  Além disso, o aumento da densidade de células T, nos 

infiltrados com uma elevada proporção de células T CD8+, em carcinomas colo retais primários, 
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foi associado com uma proteção significativa contra a recorrência de tumores (PAGÈS et al., 

2005). Pesquisadores analisaram e verificaram em seus estudos através da citometria de fluxo, 

que as células T CD8+ são as principais fontes de IL33 no tumor de células hepatocelular 

(BRUNNER et al., 2015). Em conjunto, esses dados corroboram os resultados obtidos nas 

amostras de carcinoma espinocelular analisadas. 

Antígenos tumorais de cânceres de cabeça e pescoço são identificados e reconhecidos 

por células TCD4+ e TCD8+. Entretanto o papel das células T CD4+ é  controverso, uma vez 

que é sabido que as células T helper (Th) podem ser polarizadas para diferentes perfis, de acordo 

com diferentes citocinas presentes no microambiente, como Th1 e Th2, que desempenham 

papeis opostos,  inibindo ou promovendo o crescimento tumoral respectivamente (CUI et al., 

2015). As análises de imunofluorêscencia revelaram que o número de células TCD4+IL33+, 

identificadas através de dupla marcação, foi maior numa malignidade tumoral de grau II.  Em 

virtude da capacidade inerente de orquestrar uma ampla gama de respostas imunes e da 

diferenciação flexível em diferentes linhagens efetoras, as células TCD4 tornaram-se altamente 

relevante para a resposta antitumoral (PEREZ-DIEZ et al., 2007). Em alguns modelos de tumor, 

existe evidência que a resposta anti-tumoral de células T CD4+, pode ser mais potente do que a 

de células T CD8+ (PEREZ-DIEZ et al., 2007). Alem disso, estudos relatam que as células T 

CD4+ por si só, na ausência de células T CD8+, tem também sido demonstrada para eliminar as 

células tumorais (FUJIWARA et al., 1984; GREENBERG et al., 1985). Outros  estudos  com 

subpopulações de linfócitos em populações mistas de pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço, constataram  que infiltrados  de células TCD4 foram associados com um prognóstico 

mais favorável (BADOUAL  et al., 2006). 

De acordo com os resultados obtidos, ficou evidente a presença de um infiltrado 

inflamatório intenso e expressão de IL33 maior, em amostras de carcinoma espinocelular com 

níveis menores de malignidade tumoral, estando relacionados a um melhor prognóstico do 

paciente. Porém, para se entender o real significado da relação inflamação/IL33 na diminuição 

ou avanço tumoral é necessária uma maior quantidade de estudos clínicos acerca do assunto. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que: 

 

• Nas amostras de carcinoma espinocelular, o infiltrado inflamatório apresentou-

se intenso nos Graus I e II  e moderado no Grau III de malignidade tumoral. 

• Baixa imunorreatividade para IL33 por células dos epitélios e infiltrado 

inflamatório em lesões de carcinoma espinocelular Grau III, em lesões que 

apresentavam malignidade tumoral com Grau I e II, verificou-se alta 

imunorreatividade para IL33 em epitélio e infiltrado inflamatório. 

• As células TCD4+ e TCD8+ apresentam imunorreatividade para IL33 em 

amostras de carcinoma espinocelular.  Maior número de células TCD4+ IL33+ 

foi identificado em amostras de carcinoma espinocelular de Grau II. Células 

TCD8+ IL33+ também foram detectadas pela dupla marcação, observando um 

maior número destas células em amostras de Grau II. 
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