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RESUMO

Introducio: Os fibroblastos sdo células que desempenham diversas fungdes no organismo,
dentre estas a principal ¢ a produgdo de coldgeno que faz com que essas células tenham um
importante papel na cicatrizagdo de feridas. Além disso eles também participam da patogénese
de diversas lesdes, como nas lesdes reativas da mucosa e no processo de carcinogénese, quando
passam a ser denominados de fibroblastos associados ao cancer. Objetivo: avaliar a expressao
imuno-histoquimica de diversos marcadores associados a fibroblastos em lesdes reativas da
mucosa, lesdes potencialmente malignas e carcinoma epidermdide de boca (CEB).
Metodologia: A expressdo imuno-histoquimica das proteinas, a-SMA, B-Gal, Caveolina-1
(CAV-1), Osteopontina (OPN), Interleucina-6 (IL-6) e P16, foi avaliada nos fibroblastos justa
epitelial de 28 casos de Hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFT), de 49 casos de displasia epitelial
(DE), e no estroma de 40 casos de CEB. Os resultados foram expressos na quantidade de
fibroblastos positivos por mm?, os testes de Kruskall-Wallis e o teste ANOVA foram aplicados
para a comparagado entre os grupos. Nos casos de DE, também foram aplicados os testes de T-
Student ou de Mann-Whitney para comparagado entre as DE baixo (DEAB) e alto (DEAR) risco
para transformacdo maligna. Resultados: A expressdo imuno-histoquimica de a-SMA foi
estatisticamente maior nos fibroblastos de CEB, quando comparado a HFI (p=0.002) e DE
(p=0.004). A expressao de B-Gal foi maior em CEB e em DE quando comparados a HFI
(p=0.017 e p=0.022 respectivamente). Também se observou diferenca na expressdo de CAV-1,
a qual foi estatisticamente menor nos casos de CEB em relacao a HFI (p=0.013) e DE (p=0.00);
a expressao de [L-6 foi estatisticamente menor em CEB, quando comparado a HFI e DE (p=0.03
e p=0.00 respectivamente). Para os marcadores OPN e P16 nao houve diferencga estatistica entre
nenhum dos grupos. Na comparacdo entre os graus de DE, houve diferenca estatistica apenas
para IL-6 (p=0.044), onde a expressdo foi maior em DEBR do que DEAR. Conclusdes: os
fibroblastos associados ao cancer mostraram expressao para a-SMA e -Gal; uma redugdo da
expressao de CAV-1 nos fibroblastos pode estar relacionada a progressao do cancer e a
transformagdo maligna de lesdes orais; a IL-6 tem uma participagdo importante nas lesdes
reativas da mucosa oral; OPN e P16 ndo podem ser considerados marcadores especificos para
fibroblastos associados ao cancer ou para os que atuam nas lesdes reativas da mucosa.

Palavras-chave: Fibroblastos, Carcinoma epidermdide, Displasias epiteliais, Imuno-

histoquimica



ABSTRACT

Introduction: Fibroblasts are cells that perform several functions in the body, among which
the main one is the production of collagen, which makes these cells play an important role in
wound healing. In addition, they also participate in the pathogenesis of various lesions, such as
reactive mucosal lesions and in the carcinogenesis process, when they are called cancer-
associated fibroblasts. Purpose: to evaluate the immunohistochemical expression of several
markers associated with fibroblasts in reactive oral lesions, potentially malignant lesions and
oral squamous cell carcinoma (OSCC). Methodology: The immunohistochemical expression
of proteins, a-SMA, B-Gal, Caveolin-1 (CAV-1), Osteopontin (OPN), Interleukin-6 (IL-6) and
P16, was evaluated in juxtaepithelial fibroblasts from 28 cases of inflammatory fibrous
hyperplasia (IFH), of 49 cases of epithelial dysplasia (ED), and in the stroma of 40 cases of
OSCC. The results were expressed in the number of positive fibroblasts per mm?, the Kruskall-
Wallis test and the ANOVA test were applied for comparison between groups. In cases of ED,
the T-Student’s or Mann-Whitney tests were also applied for comparison between low (LRED)
and high (HRED) risk for malignant transformation. Results: The immunohistochemical
expression of a-SMA was statistically higher in OSCC fibroblasts when compared to HFI
(p=0.002) and DE (p=0.004). B-Gal expression was higher in OSCC and DE when compared
to IFH with (p=0.017), and (p=0.022) respectively. There was also a difference in the
expression of CAV, which was statistically lower in cases of OSCC compared to I[FH (p=0.013)
and ED (p=0.00); IL-6 expression was statistically lower in OSCC when compared to IFH and
DE (p=0.03 and p=0.00 respectively). For the OPN and P16 markers, there was no statistical
difference between any of the groups. Comparing the degrees of ED, there was a statistical
difference only for IL-6 (p=0.044), where the expression was higher in LRED than HRED.
Conclusions: cancer-associated fibroblasts showed expression for a-SMA and B-Gal; a
reduction in CAV-1 expression in fibroblasts may be related to cancer progression and
malignant transformation of oral lesions; IL-6 plays an important role in reactive lesions of the
oral mucosa; the OPN and P16 markers cannot be considered specific markers for cancer-
associated fibroblasts or for those acting on reactive mucosal lesions.

Palavras-chave: Fibroblasts, Oral cancer, Epithelial dysplasia, Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos estdo entre as células mais abundantes no tecido conjuntivo, e sdo
responsaveis pela producdo e organizagdo de diversas proteinas presentes na matriz
extracelular!. Estas células sdo extremamente heterogéneas e dindmicas?, podendo apresentar
diferentes morfologias de acordo com o sitio anatdmico, com a profundidade em que se
encontram no tecido e com a condigio do tecido onde estdo inseridas® 4, expressando diversas
proteinas como metaloproteinases e interleucinas, e produzindo diferentes quantidades de fibras
coldgenas, principalmente dos tipos I e III°.

De forma geral, os fibroblastos podem ser encontrados em dois estados, quiescente ou
ativado. S3o denominados fibroblastos quiescentes os que se encontram em condigdes
homeostaticas, e que possuem um baixo metabolismo e uma baixa capacidade proliferativa.
Quando ha uma alteragdo no equilibrio homeostatico, essas células passam a apresentar uma
maior capacidade proliferativa, assim com um metabolismo mais ativo, aumentando sua
atividade secretora, sendo entdo denominados fibroblastos ativados, que atuam por exemplo no
processo de reparo tecidual e no estroma de lesdes malignas, influenciados pelas células
tumorais®.

Os fibroblastos quiescentes, apesar do seu nome, tém um papel importante na
manuten¢do da homeostasia, provendo suporte estrutural aos tecidos através da producao e
constante remodelag¢do da matriz extracelular, expressando diferentes proteinas especificas para
cada 6rgdo’. Os fibroblastos da mucosa bucal, por exemplo, sdo diferentes dos presentes na
pele?, eles possuem uma capacidade proliferativa maior e sintetizam mais colageno °.

Sabe-se que os fibroblastos orais tem uma origem embriondria diferente dos da pele,
sendo “mais jovens”, tendo assim uma melhor capacidade no processo de cicatrizagdo, podendo

regenerar as feridas sem deixar cicatriz'”.

Os fibroblastos orais também apresentam
caracteristicas diferentes de acordo com sua localizagdo'!. Os fibroblastos do ligamento
periodontal sdo responsaveis por produzir e manter as fibras que ligam o elemento dental ao
osso alveolar, além de sua capacidade contratil ter extrema importancia durante os processos
de erupg¢io dentaria e movimentos pos-eruptivos’ enquanto os fibroblastos gengivais secretam

colageno e a matriz do tecido conjuntivo, mantendo a integridade dos tecidos e protegendo o
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0sso alveolar do meio oral, ja os presentes na mucosa jugal sdo responsaveis pela adesao de
queratindcitos, morfogénese das células epiteliais e pela organizagio da membrana basal'!. Um
estudo recente comparou fibroblastos da mucosa mastigatoria proveniente do palato duro e da
mucosa de revestimento proveniente da regido anterior da mandibula e mostrou que ha uma
diferen¢a no fenotipo, nas taxas de proliferacao e nos genes expressos entre os fibroblastos das

duas regides'?.

1.2 PARTICIPACAO DOS FIBROBLASTOS NO REPARO TECIDUAL

No processo de reparo tecidual, onde possuem um perfil secretorio ativo'®, os
fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, estas células apresentam-se com um formato
fusiforme ou estrelado e levam esse nome devido a sua semelhanga com células do tecido
muscular liso e tem como principal marcador imuno-histoquimico a proteina alfa-actina de
musculo liso (a-SMA — do inglés alfa smooth muscle actin)'®. Neste processo, os primeiros
fibroblastos surgem entre 24 e 48 horas apds a injuria, apos a fase inflamatéria do processo'>.
Em um primeiro momento sdo responsaveis pela substituicdo da camada de fibrina por
substancias da matriz extracelular'®, como colageno I-IV, proteoglicanos, glicoproteinas,
glicosaminoglicanos e 4cido hialurdnico, substancias essas que regulam a migracao e atividade
dos fibroblastos e também participam no processo de angiogénese e na formagao de tecido de
granulagio'’.

Além disso, diferentemente dos fibroblastos quiescentes, os miofibroblastos possuem
uma capacidade contratil, devido a presenga de microfilamentos citoplasmaticos contrateis'®,
Essa caracteristica possibilita uma melhor cicatrizagdo, pois aproxima as margens da ferida
proporcionando um melhor fechamento'®. Por outro lado, o excesso de atividade
miofibroblastica leva a formacao de tecido cicatricial indesejavel como fibroses cicatriciais e
queloides, podendo acarretar em problemas estéticos e funcionais!®.

O processo de cicatrizagdo na mucosa oral ¢ diferente do que acontece em pele, no
meio oral a cicatrizagdo ¢ mais rapida e raramente ocorre a formagao de fibrose cicatricial, o
que de acordo com um estudo de Ozaki e colaboradores (2002) ocorre provavelmente pelo fato
dos fibroblastos orais cessarem a prolifera¢do celular mais rapidamente do que os fibroblastos

da pele.?’
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Dentre as lesdes reativas que ocorrem na cavidade oral, a mais comum ¢ a hiperplasia
fibrosa inflamatdria, também chamada de fibroma de irritacao. Histologicamente essa lesao ¢
caracterizada por um epitélio pavimentoso estratificado hiperplasico e um tecido conjuntivo
fibroso denso, onde ocorre uma superproducdo de fibras colagenas pelos fibroblastos,
influenciados por uma reacao inflamatdria decorrente de um trauma cronico, como proteses mal
adaptadas ou a presenca de placa bacteriana®!. Diferente do que ocorre em lesdes de caréter
fibroso em pele, os fibroblastos de lesdes fibrosas em mucosa oral como a hiperplasia fibrosa
inflamatoria, geralmente apresentam marcacio fraca ou negativa para a-SMA?% 2, sendo entio
necessario mais estudos para elucidar o papel dos fibroblastos € como ocorre a sua ativagao

nessas lesdes?>.

1.3 FIBROBLASTO ASSOCIADO AO CANCER E FIBROBLASTOS SENESCENTES

Durante o processo de transformacdo maligna, sabe-se que nao apenas as células do
parénquima neopldsico estdo envolvidas.  Estudos mostram que o estroma também tem

124, Nestas

participagdo no desenvolvimento do cancer, o denominado microambiente tumora
condicdes, os fibroblastos influenciados pelas células tumorais também possuem um perfil
ativo, sendo denominados fibroblastos associados ao cancer (CAF — do inglés Cancer-
associated fibroblasts). Além dos fibroblastos, outros componentes do estroma como células do
sistema imunoldgico, citocinas inflamatorias e fatores de crescimento presentes na matriz
extracelular também participam deste processo’.

Inicialmente, os CAFs eram identificados apenas pela marcagao positiva para a-SMA,
mas atualmente sabe-se que os CAFs a-SMA™ sdo apenas um subgrupo dentre os CAFs
presentes no estroma de lesdes de cancer, e diversos outros marcadores vém sendo estudados
neste contexto como a podoplanina, a vimentina, e a proteina ativadora de fibroblasto®> %6,
Estudos indicam que os CAFs contribuem com o desenvolvimento do cancer, secretando fatores
de crescimento como o fator de crescimento transformante beta (TGF-f - do inglés transforming
growth factor beta) e enzimas proteoliticas como as metaloproteinases que podem degradar a
membrana basal facilitando a migragdo e invasdo das células tumorais. Os CAFs também
promovem a angiogénese, o que pode facilitar a progressdo tumoral. Os fibroblastos ativados

sdo também considerados possiveis responsdveis pela consisténcia fibrosa observada em

diversos carcinomas, denominada reagio desmoplasica® 2. Uma revisio sistemdtica com meta-
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andlise publicada em 2020 constatou uma possivel associacao entre a alta densidade de CAFs
€ um aumento no risco de morte para os pacientes com lesdes de carcinoma epiderméide (CE)
de boca (CEB), podendo ser considerado como um possivel fator prognostico?.

Além da participagdo na progressdo da doenca, a presenga dos CAFs também foi
associada a uma maior resisténcia a radioterapia e quimioterapia. Estudos relatam que
fibroblastos irradiados podem promover crescimento tumoral e invasao através de um aumento
na expressao de TGF- 3, além de a radiacao induzir o processo de senescéncia celular, que pode
ser também um fator de promogio tumoral®. No que diz respeito a quimioterapia a presenca de
CAFs foi associada a uma maior resisténcia das células malignas ao tratamento com
quimioterapicos?’.

Por outro lado, alguns estudos apontam um possivel papel supressor tumoral atribuido
aos CAFs, atuando por exemplo na regulacdo do sistema imunoldgico’. Alguns estudos clinicos
correlacionaram a expressao de colageno tipo I e marcadores como a-SMA e proteina ativadora
de fibroblasto com o prognéstico em pacientes com carcinoma de mama e de pulmdo e
observaram que lesdes com alto grau de desmoplasia podem ter um progndstico mais
favoravel®. Entretanto, o possivel mecanismo antitumoral dos CAFs ainda ¢ pouco conhecido’.

Fibroblastos senescentes também tém sido associados ao mecanismo de
carcinogénese. O processo de senescéncia celular consiste na parada do ciclo celular, onde a
célula para de proliferar, porém ainda apresenta um metabolismo ativo. Existem diferentes
mecanismos que induzem a senescéncia celular, que pode ocorrer em células normais e baseia-
se no encurtamento dos telomeros quando a célula atinge seu limite de replicagdes, estando
relacionado ao envelhecimento celular natural. Por outro lado, a senescéncia pode ocorrer
prematuramente, induzida por algum mecanismo que cause danos ao DNA, como por exemplo
a exposi¢io a radiacdo ionizante®’. Outro mecanismo importante de senescéncia celular esta
relacionado a carcinogénese, através da alteracdo de oncogenes, como os genes RAS, P16,
P53, Este mecanismo ¢ considerado um importante supressor tumoral nas células tumorais de
origem epitelial, por outro lado, nos fibroblastos do estroma, as células senescentes estdo
relacionadas a promog¢ao tumoral, estimulando por exemplo os processos de proliferacao,
migracio e invasdo’’.

Atualmente os principais biomarcadores que auxiliam na identificagdo de células
senescentes sdo a enzima Beta-Galactosidase (B-GAL) e os genes P16 e P53, e acredita-se que

os fibroblastos senescentes também expressam fatores que influenciam na proliferacao das
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células tumorais, como interleucinas, metaloproteinases, fatores de crescimento endotelial
vascular, e osteopontina (OPN)?!.

Tendo em vista a conhecida participagdo dos CAFs no desenvolvimento do cancer,
alguns estudos tem o apontado como um possivel alvo terapéutico, porém os tratamentos
focados nos CAFs ainda ndo apresentaram sucesso, principalmente devido a heterogeneidade e
a complexidade da atuagao destas células durante o processo de carcinogénese, onde a tentativa
de inativagdo ou destruicao dos CAFs pode acabar favorecendo a progressao do tumor uma vez
que eles também exercem um papel de supressao tumoral, principalmente no estagio inicial da
doencga?®.

Um desafio no estudo dos fibroblastos se deve a sua heterogeneidade e dificuldade na
caracteriza¢cdo imuno-histoquimica desta célula, apesar do marcador a-SMA ser considerado o
principal marcador para CAF até o presente momento, ele também estd presente nos
fibroblastos que atuam no reparo tecidual e em outras desordens fibrosas, portanto ainda nao
ha um marcador que seja especifico para CAF, sendo assim necessario a realizacdo de novos
estudos para identificagdo de fibroblastos ativados, associados ao cancer ou senescentes.
Abaixo segue uma breve descricao de alguns desses marcadores, que serdo avaliados nesse

estudo:

1.4 ALFA-ACTINA DE MUSCULO LISO

O marcador a-SMA, como ja mencionado anteriormente, € a principal proteina que
caracteriza a ativacdo de fibroblastos em miofibroblastos'®, indicando atividade contratil,
principalmente no processo de cicatrizagdo'’.

Além da sua expressao no processo de cicatrizagado ja citado anteriormente, o marcador
0-SMA ¢é também um dos principais marcadores para CAF*2. Alguns estudos indicam uma
relagdo entre a quantidade de miofibroblastos presentes no estroma de lesdes de CEB com
processo de invasdo tumoral e metastase em linfonodos, sugerindo que os miofibroblastos
podem proporcionar um microambiente favoravel para que ocorra a invasdo tumoral®**, Uma
revisdo sistematica e meta-analise, publicada em 2017 por Dourado et al. relata que a presenga
elevada de CAFs, indicados pelo marcador a-SMA, influenciam em um pior prognostico aos

pacientes com CEB>*,
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No entanto, expressdo de a-SMA em lesdes potencialmente malignas € controversa na
literatura, os estudos de Smitha et al.*? e de-Assis et al.*® ndo detectaram a presenca de

miofibroblastos em lesdes leucoplasicas, independente do grau de displasia, enquanto os

1'36 1'37

estudos de Chaudhary et al.°® e Joshi et al.°’ detectaram a expressdo de a-SMA em lesdes de
alto risco para transformacdo maligna. Por fim uma revisdo sistematica publicada em 2018
sugere que a presenga de miofibroblastos nestas lesdes nao pode ser considerada como um fator
de risco para transformagdo maligna, com excecdo de lesdes de fibrose submucosa oral, onde

essa relacdo parece existir®®,

1.5 BETA-GALACTOSIDASE

A alta expressdo da enzima B-GAL est4 associada ao processo de senescéncia celular®®,
sendo este processo também associado a carcinogénese®'. Kanaji et al. observaram fibroblastos
do pulmdo com diferentes perfis apos exposi¢cdo a fumaca de cigarro, um fendtipo senescente
foi encontrado, apresentando alta expressdo de B-GAL e baixo indice de proliferagao celular, e
outro fendtipo semelhante a fibroblastos de tecidos fibroticos, sem marcagdo para B-GAL e
altos indices de migracao e proliferacdo celular e apresentando resisténcia ao processo de

senescéncia celular. Estas células apresentavam também elevada expressio de TFG-p*.

1.6 CAVEOLINA-1

Caveolae sdo invaginacdes na membrana plasmatica que participam de diversos
processos fisiologicos celulares*! e a caveolina-1 (CAV-1) ¢ a principal proteina estrutural
presente nos caveolae, que estdo presentes principalmente em células acometidas por stress
mecanico, como fibroblastos, células endoteliais e musculares. Este marcador estd envolvido
ocasionalmente no mecanismo de autofagia celular*? e na produgio de coldgeno, onde estudos
mostram que uma baixa expressdo de CAV-1 esta relacionado a um aumento na produgao de
colageno®.

Nos miofibroblastos, que apresentam uma significativa expressao de o-SMA,
geralmente apresentam uma baixa marcagdo para CAV-1, o que indica uma possivel relagao
negativa entre CAV-1 e o fator de crescimento transformante beta (TGF-p)*. Os fibroblastos

em condi¢des normais , em comparacao aos miofibroblastos de lesdes fibrosas em pacientes
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com escleroderma apresentaram uma diferente interagdo entre CAV-1 e a-SMA, a reducdo de
CAV-1 aumentou os niveis de a-SMA apenas nos fibroblastos normais € nao nos
miofibroblastos, enquanto o aumento da CAV-1 reduziu a expressio de a-SMA em
miofibroblastos, mas nio nos fibroblastos normais*’.

Uma revisdo publicada por Gvaramia et al. em 2013 relata que uma redug¢ao de CAV-
1 foi observada em diversas condigdes de fibrose tecidual, como fibrose pulmonar idiopatica,
fibrose cardiaca, queloide e esclerose sistémica®. Assim como a reintroducio de CAV-1
reduziu as alteragdes fibroticas, comprovando sua atividade anti-fibrotica®.

No que diz respeito aos tecidos orais, a presenca de CAV-1 foi observada em

1, e em células epiteliais,

osteoblastos, cementoblastos, células do ligamento periodonta
endoteliais e fibroblastos de tecido gengival, onde foi também observado uma intensificacdo da
sua expressio relacionada a inflamagio periodontal cronica®’. A expressio de CAV-1 também
ocorre em lesdes potencialmente malignas e malignas*®, entretanto, seu papel no microambiente
tumoral ¢ bastante controverso na literatura, alguns estudos relatam que a sua expressao esta

49, com um pior prognostico e com a

relacionada com a promocao e a progressao do carcinoma
presenca de linfonodos metastaticos*®, por outro lado, alguns estudos sugerem que a CAV-1

pode ter um papel inibitdrio no desenvolvimento do cancer™’.

1.7 OSTEOPONTINA

A OPN ¢ uma glicoproteina que foi incialmente detectada em tecido dsseo por Franzen
et al. °', onde ¢ expressa por osteoblastos e osteoclastos, inibindo a produgdo de hidroxiapatita
e participando no processo de remodelagdo 6ssea®?. Posteriormente foi encontrada em outros
tecidos, como em alguns tipos especificos de epitélio de revestimento, principalmente nos
rins>?.

Estudos apontam um aumento da expressdo de OPN em processos inflamatorios,
provomendo a migra¢do, adesdo e ativagao dos macrofagos e células T e mediando a expressao
de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento®, tendo também uma participagio
importante em doencgas de origem autoimune, como lipus™, artrite reumatoide®® e esclerose
multipla®’.

Um estudo em animais realizado por Mori e colaboradores mostrou que ao inibir a

expressao de OPN em fibroblastos durante o processo de cicatrizacao, resultou em um menor
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tempo de reparo e redugio na formagio de tecido de granulagio e fibrose cicatricial®®

. Lenga et
al. demonstraram a participacao da OPN na diferenciagdo de miofibroblastos, influenciando na
expressdo de a-SMA™. Estudos também apontam que a OPN pode ter um papel de protecio
celular, atuando como um gene supressor da apoptose®.

Em tumores malignos, a OPN também ¢ indicada como um possivel marcador,

participando nos mecanismos de promogdo tumoral®!

podendo estar relacionado a
transformagcdo de lesdes potencialmente malignas em malignas® e a um pior prognostico para
o paciente®®. A expressio pode ser observada tanto nas células epiteliais neoplasicas®? quanto

nos fibroblastos do estroma tumoral®*.

1.8 INTERLEUCINA-6

A interleucina-6 (IL-6), da familia das citocinas, tem um papel importante em
respostas a traumas ou infec¢des, ativando uma resposta do sistema imunolégico®®, sua
expressao ja foi observada em diferentes tipos celulares, como macrofagos, linfocitos T, células
endoteliais e fibroblastos®®. Em lesdes orais, a expressio de IL-6 ocorre principalmente em
lesdes inflamatorias, imunomediadas e malignas®’. Em lesdes de CE na regidio de cabega e
pescogo, a expressao de IL-6 por CAFs no microambiente tumoral induz a expressdao de OPN,
indicando que pode ter um papel no mecanismo de crescimento e de metéstase tumoral®®.

Estudos que avaliaram a expressdo de IL-6 em fibroblastos de tecido gengival de
pacientes com fibromatose gengival causada pelo uso de medicamentos, observaram um

970 onde ocorre também

aumento significativo em sua expressao em relacdo ao grupo controle
uma maior produgio de fibras coldgenas’! indicando que a IL-6 pode ter uma fungdo importante
no mecanismo molecular da hiperplasia gengival causada por este medicamento. Uma maior

expressio de IL-6 também foi observada em fibroblastos associados a formagio de queloide’.

1.9 P16

O gene P16 esta associado ao processo de supressao tumoral, onde atuam no ciclo
celular’™ 7, A mutacio destes genes estd frequentemente relacionada ao desenvolvimento de

lesdes malignas’> 7. Um aumento da expressio de P16 foi observado em lesdes de CEB e
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lesdes potencialmente malignas orais em comparagdo a amostras de tecido normal de mucosa
oral, aumentando gradativamente de acordo com o grau de displasia observado nas lesdes’’.
Em estudos com amostras de mucosa oral saudavel, os fibroblastos apresentaram
marcagdo positiva para P167%. Estudos relacionando estes marcadores ao processo de
cicatrizag¢do constataram uma maior expressao de P16 pelos fibroblastos associados a formagao
de cicatrizes hipertroficas e queldides em comparagio aos fibroblastos de tecido normal’® .
Em relacdo aos CAFs, a ativagao do gene P16 esta relacionada ao processo de senescéncia

celular, onde os fibroblastos senescentes apresentam um aumento na expressdo desses

marcadores, associados a interrupcio do ciclo celular®!.



23

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a heterogeneidade observada na fungao dos fibroblastos em diferentes
condi¢des e a diversidade de imunomarcadores existentes, uma andlise qualitativa e quantitativa
do perfil imuno-histoquimico destas células em diferentes condi¢des no meio oral pode auxiliar
na compreensdo do papel dos fibroblastos na patogénese das lesdes orais potencialmente
malignas, CEB e lesOes inflamatorias reativas da mucosa oral, assim como identificar possiveis

alvos terapéuticos, incentivar e embasar futuros estudos sobre o tema.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a expressao imuno-histoquimica de
marcadores associados a fibroblastos em lesdes reativas da mucosa (hiperplasia fibrosa
inflamatoria), lesdes potencialmente malignas (displasias epiteliais de alto e baixo risco de

transformagao maligna) e CEB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar a presenga de fibroblastos ativados, por meio do marcador a-SMA,
nos diferentes grupos.

» Investigar a presenca de fibroblastos senescentes, por meio dos marcadores p16
e SA-B-GAL nos diferentes grupos.

» Investigar se a expressdo de CAV-1, IL-6 e OPN nos fibroblastos pode estar
relacionada a progressdao do cancer e a transformacao maligna de lesdes orais.

» Investigar se a expressdao de CAV-1, IL-6 e OPN pode ser utilizada para a
diferenciagdo de fibroblastos associados ao cancer e de fibroblastos associados

a processos reativos.
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4. METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Este estudo tem carater observacional descritivo e retrospectivo.

4.2 SELECAO DA AMOSTRA

As amostras foram selecionadas do arquivo do Laboratério de patologia bucal da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A selecdo foi realizada de acordo com o
diagndstico histopatoldgico e a andlise das ldminas coradas em Hematoxilina & Eosina (H&E).
Foram selecionados do arquivo: 40 casos para o grupo carcinoma epidermoide de boca; 49
casos de lesdes com diagnostico clinico de leucoplasia, eritroplasia ou leucoeritroplasia que
tivessem diagnoéstico histologico de displasia epitelial (DE); e 28 casos para o grupo das
hiperplasias fibrosas inflamatérias (HFI) representando as lesdes inflamatorias reativas. Os
casos de displasia epitelial ainda foram classificados em dois subgrupos: de alto ou baixo risco

1%, Além disso,

para malignizagdo, de acordo com a metodologia proposta por Kujan et a
informagdes a respeito dos dados clinicos dos pacientes como sexo, idade, etilismo, tabagismo

e localiza¢do das lesdes foram coletados das fichas de bidpsia quando disponiveis.

4.3 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Esse estudo faz parte do macroprojeto “O papel do estroma no desenvolvimento e
progressao do cancer de boca”, ja aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos (CEPSH) da UFSC (Plataforma Brasil — CAAE: 42976715.3.0000.0121; Parecer:
1.005.587 —30/03/2015).

4.4 CLASSIFICACAO DAS DISPLASIAS EPITELIAIS
Os casos de displasias epiteliais foram avaliados incialmente em coloragdo H&E, e

classificados de acordo com o sistema bindrio proposto por Kujan et al.%? em 2006, o qual

classifica as displasias em “alto risco” (DEAR) e “baixo risco” (DEBR) de transformagao



26

maligna. Optou-se pelo sistema de classificagdo binario por ser um sistema menos subjetivo e
que apresenta boas correlagdes com fatores prognosticos®. Sdo consideradas displasias de “alto
risco” quando presentes no minimo quatro critérios arquiteturais e cinco critérios citologicos, e
de “baixo risco” quando presentes menos de quatro critérios arquiteturais e cinco critérios
citologicos. Sendo considerados critérios arquiteturais: (1) Projecdes em forma de gota; (2)
Alteragao da polaridade das células basais; (3) Estratificacao epitelial irregular; (4) Numero
aumentado de figuras mitoticas; (5) Mitoses superficiais anormais; (6) Disceratose; (7) Pérola
de ceratina. E critérios citologicos: (1) Aumento do tamanho dos nucleos; (2) Pleomorfismo
celular; (3) Pleomorfismo nuclear; (4) Aumento do tamanho das células; (5) Alteragdo da
propor¢ao nucleo/citoplasma; (6) Aumento do nimero e tamanho dos nucléolos; (7)
Hipercromatismo nuclear. Os campos escolhidos para classificagdo foram os campos que

apresentaram maior grau de displasia nas laminas selecionadas.

4.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Os blocos de parafina dos casos selecionados foram seccionados no microtomo em
cortes com espessura de 3pum, para cada caso foram feitos cortes histologicos seriados os quais
foram submetidos a coloracdo de H&E e para utilizagdo nas reagdes imuno-histoquimicas.

Para a coloracdo de H&E os cortes foram distendidos em 1aminas de vidro limpas e os
mesmos seguiram o seguinte protocolo:

» Desparafinizacdo com Xilol I e Xilol II;
Reidratagao em cadeia decrescente de alcool etilico;
Lavagem em agua destilada;
Imersao em hematoxilina e lavagem em agua corrente;
Imersao em eosina e lavagem em agua corrente;
Desidratacdo em cadeia crescente de alcool etilico;

Fixagao em xilol I e IT

V V V V V V VY

Montagem das ldminas, fixando as laminulas com auxilio de Entellan® (Merck
S/A, Sao Paulo, Brasil);

» Secagem final na estufa por no minimo 60 minutos.
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Para a técnica imuno-histoquimica, os cortes foram distendidos em laminas de vidro
previamente silanizadas e submetidas a técnica imuno-histoquimica para os anticorpos

conforme tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas principais dos anticorpos para as reagdes imuno-

histoquimicas
Anticorpo Clonalidade Fonte Expressao Controle positivo
o-SMA Policlonal Sigma*  Citoplasmatica Vasos sanguineos
p-Gal Policlonal SC** Citoplasmatica Condiloma acuminado
CAV-1 Policlonal SC** Citoplasmatica Pulmao
IL-6 Policlonal SC** Citoplasmatica Granuloma periapical
OPN Monoclonal SC#* Citoplasmatica Pele
P16 Monoclonal ~ Abcam*** Citoplasmatica Condiloma acuminado
*Sigma, St. Louis, MO **Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, USA. *** Abcam, Cambridge, Reino
Unido.

a-SMA, anticorpo anti-o-SMA; B-Gal, anticorpo anti- B-Gal; CAV-1, anticorpo anti-CAV-1; IL-6,
anticorpo anti-IL-6; OPN, anticorpo anti-OPN a; p16, anticorpo anti-p16.
Fonte: elaborada pelos autores.
O processamento dos anticorpos anti-SMA, anti-Gal, anti-CAV-1, anti-OPN e anti-

P16 foi realizado em dois dias de reacdo, no primeiro dia ocorreram o0s seguintes

procedimentos:

» Bloqueio da peroxidas endogena: dois banhos de 20 minutos em peroxido de
hidrogénio 6%;

» Recuperacdo antigénica: banho de 40 minutos em tampao citrato 0,01M pré-
aquecido em banho maria;

» Bloqueio das ligagdes inespecificas: banho em leite desnatado 5% por 40
minutos;

» Incubagdo do anticorpo primario: anticorpo primario diluido e incubado sob os

cortes em camara umida resfriada (4 a 8°C), overnight.

No segundo dia as seguintes etapas foram realizadas:

» Incubagio do anticorpo secundario (EnVison antibody complex, Dako do Brasil

Ltda, Sao Paulo, Brazil) em camara timida por 30 minutos.
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» Aplica¢do do cromoégeno (DAB, Dako do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) em

camara umida por 2 minutos.

Para a reacdo imuno-histoquimica da proteina IL-6, algumas alteracdes foram
necessarias no segundo dia da reacao:

Aplicagao de 50ul de chicken anti-goat biotin conjugate antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. CA, EUA) na concentragdo de 1:500, como anticorpo secundario, incubado
por 90 minutos. Foi realizado banho com PBS e em seguida a incubagdo com anticorpo tercidrio
Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) incubado por 60 minutos,
seguido pela aplicacdo do cromégeno (DAB, Dako do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brazil).

4.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A andlise das amostras foi feita a partir de imagens capturadas com uma camera digital
(Canon A620, Beijing, China) acoplada ao microscopio Optico (Axiostar Plus, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha), em aumento de 400x. Foram fotografados 5 campos consecutivos em
regido justa-epitelial para cada caso e para cada marcador. A quantificagdo da expressao das
proteinas foi feita com auxilio do software Image] 1.45q (National Institutes of Health,
Maryland, EUA). Para cada campo fotografado foi calculado um valor de area de tecido
conjuntivo com auxilio da ferramenta “Measure” do ImageJ previamente calibrada com uma
régua microscopica, além da area calculada, foram contados os fibroblastos positivos para cada
marcador e posteriormente relacionado o nimero de fibroblastos positivos por area, obtendo

um valor de células positivas por milimetro quadrado em cada caso.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Em um primeiro momento foi realizado um teste de normalidade para avaliar
distribuicao dos dados, o teste de Shapiro-Wilke, onde nos casos em que a distribuicao dos
dados foi normal, foi aplicado o teste de andlise de varidncia (ANOVA) ou teste T entre os
grupos e os resultados expressos em média + desvio padrao (DP), e em caso de distribui¢ao
anormal, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney e os resultados expressos

em mediana e as distancias interquartil (IQR). Diferengas com o nivel de significancia p < 0.05
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foram consideradas estatisticamente significantes. Os testes foram aplicados para comparar a
média e células por milimetro quadrado entre os trés grupos de amostras: CEB; DE e HFI, e
ainda entre os grupos DEAR e DEBR.

Além dos testes de comparagao também foi aplicado o teste de correlagdo de Spearman

para avaliar possiveis correlagdes entre a expressdo dos marcadores nos grupos.

SRESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E CLASSIFICACAO DAS DISPLASIAS

Os dados clinicos referentes a amostra avaliada no estudo estao presentes na Tabela 2.

Apos a avaliagdo das DE, 30 foram classificadas como baixo risco ¢ 19 como alto risco de

malignizagao.
Tabela 2 - Caracteristicas da amostra
VARIAVEIS HFI DE CEB
Masculino 14 (56%) 23 (49%) 28(82%)
Sexo
Feminino 11 (44%) 24(51%) 6(18%)
Idade
. 51 (£15) 57 (£14) 56 (£9)
(média+DP)
Nao 5 (42%) 6 (14%) 2 (8%)
Tabaco
Sim 7 (58%) 36 (86%) 24 (92%)
N Ndo 5(55%) 12 (40%) 1 (5%)
Etilismo
Sim 4 (45%) 18 (60%) 18 (95%)
Lingua 5 (20%) 14 (30%) 7 (21%)
Assoalho 0 (0,0%) 7 (15%) 7 (21%)
Localizacao Gengiva 2 (8%) 10 (21%) 7 (21%)
Mucosa jugal 15 (60%) 11 (23%) 8 (24,5%)
Palato 3 (12%) 5(11%) 4 (12,5%)

Legenda: CEB=Carcinoma epidermoéide bucal; DE=Displasias epiteliais; DP=Desvio
Padrao; HFI=Hiperplasia fibrosa inflamatoria.
Fonte: elaborada pelos autores.
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5.2 DISTRIBUICAO DOS DADOS DAS AMOSTRAS

Para o marcador B-Gal, apods a realizagao do teste Shapiro-Wilke a distribuicao dos
dados foi normal (p>0.05), e para os marcadores a-SMA, CAV-1, IL-6, OPN e P16, constatou-
se uma distribuicdo anormal dos dados (p<0.05). Para os grupos de DEBR e DEAR, os
marcadores B-Gal, IL-6 e OPN apresentaram distribui¢do normal (p>0.05) e os marcadores o-

SMA, CAV-1 ¢ P16 apresentaram distribui¢ao anormal (p<0.05).

5.3 COMPARACAO ENTRE GRUPOS

Na comparacdao entre a expressio de a-SMA nos grupos houve uma diferenca
estatisticamente significante entre HFI (Mediana=128; IQR=532) ¢ CEB (Mediana=546,5; IQR
=277), p=0.002 e entre DE (Mediana = 243; IQR = 277) e CEB, p=0.004. Nao houve diferenga
estatistica entre HFI e DE, p=1.00.

Na avaliagdo do marcador B-Gal houve diferenca estatistica entre os grupos HFI
(Média=855,78+367,28) ¢ CEB (Média=1194,59+611,87), p=0.017, e entre os grupos HFI e
DE (Média=1172,26+415,58), p=0.022. Nao houve diferenca estatistica entre DE e CEB,
p=0.976.

Para CAV-1, houve diferenca estatistica entre HFI (Mediana=717; IQR=512) ¢ CEB
(Mediana=445; IQR=448), p=0.013, e entre DE (Mediana=748; IQR=420) e CEB, p=0.00).
Nao houve diferenga estatisticamente significante entre HFI e DE, p=1.00.

Na avaliacdo da expressdo de IL-6, houve diferenca entre HFI (Mediana=451;
IQR=659) e CEB (Mediana=138; IQR=365), p=0.03, e entre DE (Mediana=657; IQR=560) e
CEB, p=0.00. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos HFI e DE, p=0.19.

Para o marcador OPN nao houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos: HFI
(Mediana=181, IQR=542), DE (Mediana=417; IQR=406), CEB (Mediana=201.5; IQR=500),
p>0.05.

Também nao houve diferenca estatistica entre os grupos para o marcador P16: HFI
(Mediana=356; IQR=567), DE (Mediana=300; IQR=422) e CEB (Mediana=297.5; IQR=514),
p>0.05. Uma sintese dos resultados pode ser observada no grafico 1.

Para os testes de comparagao entre os grupos de DEAR e DEBR, houve significancia

estatistica apenas para IL-6 (p=0.044), onde valor da média de expressao para o grupo DEBR
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foi 817,75+£95,47 e para o grupo DEAR foi 538,94+77,59 (grafico 2). Para os demais
marcadores, as diferengas ndo foram estatisticamente significantes (p>0.05).

A expressao dos marcadores nos diferentes grupos esta representada nas figuras 1 e 2.

Figura 1 - Expressao dos marcadores a-SMA f-gal e CAV-1em fibroblastos na
regido justa-epitelial.

CEB DE HFI

Alfa-sma

Beta-Gal

Caveolina

Legenda: CEB=Carcinoma epidermdide bucal; DE=Displasia epitelial; HFI=Hiperplasia
fibrosa inflamatoria.
Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 2 - Expressao dos marcadores IL-6, OPN e P16 em fibroblastos na regido
Jjusta-epitelial.

Interleucina 6

P16

Legenda: CEB=Carcinoma epidermdide bucal; DE=Displasia epitelial; HFI=Hiperplasia
fibrosa inflamatoria
Fonte: elaborado pelos autores.
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Grafico 1 - Boxplot: comparagdo entre grupos
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Legenda: HFI=Hiperplasia Fibrosa Inflamatoria; DE=Displasias epiteliais; CEB=Carcinoma
epidermoide bucal [L6=Interleucina-6; p=Nivel de significancia estatistica.
Fonte: elaborado pelos autores.
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Grafico 2 — Boxplot: expressao de IL-6 em Displasias epiteliais de alto e baixo risco de
malignizacao.
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Legenda: DEAR=Displasia epitelial de alto risco de malignizagdo; DEBR=Displasia epitelial
de baixo risco de malignizagdo; IL6=Interleucina-6; p=Nivel de significancia estatistica.
Fonte: elaborado pelos autores.

5.4 CORRELACAO DA EXPRESSAO DOS MARCADORES ENTRE OS GRUPOS

O teste de correlagdo de Spearman mostrou uma correlagdo positiva fraca entre a
expressao de CAV-1 e B-Gal em amostras de HFI (r=0.394; p=0.042), DE (r=0.393; p=0.008)
e CEB (r=0.413; p=0.010). Para IL-6, observou-se uma correlagdo positiva moderada com a
expressdo de CAV-1 em amostras de HFI (r=0.600; p=0.004). Houve também correlacio
positiva moderada entre a expressdao de OPN e a-SMA em HFI (r=0.533; p=0.005) e fraca entre
OPN e B-Gal (r=0.437; p=0.026). Uma correlacao positiva ¢ moderada foi observada entre a
expressao de CAV-1 e P16 em amostras de DE (1=0.578; p=0.000). As demais analises a
respeito da correlacdo ndo apresentaram significancia estatistica (p>0.05). Os valores de

coeficiente de correlacdo e significancia estatistica estdo disponiveis da Tabela 3.



Tabela 3 — Teste de correlagdo de Spearman
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0-SMA B-Gal CAV-1 IL-6 OPN P16
HFI DE CEB HFI DE CEB HFI DE CEB HFI DE CEB HFI DE CEB HFI DE CEB
. =0,324 =-0,030 1=0,34 =0,533 =0,115
p=0,099 p=0.881 p=0,884 p=0,005 p=0.636
=0,06 1=0,064 =0,122 =0,079 —0,016
a-SMA | DE | ] - p=0,821 p=0,683 p=0,443 p=0,612 p=0,921
. =0,301 =0,10 1=0,208 =0,186 1=0,069
p=0,066 p=0,954 p=0,319 p=0.631 p=0,703
w1 | =0,394 =0,379 =0,437 =0,243
p=0,042 r=0,090 r=0,026 p=0,213
cl loe |l || | | 1=0,393 =-0,096 =-0,056 =0,383
p-Ga p=0,008 p=0,541 p=0,710 p=0,11
w1 1 | T T =0,413 =0,208 =0,119 =0,257
p=0,010 p=0,319 p=0,761 p=0,623
=1 1 1 | [ [ | __ =0,600 =0,124 =0,327
p=0,004 p=0,547 p=0,096
—0212 1=0,047 =0,578
CAV-1 | DE p=0,163 p=0,749 p=0,000
1=0,258 r=-,644 r=-0,42
e e p=0,161 p=0,061 p=0,907
=013 =0,310
I R R e e e p=0,354 p=0,171
----- =031 =0,155
1L.-6 DE p=0,591 p=0,323
r=-0,516 r=0,54
CEBL p=0,373 p=0,777
-------- =0,199
HFT p=0330
=0,173
OPN DE o
=0,107
CEB p=0.,819

Legenda: r = coeficiente de correlagdo; p = nivel de significancia estatistica; CEB = Carcinoma Epidermoide; HFI = Hiperplasia fibrosa inflamatoéria;
DE = Displasia epitelial.
Fonte: elaborada pelos autores.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos muitos estudos tem avaliado a relagdo entre as células do estroma e
o desenvolvimento de tumores malignos de origem epitelial, uma vez que modifica¢cdes no
perfil secretor ¢ no metabolismo destas células influenciam e participam nos processos de
crescimento e invasdo tumoral® 2% 2°, Portanto, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a
expressdo de marcadores especificos nos fibroblastos da regido justa-epitelial associados em
lesdes reativas da mucosa, lesdes orais potencialmente malignas e CEB, buscando compreender
melhor o perfil secretor destas células em lesdes reativas da mucosa e na progressao do CEB.

No presente estudo, a expressdao de a-SMA nos fibroblastos foi estatisticamente maior
em CEB do que em DE e HFI, além de ndo haver diferenga estatistica entre os grupos de DE
alto e baixo risco, este resultado vai de acordo com a revisao sistematica publicada por Coletta
e Salo em 201838, que reuniu os estudos que avaliaram a presenca de miofibroblastos em lesdes
cancerizaveis e CEB, neste estudo a maior parte das amostras de DE apresentaram baixa
expressao de a-SMA, além de ndo haver diferenga estatistica entre o grupo DE e amostras de
mucosa oral normal. Esses resultados sugerem que os miofibroblastos identificados através
marcador a-SMA sdo pouco frequentes em estagios mais iniciais das lesdes sugerindo que ¢é
necessario a interagdo das células tumorais com os fibroblastos para a ativacdo em
miofibroblastos®® 34, A baixa expressdo de a-SMA em HFI também vai de acordo com outros
estudos que relataram uma expressao baixa ou negativa de a-SMA em lesdes de hiperplasia
fibrosa inflamatoria da mucosa oral 2% 23,

Na avalia¢do do marcador B-Gal, os resultados mostram que pode haver uma inducao
da senescéncia durante a progressdo tumoral, uma vez que houve uma maior marcacao de [3-
Gal em CEB e em DE do que em HFI, esse resultado vai de acordo com outros resultados
encontrados na literatura, que detectaram maior expressdo de f-Gal em amostras de fibrose
submucosa oral, uma lesdo oral potencialmente maligna em comparagdo a fibroblastos de
amostras de mucosa oral normal %, sugerindo que os fibroblastos senescentes tem participagio
no processo de transformagdo maligna da fibrose submucosa oral®’. Assim como os
miofibroblastos, os fibroblastos senescentes também possuem um perfil secretor ativo, atuando
na secrecao de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, contribuindo na progressao e

invasdo tumoral’'.
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Quanto ao marcador CAV-1, que apresentou uma expressdo maior em HFI e DE do
que em CEB, este resultado corrobora com algumas teorias a respeito do metabolismo do cancer
propostas na literatura®’, baseados no efeito Warburg reverso onde as células neoplasicas
estimulam a producdo de metabolitos como o lactato e o piruvato pelos fibroblastos, essas
alteracdes no metabolismo celular induzem estresse oxidativo que levam a uma degradacao
autofagica de CAV-1%8, sendo assim, os CAFs podem agir como provedores de nutrientes para
as células tumorais, contribuindo para o crescimento do tumor, nesse sentido estudos também
apontam que a redu¢do de CAV-1 nas lesdes malignas pode estar relacionada com recidiva,
linfonodos metastaticos e um pior progndstico®®. Por outro lado, nosso estudo revelou uma
correlacdo positiva fraca entre a expressao de f-Gal e CAV-1 em todos os grupos, este resultado
vai de acordo com alguns estudos na literatura que relatam a participagdo da CAV-1 no processo
de senescéncia celular por diversos mecanismos”’.

A avaliagdo imuno-histoquimica da IL-6 revelou uma menor expressao nas amostras
de CEB do que em DE e HFI. A baixa expressdo em CEB contraria os relatos encontrados na
literatura, que mostram um aumento de IL-6 nos CAFs estimulado pelas células epiteliais
malignas’!, no caso de lesdes de carcinoma de intestino, a IL-6 é responsavel pela ativagio do
fator de crescimento STAT3 que estd associado a proliferacdo celular. Em estudos que
avaliaram a expressao de IL-6 por CAFs em lesdes malignas da regido de cabeca e pescoco, a
IL-6 foi relacionada com o aumento da expressdo de OPN pelas células tumorais, a presenca de
OPN est4 relacionada com o crescimento tumoral e metastase ¢, além de estar ligado também
a um aumento na expressdao do fator de crescimento vascular VEGF que também esta
relacionado ao crescimento tumoral®.

A expressdo de IL-6 nos casos de DE ainda ¢ pouco relatado na literatura, Babiuch e
colaboradores avaliaram a expressao de IL-6 no estroma de lesdes orais potencialmente
malignas, porém nao diferenciaram a expressao entre fibroblastos e outras células inflamatorias
presentes no estroma’>. O presente estudo mostrou uma maior expressao de IL-6 em DEBR do
que em DEAR e uma menor expressdao em CEB, sugerindo que ha uma redugao de IL-6 na
progressao do CEB, porém estes resultados devem ser interpretados com cautela devido ao
tamanho reduzido da amostra do grupo DEAR e também a dificuldade da avaliacdo do
marcador IL-6 em casos onde ha a presenca de muitas células inflamatorias positivas para este

marcador que podem dificultar a identificagdo dos fibroblastos.
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Por outro lado, estudos mostram alta expressao de IL-6 no tecido conjuntivo em lesdes
de hiperplasia gengival em casos de fibromatose gengival medicamentosa’®, apesar de os casos
de hiperplasia avaliados no nosso estudo serem de origem traumatica e ndo terem relagao com
o uso de medicamentos, a alta expressdo encontrada nas amostras de HFI vai de acordo com a
literatura, a IL-6 atua também em lesdes de carater fibroso em pele como na formagao de fibrose
cicatricial e queloides, onde a IL-6 aumenta a producao de fatores de crescimento, colageno
tipo I e fibronectina, além promover a ativacao dos fibroblastos caracterizada pela expressao de
a-SMA®, é interessante ressaltar que as lesdes de HFI do presente estudo e também de outros
trabalhos apresentaram baixa expressdao de a-SMA, o que sugere que a influéncia da IL-6 no
carater fibroso desta lesao nao esta relacionada exclusivamente a ativagao dos miofibroblastos.

H4 muitos relatos na literatura da expressdo e fun¢do da OPN em células epiteliais de
CE e DE, estando possivelmente relacionada a transformagao maligna, e progressdo da doenga

62:95:9 "entretanto a sua expressdo nas células do estroma

além de prognoésticos desfavoraveis
dessas lesdes tem sido pouco explorada. A baixa expressdo de OPN no grupo das HFI no
presente estudo vai de acordo com estudos que avaliaram este marcador em lesdes reativas da
mucosa’’ 8. Entretanto, chama a atencdo a alta expressdo de OPN no grupo das DE, apesar de
nao haver diferenga estatistica em relagdo aos outros grupos, a OPN atua no processo de
ativacdo de fibroblastos em miofibroblastos >, sugerindo que pode ter uma participagido no
processo de transformagao maligna das displasias epiteliais.

O marcador P16 ¢ um gene supressor tumoral que atua na regulacao do ciclo celular,
que tem como principal fun¢do inibir a proliferacio celular®, a participagio do P16 nas lesdes
malignas ainda ¢ controverso na literatura e sua presenca em lesdes de CE em orofaringe esta
ligada principalmente a carcinomas relacionados a infec¢do pelo virus HPV, por outro lado
infecgdo pelo virus apresenta uma baixa relagio com os casos de CEB!'®, além disso estudos
também apontam que sua expressao pelas células epiteliais malignas nao tem relagdo com
fatores prognosticos!?" 1%, J4 a expressdo de P16 nos fibroblastos e no microambiente tumoral
estd associada ao processo de senescéncia celular'® . Jovanovic e colaboradores (2021)
detectaram a expressao de P16 nos CAFs em carcinoma de mama, sugerindo que os fibroblastos
positivos para P16 tem uma participagio no desenvolvimento tumoral '%. No presente estudo
ndo houve diferenga estatistica na expressdo de P16 entre os trés grupos avaliados, este
resultado sugere que P16 ndo pode ser considerado um marcador especifico para CAF na

amostra estudada.
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O presente estudo apresenta limitagdes que devem ser levadas em consideracdo ao
interpretar os resultados, as avaliagdes imuno-histoquimicas devem ser interpretadas com
cautela, uma vez que as laminas histologicas representam um tnico momento do processo de
desenvolvimento das lesdes, podendo haver diferenga na expressdo dos marcadores nos
diferentes estagios da carcinogénese, além de que em alguns casos os fibroblastos podem se
assemelhar a outras células presentes no estroma, como macréfagos ou outra células do
infiltrado inflamatério, o que pode dificultar a identificagio dos mesmos nas laminas
histologicas. Por outro lado, nosso estudo traz uma ampla analise do papel dos fibroblastos a
partir de diferente marcadores imuno-histoquimicos, comparando a atividade dos fibroblastos
no desenvolvimento das lesdes malignas e lesdes reativas da mucosa, os resultados deste

trabalho podem servir como norteador para estudos futuros.

7. CONCLUSOES

O marcador o a-SMA ¢ importante na identificacdo de fibroblastos ativados em lesdes
de CEB, porém parece nao ter envolvimento nos mecanismos de ativacao dos fibroblastos em
lesdes reativas da mucosa.

A B-Gal pode ser considerada um importante marcador na identificacdo de células
senescentes que tem um papel no desenvolvimento e progressdao do CEB.

A reducdo da expressdao de CAV-1 pode estar relacionada a progressao do cancer € a
transformagao maligna de lesdes orais.

A IL-6 tem uma participacdo importante nas lesdes reativas da mucosa oral,
provavelmente estimulando a producdo de fatores de crescimento, coldgeno tipo I e
fibronectina. Além disso, houve uma maior expressao de IL-6 no grupo das DEBR do que em
DEAR, sugerindo que ha uma reducao de IL-6 na progressao do CEB.

Nao houve diferenca estatistica na expressao dos marcadores OPN e P16 nos diferentes
grupos, portanto ndo podem ser considerados marcadores especificos para CAFs ou para os

fibroblastos que atuam nas lesdes reativas da mucosa.
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