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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é o cancer de boca mais comum, e
ainda hoje esta associado a altos indices de mortalidade. Além da avaliacéo
dos aspectos clinicos, é fundamental a realizagcdo de uma analise mais acurada
do perfil molecular para melhor compreensédo do seu comportamento bioldgico.
O colageno tipo | € um dos principais componentes da matriz extracelular
(MEC) e vem sendo associado com o processo de tumorigénese por participar
de eventos como angiogénese e metastase. O presente estudo realizou analise
imuno-histoquimica do perfil do coldgeno tipo | em lesdes diagnosticadas pelo
Servico de Anatomia Patolégica Bucal do Curso de Odontologia/lUFES. Os
grupos avaliados foram: 10 casos de lesfGes de baixo risco; 10 casos de alto
risco de malignizacdo e 30 casos de CCE. Ainda, foram estabelecidas
associacdes entre as marcacbes e o perfil clinico do paciente e do tumor.
Nossos achados mostraram que homens foram os mais acometidos nas lesdes
de alto risco (60%) e CCE (86,6%), enquanto mulheres representaram maioria
nas lesbes de baixo risco (80%). Em relacdo aos sitios afetados, a mucosa
jugal foi 0 mais frequente nas lesdes de baixo risco (50%), e a lingua para as
lesbes de alto risco (60%) e CCE (43,3%). Quanto ao perfil do colageno tipo |,
em CCE as fibras se apresentaram moderadamente irregulares (++) e com
marcacdo forte. Nas lesBes de baixo risco, foi observado os trés tipos de
disposicado de fibras, e com marcacdo fraca; ja as de alto risco, as fibras
encontravam-se regular e com marcacéao forte. Quando realizada associacéo
dos achados clinicos com os microscopicos, foi possivel observar que
pacientes fumantes com CCE, o padrdo das fibras foi irregular (P=0.04) e
marcacao forte (P=0.02) em comparacao aos pacientes também fumantes, mas
com diagnostico de lesdes de baixo ou alto risco. Nossos achados sugerem
associacfes entre aspectos clinicos e microscépicos quanto ao padrdo de
deposicdo de colageno tipo | durante as alteracdes que ocorrem na mucosa

oral no processo de transformacgéo maligna.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, Matriz extracelular,

Colageno tipo I.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the most common cancer of the mouth, and
is still associated with high mortality rates. Besides the evaluation of the clinical
aspects, it is fundamental to perform a more accurate analysis of the molecular
profile to better understand its biological behavior. Type | collagen is one of the
main components of the extracellular matrix (ECM) and has been associated
with the process of tumorigenesis by participating in events such as
angiogenesis and metastasis. The present study performed an
immunohistochemical analysis of the type | collagen profile in lesions diagnosed
by the Department of Oral Pathology of the Dental School / UFES. The groups
evaluated were: 10 cases of low risk lesions; 10 cases of high risk of
malignancy and 30 cases of SCC. Also, associations were established between
the markers and the clinical profile of the patient and the tumor. Our findings
showed that men were the most affected in the lesions at high risk (60%) and
SCC (86.6%), while women represented the majority in low risk lesions (80%).
In relation to the affected sites, the jugal mucosa was the most frequent in the
low risk lesions (50%), and the tongue in lesions of high risk (60%) and SCC
(43.3%). As for the profile of type | collagen, the fibers were moderately
irregular (C ++) and strongly marked. In the low risk lesions, the three types of
fiber disposition were observed, and with weak marking; And those at high risk,
the fibers were fine, regular and markedly strong. When the association
between clinical and microscopic findings was found, it was possible to observe
that patients smokers with SCC, the fiber pattern was irregular (P = 0.04) and
strong marking (P = 0.02) compared to smokers, but diagnosed with lesions
Low or high risk. Our findings suggest associations between clinical and
microscopic aspects regarding the pattern of deposition of type | collagen during
the alterations that occur in the oral mucosa in the process of malignant

transformation.

Keywords: Squamous cell carcinoma, Extracellular matrix, Type | collagen.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que o numero de casos de cancer continuara aumentando sendo
incontestavel o fato do mesmo representar um grande desafio na saude publica,
devendo seu controle e prevencédo serem priorizados. Sao esperados mais de 20
milhdes de novos casos para 2025 (INCA, 2016). No Brasil, a estimativa é de 600
mil novos casos entre 2016-2017, sendo 5,2% de céncer na boca. Em 2016, foram
11.140 novos casos em homens e 4.350 novos casos em mulheres (INCA, 2016).
Vérios fatores de risco estdo implicados na etiologia do cancer de boca, com
destaque para tabaco e consumo excessivo de alcool. Das neoplasias malignas que
acometem a regido, o carcinoma de células escamosas (CCE) é considerado o mais
comum, com 90 a 95% do numero total das lesdes e geralmente associado a altos
indices de mortalidade. O CCE pode surgir de desordens orais potencialmente
malignas (DOPMs), como leucoplasia e eritroplasia, com variagao de transformacao
maligna de 2-3% por ano (BROUNS et al., 2013; VAN DER WAAL, 2014).

A literatura vem demonstrando que a expressao de diferentes moléculas
pelas células do parénquima e do estroma tumorais possuem uma intima relacédo
com o comportamento e a progressao de diferentes neoplasias. Dessa forma, para
gue se possa compreender melhor a evolucdo de lesdes benignas para malignas,
responsaveis por altos indices de morbimortalidade, bem como suas relagdes com
aspectos clinicos, é importante que se faca uma analise molecular especifica. O
padrdo de expressdo dos diferentes componentes da matriz extracelular (MEC)
apresenta variacdes importantes e podem estar associados com o comportamento e

a progressao tumorais.

Das proteinas fibrosas presentes na MEC, destaca-se o colageno, principal
proteina estrutural e que representa até 30% do contetdo da MEC (MYLLYHARJU &
KIVIRIKKO, 2004). Essa molécula desempenha diversas fungdes, como sustentacéo
mecanica, modulacdo de processos de crescimento, migracdo e diferenciagdo
(RICARD-BLUM, 2011), além de manutencdo da integridade estrutural do tecido
(IWAI et al., 2013).

Em relacdo a tumorigénese, ja foram descritos que alterac6es na disposicao
das fibras de colageno sdo comuns no cancer e encontrados em areas onde a

invasdo e vascularizacdo do tumor sédo observados (LEVENTAL et al., 2009),
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sugerindo papel ativo na facilitacdo desses processos. De fato, foi demonstrado que
as células transformadas migram rapidamente em areas enriquecidas com colageno
(WYCKOFF et al., 2007).

E importante ressaltar que determinados habitos, que sdo considerados
fatores de risco na carcinogénese, podem interferir no equilibrio tecidual e celular,

adquirindo papel de relevancia no surgimento e evolugéo dessas doencas.

Portanto, o estudo da expressao do colageno tipo | em lesdes de boca podera
demonstrar as alterac6es no seu padrdo de depdsito no microambiente e sugerir
como essas mudancas influenciam o comportamento celular e suas diferentes
atividades biol6gicas como proliferacdo, angiogénese, invasao e metastase. Ainda, a
associacdo de aspectos microscopicos com dados clinicos dos pacientes e das
lesbes poderd auxiliar ndo somente na determinacdo de biomarcadores para
entendimento da progressdo tumoral, como também permitir a instituicio de

tratamentos cada vez mais especificos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Matriz Extracelular (MEC) e Colageno Tipo | na Tumorigénese

Apesar dos altos indices de recorréncia e mortalidade, algumas boas noticias
surgiram em funcdo da evolugcdo no entendimento e tratamento do cancer. O foco
dos estudos que contribuiram para isso encontra-se nas propriedades morfologicas
e biologicas das lesbes e na compreensdo atual da base molecular da
carcinogénese (KUMAR et al., 2010). Além da determinacéo dos aspectos clinicos
dos pacientes e das lesfes, é importante que sejam estabelecidas associacfes com
caracteristicas microscépicas e moleculares das doencas. O cruzamento desses
dados amplia o conhecimento sobre o comportamento dos diferentes tumores.
Atualmente, a identificacdo de componentes especificos nos tecidos e nas células
representa ferramenta adicional que permite analise detalhada de enzimas,
componentes da MEC, fatores de crescimento e vias de sinalizacdo. Todos eles
podem estar alterados e representam pecas cruciais na determinacdo de eventos

celulares.

Uma parte importante dos tecidos €é ocupado por uma rede de
macromoléculas que constituem a MEC, que é composta por uma grande variedade
de proteinas fibrosas (colageno e elastina) e polissacarideos, como glicoproteinas
nao-colagenas e proteoglicanos (Figura 1). Considerada como uma estrutura ativa, a
MEC funciona como reservatorio biolégico para muitas moléculas. Essas moléculas,
por sua vez, desempenham papel complexo na regulacdo do comportamento das
células, influenciando seu desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia, migracao,
transducdo de sinais, forma e funcdo (ALBERTS et al., 2004, MINER &
YURCHENCO, 2004).

A organizagdo geral da MEC exibe dois principais dominios: a matriz
intersticial e a membrana basal. A principal caracteristica desses dominios é a sua
estrutura basica definida por “esqueleto” de colageno, sendo a intersticial com
colagenos fibrilares (BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003), e a membrana basal
principalmente por colageno tipo IV. A membrana basal é uma especializacdo da
MEC. Essa importante estrutura € uma fina rede tridimensional de macromoléculas

incluindo, além do colageno, a laminina, entactina, nidogénio, e proteoglicano
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heparan sulfato, que representa ndo somente um soélido suporte para as células,
mas também atua como fonte de citocinas e fatores de crescimento (AUMAILLEY &
GAYRAUD, 1998; KLEINMAN et al., 2003).

Células epitelizis

L3mina basal

___Fibras de col3geno

Macrofago ]
'9 ~ Capilares

—
N\

~ Fibras elasticas
Fibroblasto ~——

Z" (24 - Mastacitos
Glicosaminogficanas, - -
proteoglicanas e ghicoproteinas :
| I—
50 ym

Figura 1: Esquema da MEC e seus componentes. Fonte: ALBERTS et al., 2010/ adaptado.

Outro aspecto relevante é o fato da MEC ndo ser uma estrutura estatica,
estando em constante remodelacdo (COMOGLIO & TRUSOLINO, 2005). Para que
essas mudangcas possam acontecer, € necessaria a degradacdo enzimatica
(SCHENK & QUARANTA, 2003). Existem diferentes tipos de enzimas que exercem
papel no processo de ruptura tanto da membrana basal, quanto da matriz intersticial.
Em relacdo & membrana basal, os efeitos seriam as modifica¢cdes na relacdo entre
epitélio e conjuntivo que s&o fundamentais para eventos associados ao
desenvolvimento tumoral (MOTT & WERB, 2004). Na matriz intersticial, mudancas
na expressao de colageno ou de suas enzimas modificadoras ja foram associadas a
mau prognostico (TAVAZOIE et al. 2008; SHIELDS et al. 2012), o que sustenta a
ideia de que remodelacdo do colageno € altamente relevante para a progressao

tumoral.

As células cancerosas sao capazes de remodelar a MEC porque séo providas
por uma bateria de endopeptidases (WOESSNER, 2002). As metaloproteases de

matriz (MMPs) constituem uma familia com mais de 20 endopeptidases e essas
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enzimas estdo envolvidas em diferentes processos, incluindo os que levam ao
cancer. Algumas de suas fungBes sado: protedlise, criando espagco para migracao
celular ou estimulando atividades biologicas; regulagdo da arquitetura celular;
capacidade de ativar, desativar ou modificar moléculas de sinalizacédo; afetam as
funcdes celulares regulando proteinas da MEC e mantém a homeostase em
resposta as mudancas do meio ambiente (PAGE-MCCAW et al., 2007).

O estroma do tumor muitas vezes é caracterizado pelo endurecimento e
remodelacdo da MEC. O metabolismo desregulado do colageno e sua expressao
aumentada, juntamente com as MMPs, sdo importantes para a progressao da lesédo
(LEVENTAL et al., 2009). Por degradar e modificar a MEC, as MMPs facilitam a
separacdo das células epiteliais do tecido circundante e estd sendo associada ao
processo de transicao epitélio-mesenquimal (TEM) para progresséo do tumor. Nesta
transicdo, as células epiteliais assumem caracteristicas das células mesenquimais
invasivas através de niveis elevados das MMPs no microambiente tumoral,
desempenhando importante acdo na angiogénese e metastase. Essas enzimas nao
s6 degradam as proteinas da MEC, mas ativam os fatores de crescimento, seus
receptores e citocinas. (JODELE et al., 2006; RADISKY & RADISKY, 2010;
SHIELDS et al. 2012).

Das proteinas fibrosas presentes na MEC, o colageno € a principal proteina
estrutural e representa até 30% do seu conteudo (MYLLYHARJU & KIVIRIKKO,
2004), e desempenha diversas fungbes, como sustentacdo mecanica, modulacao de
processos de crescimento, migracdo e diferenciagcdo (RICARD-BLUM, 2011), além
de manutencdo da integridade estrutural do tecido (IWAI et al., 2013). Sendo o
fibroblasto a principal célula produtora dessa molécula (MARTINS et al., 2003;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Os colagenos fazem parte de uma familia de proteinas fibrosas que se
encontram em todos os animais multicelulares e possuem estruturas, funcdes e
reacoes diferentes conforme as necessidades do tecido. As fibrilas do colageno séo
formadas pelo tropocolageno que se desenvolve através da polimerizacdo de
unidades moleculares alongadas. Esta molécula consiste em trés cadeias
polipeptidicas arranjadas em tripla hélice denominadas cadeias o (Figura 2)
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; ALBERTS et al., 2010).
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Figura 2: Estrutura molecular do Colageno tipo | (Trés cadeias a - 2 cadeias o + 1 cadeia o2 ) rico em prolina e

em glicina (A), importantes na formacao da fita tripla helicoidal (B). Fonte: ALBERTS et al., 2010/ adaptado.

No colageno tipo | as cadeias se dispbem paralelamente formando fibrilas
mais espessas que se associam formando feixe de fibras, constituindo as fibras de
colageno do tecido conjuntivo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; ALBERTS et al.,
2010). Por ser processado dentro das cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso e
no meio extracelular, a sua sintese € mais complexa do que a da maioria de outras
proteinas, o que pode explicar o elevado numero de doencas resultantes de defeitos
na sua producao (Figura 3) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).
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Figura 3: Sintese do colageno. 1- Reticulo endoplasmatico granular- sintese do precolageno e
procolageno, hidroxila¢éo da lisina e prolina, glicolisacdo e formacédo de ponte dissulfeto. 2- Aparelho
de Golgi- empacotamento e secrecdo do procolageno.3- Remogdo enzimatica dos dominios nao
helicoidal do procolageno para formar o tropocoldgeno. 4- Agregacdo das moléculas, em arranjo
escalonado de tropocolageno para formar uma fibrila colagena. 5- Ligacédo cruzada, lado a lado, das
fibrilas colagenas forma fibras colagenas. Este processo e mediado pelo colageno FACIT e
proteoglicanos. Fonte: Abraham L. Kierszenbaum, Histologia e biologia celular, uma introducéo a

patologia, 42 edicdo/adaptado.

Em relacdo ao estroma tumoral, ja se sabe que ele exerce papel ativo na
regulacédo do comportamento das neoplasias. As moléculas laminina-332 e colageno
tipo |1 sdo dois dos seus principais componentes e vem sendo associados com 0
processo de tumorigénese, pois parecem participar de eventos como angiogénese e
metastase (EGEBLAD et al., 2005; ALBERTS et al., 2010).

O estroma do hospedeiro responde a um cancer epitelial invasivo
frequentemente através de uma reacdo desmopldsica, associada a vasos

hY

sanguineos, capilares e a proliferacdo acelerada de fibroblastos. Nesta reacéo,



16

acredita-se que ha uma interacdo complexa entre as células hospedeiras normais,
células tumorais invasoras, fibroblastos do estroma, células inflamatérias, células
endoteliais, juntamente com a MEC alterada, fatores de crescimento que ativam as
vias de sinalizacdo oncogénicas, apesar de que ainda ndo esta claro quais eventos
moleculares iniciam e conduzem a desmoplasia (EGEBLAD, et al., 2005;
MAHADEVAN & VON HOFF, 2007; SHIELDS et al., 2012).

Outros aspectos j& descritos sdo espessamento e linearizacdo das fibras de
colageno em areas onde a invasdo e vascularizacdo do tumor sdo observados
(LEVENTAL et al., 2009), o que sugere papel ativo na facilitacdo desses processos.
De fato, foi demonstrado que as células transformadas migram rapidamente em
areas enriquecidas com colageno (WYCKOFF et al., 2007). Isso desregula a MEC, o
gue pode facilitar a desdiferenciagéo celular e expansédo das células-tronco tumorais,
além de interromper a polaridade do tecido e promover invasédo (LU et al., 2012).
Higashi et al. (2002) verificaram que a formagéo do estroma tumoral é considerada
um passo critico para o desenvolvimento de metastases e precede outro evento
chave no estabelecimento de tumores metastaticos, a angiogénese. A fibrose faz
com gue o microambiente em torno da massa tumoral mude de tal maneira que a

angiogénese seja possivel.

Em estudo recente, Brooks et al. (2016) analisaram a associacédo do colageno
tipo | e a progressdo do cancer de bexiga. Através de analise imuno-histoquimica,
pesquisaram a expressdo e a estrutura desta proteina. Verificaram que a deposicédo
de colageno tipo | esta relacionada com a progressdo deste cancer e notaram uma
curvatura na estrutura da molécula. Os autores sugeriram que a alteracdo do
microambiente da MEC, particularmente do colageno tipo |, contribui para a
progressao do cancer de bexiga. Estudos realizado por Huang et al. (2016) com o
colorretal (CCR), avaliaram 144 amostras humanas e relataram que, além do
microambiente tecidual, os biomarcadores estdo associados a tumorigénese

precoce e podem contribuir para o desenvolvimento de carcinomas.

A analise do colageno no estroma tumoral de diferentes lesbes cancerosas
tem sido importante para a definicAo do prognostico tumoral, pois sabe-se que no
processo de crescimento neoplasico pode ocorrer um aumento de alguns tipos de
colageno (MARTINS et al., 2003; EGEBLAD, et al., 2005; HUANG et al., 2016;
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ALVES et al., 2016; BROOKS et al., 2016). E muito importante a relacdo entre o
estroma tumoral e as células neoplasicas, pois 0 estroma pode atuar como um
regulador do comportamento celular (FERRINI et al.,, 2001). Este aumento na
quantidade de colageno, juntamente com a resposta imune e a angiogénese,
constituem as principais respostas do hospedeiro em relacdo a presenca de células
neoplasicas (MARTINS et al., 2003). Além de possuir papel fundamental na ruptura
de adesdo celular do epitélio, influenciando a integridade do tecido e resultando em
invasdo e possivel metastase (NIU et al., 2014; MISAWA et al, 2012,
NURMENNIEMI et al., 2012).

No estudo proposto por Kirkland (2009), o papel do colageno tipo | foi
avaliado na determinacgdo do fenétipo de células do carcinoma colorretal (CCR) em
humanos. Os resultados demonstraram que o colageno tipo | regulou negativamente
a expressao de E-caderina e b-catenina nas juncdes célula-célula, promovendo o
surgimento de um fenotipo maligno. Células cancerosas remodelam a MEC,
degradando seus componentes. Por meio do alinhamento de fibras de colageno tipo
I, resultando na forca de tracdo das células, que puxam as fibras colagenas através

das vias de sinalizacdo mediadas pelas integrinas (BLOCKHUYS et al., 2016).

Os colagenos tipos | e Il ja foram descritos como parte importante do estroma
do CCE, CCR, carcinoma hepatocelular e cancer de mama. As células desses
tumores tém a capacidade de estimular a formacdo de um estroma pelo processo
relacionado com a resposta de cicatrizacdo de feridas, incluindo angiogénese e
recrutamento de células mesenquimais a partir de tecidos normais circundantes. O
mecanismo pelo qual as células do carcinoma estimulam as células do conjuntivo
ainda nao esté definido (DAHLMAN et al., 2000; LIU et al., 2010, CHEN et al., 2011).
Porém, ha uma possibilidade de que fatores de crescimento, liberados pelas células
tumorais, sejam capazes de induzir a proliferacdo do estroma, e assim, interferem na
guantidade de colageno produzido (DAHLMAN et al., 2000).

Zhu et al. (1995), analisaram através de imuno-histoquimica a distribuicédo e
intensidade de marcacao das diferentes formas moleculares do colageno tipo | em
carcinoma de ovario. Os autores observaram um padrdo regular de moderada
marcacao e fibras relativamente uniformes no estroma seroso benigno indicando

limitacdo no crescimento do tumor. Poucas fibras foram encontradas no carcinoma
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moderadamente diferenciado e por fim constataram marcacdo forte e fibras
irregulares em torno de ilhotas tumorais em neoplasias malignas indiferenciadas e

metastase do carcinoma de ovario.

De acordo com Van Kempen (2004), a progressao neoplasica de tumores
sélidos muitas vezes esta caracterizada por um aumento simultdneo nas proteinas
da MEC, como o colageno. Os processos de sintese e degradacdo do estroma na
periferia do tumor podem estar associados a angiogénese e crescimento invasivo
das células neoplasicas. Os autores relataram que apesar do aumento da sintese do
colageno tipo I, o estroma tumoral foi caracterizado por pouco colageno e desordens

de suas fibras, provavelmente resultante da atividade das proteases secretadas.

Uma vez que o surgimento e progressdo do cancer envolvem mudancgas no
microambiente por acdo das células tumorais, seja através da secrecdo de proteinas
da MEC e/ou de enzimas que modificam o ambiente extracelular, é importante
considerar como esses processos participam da carcinogénese oral. O padréo de
expressdo dos componentes da MEC, como o colageno tipo |, pode refletir na
progressdo tumoral e assim, sua analise molecular se torna ferramenta
complementar para melhor compreender a evolucdo das neoplasias malignas, ainda

hoje responsaveis por altos indices de morbimortalidade.

2.2 Carcinoma de Células Escamosas Oral (CCE)

E incontestavel que o cancer é um problema de saide publica. De acordo
com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC), em 2012 houve 14,1
milhdes de novos casos de céancer e um total de 8,2 milhdes mortes no mundo
(INCA, 2016). Nos Estados Unidos e na Europa Ocidental o CCE corresponde a
10% dos canceres orais e 30% em paises como india, China, Taiwan, Bangladesh,
Paquistao principalmente pelo habito rotineiro de mascar betel (POP et al., 1988;
WILSON et al., 1999; LUBEK et al., 2013).

E esperado mais de 20 milhdes de novos casos estimados para 2025 em

paises em desenvolvimento. No Brasil, a estimativa é de 600 mil novos casos entre
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2016-2017, sendo 5,2% do cancer na boca. Em 2016, 11.140 novos casos em

homens e 4.350 novos casos em mulheres (INCA, 2016).

As causas de cancer estdo associadas a fatores externos ou internos ao
organismo, e podem ainda envolver as duas situacdes. Os fatores externos
relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios de um
ambiente social e cultural. Os fatores internos sdo, na maioria das vezes, pré-
determinados geneticamente, desde a ativacdo de proto-oncogenes, até a inativacao
de genes supressores tumorais, além da capacidade do organismo de se defender
das agressdes externas. O crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e 6rgaos dividindo-se rapidamente, tende a ser muito agressivo e
incontrolavel, determinando a formacéo de tumores malignos, que podem espalhar-
se para outras regides do corpo. O surgimento deste crescimento pode ocorrer por
meio de estimulos fisicos, quimicos ou bioldgicos, provocando mutacdes no DNA
celular; alterando suas funcbes basicas responsaveis pela proliferacéo,
diferenciacao e apoptose (INCA, 2016; SHAFER et al., 2005).

Sendo uma neoplasia maligna multifatorial, o cancer pode resultar de diversos
fatores etioldgicos, incluindo o consumo de alcool e tabaco, os quais séo
considerados fatores de risco classicos para o cancer de boca. Recentemente, a
infeccdo por HPV (Human Papillomavirus) dos tipos 16 e 18 e o virus Epsten-Barr
vem ganhando destaque na carcinogénese oral. O perfil dos individuos acometidos
geralmente envolve o sexo masculino, na faixa etaria de 50 a 70 anos, fumantes, cor
branca e baixa condi¢cdo socioecondmica (CHEN et al., 2001; SIECZKA et al., 2001,
ABDO et al., 2002; COSTA et al., 2005; LEITE et al., 2005; CARRARD et al., 2008;
COLOMBO & RAHAL, 2009; TEIXEIRA et al., 2009; PINHEIRO et al., 2010; TUCCI
et al., 2010; TORRES-PEREIRA et al., 2012; MISAWA et al., 2012; SAND &
JALOULI, 2014).

O carcinoma de células escamosas (CCE) representa aproximadamente 90%
a 95% dos tumores malignos que acometem a regido de cabeca e pescoco, sendo a
lingua o sitio mais acometido, embora seja frequentemente encontrado nos labios e
assoalho da cavidade bucal. Representam uma das 6 neoplasias malignas mais
comuns no mundo, com altas taxas de morbimortalidade (COSTA et al., 2005;
SPERANDIO & GIUDICE, 2013, RIVERA & VENEGAS et al., 2014).
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A expressao “carcinoma epidermoide” ndo é a mais indicada para as lesdes
de boca, ja que esta refere-se a pele, por isso, a expressao “carcinoma de células
escamosas (CCE)” tem sido a mais utilizada. O CCE é descrito como um tumor
constituido por corddes irregulares de células epiteliais malignas, que se infiltram
subepitelialmente (PINDBORG, 1980). Pode surgir a partir de lesbes precursoras,
como as DOPMs (CIS, leucoplasia e eritroplasia) com graus variados de
diferenciacéo histologica (BARNES et al., 2005; SATO et al., 2014). No entanto, &
preciso considerar que nem todas as lesdes potencialmente malignas irdo evoluir
para o CCE, porém € importante o acompanhamento destas lesées (WALDRON &
SHAFER, 1975; RIVERA & VENEGAS, 2014).

Muitos pacientes sdo diagnosticados com CCE tardiamente, até porque na
fase inicial a dor é inexistente ou minima, o que pode explicar a busca por ajuda
profissional, diminuindo as chances de sobrevivéncia e implicando de forma
significativa na qualidade de vida. Em sua fase avancada pode apresentar dor e
ulceracdo com possivel metastase na regido dos linfonodos. A taxa de sobrevivéncia
de 5 anos é de apenas 53%, apesar das estratégias terapéuticas disponiveis, como
a excisao de tecido maligno e combinacdo de radioterapia e quimioterapia. Além
disso, ja foi observado que uma alta porcentagem de pacientes tem uma resposta
ruim a terapia e apresentam altos indices de recorréncia (SIECZKA et al., 2001;
DOBROSSY, 2005; NEVILLE et al., 2009; RIVERA & VENEGAS, 2014).

O CCE é uma neoplasia epitelial invasiva com varios graus de diferenciacéo
escamosa e propensao para extensa metastase linfonodais. As células neoplasicas
apresentam pleomorfismo celular e nuclear, hipercromatismo nuclear, nucléolos
evidentes, figuras de mitose, por vezes atipicas, aumento da relagdo nucleo-
citoplasma e formacdo de pérolas de queratina. Ainda com presenca de vasos
sanguineos neoformados e congestos, infiltrado inflamatorio mononuclear com areas
de hemorragias e por vezes, necrose. Pode em alguns casos ocorrer invasao
vascular e de tecidos adjacentes como o adiposo, 6sseo ou muscular (BARNES et
al., 2005; SPERANDIO & GIUDICE, 2013).

Cavalcante et al. (2015) utilizaram biomarcadores (CD31, CD34, PGP9.5 e
S100) para reconhecer com precisdo vasos e nervos e com isso identificar o

processo invasivo de células do CCE nessas estruturas. Sabe-se que invasfes



21

vasculares e perineurais estao associadas com mau progndéstico, aumento das taxas
de recorréncia, comportamento agressivo, baixa sobrevivéncia e metastases. Apesar
da identificagdo de invasdes vasculares e perineurais nos casos estudados, os
autores observaram através de analise imunohistoquimica a proteina PGP9.5 para
detectar a presenca de invasdo tumoral, e que foi mais eficiente do que os outros

biomarcadores estudados.

Um ponto importante nesse processo € que 0s sitios acometidos sdo areas
facilitadoras da disseminacao para os linfonodos regionais e/ou 6rgaos distantes. A
gradacédo histolégica das partes mais profundas do CCE influencia diretamente na
sobrevida dos pacientes, ja& que as células neoplasicas se apresentam
indiferenciadas quando comparadas as células de outras regifes do tumor (COSTA
et al., 2005). O progndstico baseado na classificacédo clinica TNM (T de tumor, N de
nodulo e M de metastase) avalia as caracteristicas fundamentais como extensao

local, disseminacéo regional e metastase a distancia.

Desenvolvido por Washi (1971) e publicado pela OMS o grau de diferenciacéo

do CCE é baseada no Sistema de Classificacao Histopatolégica da seguinte forma:

Grau |- Bem diferenciado: quando a arquitetura tecidual € semelhante ao
padrdo normal do epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, mas com
presenca de células displasicas invadindo o tecido conjuntivo subjacente formando
corddes de células com pérolas de queratina, observando em maior aumento, raras
mitoses atipicas e poucas células gigantes multinucleadas, pleomorfismo celular e

nucleo reduzido.

Grau llI- Moderadamente diferenciado: quando ha pouca queratinizacdo e
células neoplasicas apresentando certo grau de pleomorfismo celular e nuclear que
ainda permita reconhecer a sua origem epitelial; neoplasma com caracteristicas
intermediarias entre o grau | e o grau lll, pérolas cOrneas escassas ou ausentes,
ceratinizacao celular, 2-4 mitoses por campo histolégico, mitoses atipicas, poucas

células gigantes multinucleadas.

Grau llI- Pouco diferenciado ou indiferenciado: raras pérolas coérneas e

ceratinizacao celular, mais de 4 mitoses por campo histolégico, frequentes mitoses
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atipicas, pleomorfismo celular e nuclear e presenca de células gigantes

multinucleadas.

O processo de carcinogénese oral envolve multiplos passos progressivos a
partir da expansdo clonal de uma célula tronco cancerigena com mutacao.
Inicialmente, uma pequena quantidade dessas células modificadas esta presente na
mucosa oral, mas a medida que essas ceélulas proliferam tendem a avancar para
outros tecidos. Colley et al. (2011), através de um modelo tridimensional in vitro do
epitélio oral, demonstraram a progressao do tumor a partir de uma displasia para um
fendtipo invasivo, e observaram que o modelo de displasia epitelial atravessou a
membrana basal e invadiu o tecido conjuntivo que reproduziu caracteristicas de um

CCE invasivo precoce.

Estudo in vitro realizado por Kulasekara et al. (2009), analisou a expresséo de
proteinas da membrana basal (laminina-332, colageno tipo IV e fibronectina) na
carcinogénese oral humana, o papel das interacdes epitelio-mesenquimais, na
progressao do cancer oral. Os autores demonstraram uma expressao aumentada de
proteinas da membrana basal durante a progressao do cancer que é dependente do
ambiente epitelial-mesenquimal e da presenca de fibroblastos. Com isso, foi
demonstrado que os componentes da membrana basal ndo sdo apenas degradados
durante a progressao tumoral, mas podem ser sintetizadas e estar presentes nos

fronts invasivos do tumor.

Portanto, o comportamento biolégico do CCE pode estar associado a
aspectos morfologicos das células epiteliais malignas e a invasdo das células
epiteliais que irdo provocar modificacdes importantes no estroma, levando a
alteracbes nos componentes da MEC, como na expressdo do colageno tipo |
(MARTINS et al, 2003).
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2.3 DESORDENS ORAIS POTENCIALMENTE MALIGNAS

O céancer de boca pode se desenvolver a partir de lesbes consideradas
precursoras, nas quais as alteracdes tornam o tecido mais favoravel para o
surgimento da doenca. Em 1997, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) definiu
como lesdo pré-maligna todo tecido morfologicamente alterado e considerado
propicio ao desenvolvimento de um céancer. Entretanto, em 2005 a OMS
recomendou uma mudanca na terminologia e essas lesdes passariam a ser
reconhecidas como “desordens orais potencialmente malignas” (DOPM). Dentre uma
série de DOPM, algumas merecem destaque, sdo elas: leucoplasia, eritroplasia ou
uma associacdo desses dois tipos de lesdo, denominada eritroleucoplasia ou
leucoplasia salpicada, além da queilite actinia e leucoplasia verrucosa proliferativa.
De todas, a leucoplasia € a mais comum (PINDBORG, 1997; YARDIMCI, 2014).

BROUNS et al. (2013) descreveram que a leucoplasia € a DOPM que afeta
geralmente 2% a 3% de pacientes adultos por ano, com variacdes entre homens e
mulheres. Em seu estudo retrospectivo a maioria dos individuos acometidos eram
mulheres, com idade média de 57 anos, e o0s possiveis fatores causais identificados
foram: restauracéo dentaria (lesdo por contato), lesao de friccdo ou o uso de tabaco.

A leucoplasia é descrita como "uma placa branca de risco questionavel a
partir da exclusdo de outras doencas conhecidas ou distlrbios que ndo carregam
risco para o cancer". Seu diagndstico consiste na observacéo clinica sob a exclusao
de fatores etiolégicos provaveis durante o periodo de duas a quatro semanas e
avaliacdo microscoépica posterior a remogdao cirurgica de parte (biopsia incisional) ou
toda a lesdo (biopsia excisional) (PARISE JR, 2000; WARNAKULASURIYA, 2007,
BROUNS et al., 2013; LOPEZ-LOPEZ et al., 2015). Van Der Waal (2014) relatou que
nao se encontram dados suficientes de que os programas de acompanhamento para
pacientes tratados ou néo tratados que foram diagnosticados com leucoplasia sejam
eficazes na prevencgao do desenvolvimento do cancer oral. Mas ressaltou que o ato
de parar com o tabagismo pode resultar em regressdo ou desaparecimento da
leucoplasia e, diminuir o risco de desenvolvimento da neoplasia maligna
(PARLATESCU et al., 2014; OMANA-CEPEDA et al., 2016).



24

Warnakulasuriya et al. (2007) classificaram a aparéncia clinica da leucoplasia
oral do tipo homogénea como uma lesdo branca plana e uniforme com uma fina area
branca. O tipo ndo homogénea apresenta manchas salpicadas, nodulares e com
predominéncia de lesdo branca e vermelha. Ja a leucoplasia verrucosa deve
apresentar aspecto de proliferacao e superficie ondulada. Dentre os fatores de risco
para transformacdo maligna das leucoplasias destaca-se a localizacéo, e os sitios
mais frequentes sdo: mucosa jugal, vermelh&o de labio e gengiva, assoalho de boca
e lingua. J4 em relacdo ao sexo, as mulheres sdo mais acometidas. Outros aspectos
importantes sdo periodo em que a lesdo esta presente; se sado leucoplasias

idiopaticas e a presenca de Candida albicans (LIU et al., 2010).

O diagndstico da leucoplasia € complexo devido a auséncia de sintomatologia
e ainda por apresentar aspecto clinico diversificado (TABOR et al., 2003). Outro fato
€ gue seus aspectos microscopicos ndo sdo especificos, mas algumas das
principais caracteristicas encontradas s&o: atrofia e hiperplasia com ou sem
hiperceratose no epitélio e variagdes na displasia epitelial oral (DEO). A DEO reflete
as alteracdes histolégicas da perda da uniformidade ou da arquitetura das células
epiteliais, sendo restritas ao epitélio e permanecendo como uma condicdo né&o
invasiva. A taxa de alteragcbes malignas e DEO em leucoplasias orais varia entre
15,6 a 39,9% (NEVILLE, 2009; NEVILLE & DAY, 2002). Ainda, a leucoplasia pode
ser classificada como ndo displasica ou displasica (WARNAKULASURIYA et al.,
2007; PARLATESCU, 2014). Um ponto importante € que o diagndstico de DEO e
seu grau de severidade nas leucoplasias tém sido associados ao risco de
desenvolvimento de carcinomas (PINDBORG, 1981; REIBE, 2003; VILLA & GOHEL,
2014). Uma vez que essas lesbes leucoplasicas apresentam DEO e nao sédo
diagnosticadas precocemente, podem evoluir para carcinoma
(WARNAKULASURIYA et al., 2008).

Uma outra importante lesédo € o carcinoma in situ (CIS), quando alteracdes
estruturais e atipias celulares estdo presentes em toda extensao do epitélio mas néo
h&a ruptura da membrana basal ou invasdo do tecido conjuntivo (SPERANDIO &
GUIDICE, 2013). Em 2005, a OMS definiu critérios para a gradacdo de lesbes
limitrofes da mucosa oral, dentre elas o CIS e as DEOs severas, com 0 objetivo de

simplificar o reconhecimento dessas lesdes.
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Para diagnéstico final de CIS, a OMS (2005) recomenda verificar toda a
espessura ou a proliferacao de células andmalas com mitoses atipicas na espessura
total do epitélio (KOBAYASHI, 2010). Existe uma grande dificuldade de
acompanhamento e determinacdo do periodo de transicdo de um CIS para o
carcinoma invasor (WALDRON & SHAFER, 1975).

Apesar das variacdes nas analises, o padrdo-ouro utilizado para DOPMs € a
avaliacdo microscopica através de seccdes coradas com hematoxilina e eosina (HE)
para deteccdo de alteracBes da arquitetura celular no epitélio (SPEIGHT, 2007).
Baseado nestas caracteristicas, a DEO pode ser classificada em hiperplasia,
displasia leve, displasia moderada, displasia severa e CIS (BARNES et al., 2005).
De acordo com a OMS (2005), a avaliacdo dos fatores displasicos pode seguir

critérios definidos conforme a tabela 1.

Tabela 1: Alteracdes teciduais e citoldégicas para diagnostico de DEO

Alteracdes teciduais Alteracdes Citoldgicas

Mitoses superficiais anormais Hipercromatismo

Aumento do numero de figuras mitéticas | Aumento do nimero e tamanho de

nucléolos
Hiperplasia de células basais Células com mitoses atipicas
Perda de polaridade de células basais Aumento da relacéo nucleo citoplasma
Pérolas corneas Pleomorfismo celular

Ceratinizagcdo prematura de células | Anisocitose (variagdo quanto ao

individuais tamanho da célula)
Estratificacdo epitelial irregular Pleomorfismo nuclear
Formag&o em gota Anisonucleose (variacdo anormal do

tamanho do nucleo)

Fonte: WARNAKULASURIYA et al., 2008.

As alteragBes arquiteturais minimas e citolégicas limitadas ao terco inferior do
epitélio (camada basal e parabasal) definem a displasia leve (grau 1), com presenca

de atipia celular e pleomorfismo leve de células e nudcleos; sem presenca de
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mitoses, porém quando aparecem, estdo localizadas na por¢cdo basal (SPEIGHT,
2007; SPERANDIO & GUIDICE, 2013).

Quando ha proliferagcdo de células atipicas envolvendo o tergo inferior e
médio do epitélio, é denominada displasia moderada (grau Il), apresentando
estratificacdo tecidual relativamente normal, mas com frequente hiperceratose;
alteracdes citolégicas acentuadas em relacdo a displasia leve caracterizada por
hipercromatismo, variagdo quanto ao tamanho da célula, pleomorfismo nuclear,
mitoses anormais podem estar presentes, mas geralmente localizadas na camada
basal (SPEIGHT, 2007; SPERANDIO & GUIDICE, 2013).

7

Uma vez que a proliferacdo anormal das células € notada a partir do terco
inferior e se estende ao terco médio, ou seja, acomete mais de dois tercos do
epitélio € considerado displasia severa (grau lll). As alteracbes arquiteturais e
citologicas sdo mais proeminentes, juntamente com todas as alteragbes observadas
nas displasias leve e moderada, além disso, presenca de pleomorfismo com nlcleos
anormais e aumentados, mitoses geralmente sdo evidentes. Muitas vezes com
perda completa de estratificacdo e com profunda queratinizacdo anormal, além da
presenca de acantdlise e epitélio com acentuada atrofia (SPEIGHT, 2007,
SPERANDIO & GUIDICE, 2013).

7

Apesar da classificagdo acima, ainda € possivel notar variacdes de
diagndstico entre patologistas. Diante desse desafio, novos estudos tém sido
realizados com intuito de aprimorar os critérios de identificacdo destas lesdes. Nesse
contexto, Kujan et al. (2006) propuseram um sistema denominado novo sistema
binario no qual avaliaram os mesmos critérios estabelecidos pela OMS (2005),
porém graduando as lesfes em dois grupos: lesdes de baixo risco e de alto risco de
malignizacdo. Para as lesdes consideradas de baixo risco foram utilizadas menos do
que 5 alteracdes citologicas e 4 mudangas arquiteturais. As de alto risco foram
avaliadas com base em no minimo 5 mudancgas citologicas e 4 arquiteturais. Nesse
estudo, 33 (48,5%) dos 68 casos foram designados como lesdes de "baixo risco”, e
apenas 5 casos sofreram transformacdo maligna, ao passo que 28 dos 35 (80%)
casos que foram classificados como de “alto risco" progrediram para CCE. Os
autores concluiram que em um sistema binério houve alta taxa de especificidade e

sensibilidade (80% e 85% respectivamente) superando o estabelecido pela OMS.
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E importante ressaltar que determinados habitos, que s&o considerados
fatores de risco na carcinogénese, podem interferir no equilibrio tecidual e celular,

adquirindo papel de relevancia no surgimento e evolugédo dessas doencgas.

Portanto, o estudo da expressao do colageno tipo | em lesGes de boca podera
demonstrar as alterac6es no seu padrdo de depdsito no microambiente e sugerir
como essas mudancas influenciam o comportamento celular e suas diferentes
atividades biol6gicas como proliferacdo, angiogénese, invasao e metastase. Ainda, a
associacdo de aspectos microscopicos com dados clinicos dos pacientes e das
lesbes poderd auxiliar ndo somente na determinacdo de biomarcadores para
entendimento da progressdo tumoral, como também permitir a instituicdo de

tratamentos cada vez mais especificos.
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3 OBJETIVOS
3.1Geral

Analisar a expressdo do colageno tipo | no estroma de carcinoma de células
escamosas oral e suas lesdes precursoras e estabelecer possiveis associacdes

clinicopatolégicas.
3.2 Especificos

1- Comparar a disposicao das fibras de colageno tipo | entre as lesdes de baixo
risco, alto risco e CCE.

2- Comparar a intensidade de marcacao das fibras de colageno tipo | entre as
lesbes de baixo risco, alto risco e CCE.

3- Estabelecer associacfes entre os achados histopatoldgicos com 0s aspectos

clinicos.
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4 METODOS
4.1 Pacientes e amostras de tecidos

O estudo retrospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Espirito Santo (45995815.9.0000.5060- Plataforma Brasil).
Consentimento informado por escrito foi obtido de cada participante e o estudo foi
realizado em conformidade com a Declaragédo de Helsinki. Os blocos de parafina
com lesdes de diferentes locais da mucosa oral foram selecionados a partir dos
arquivos do Servico de Anatomia Patolégica Bucal do Curso de Odontologia/UFES
entre 2004-2015. Os dados clinicos e histopatoldgicos foram coletados de
prontudrios e incluiram: sexo (masculino ou feminino), idade, local da les&o, historia
de exposicdo ao tabaco (sim ou nao) e diagndstico histopatoldgico (leucoplasia,
eritroplasia, CIS, CCE). Os critérios de exclusdo foram: dados clinicos incompletos e

amostra insuficiente para anélise microscépica.

Um total de 73 lesdes orais foram inicialmente selecionadas para o estudo,
porém 9 casos foram excluidos em conformidade com os critérios mencionados
acima. Como controle positivo foram utilizados 14 casos de HFI. Essas lesdes ndo
entraram nas andlises clinicas dos grupos definidos para esse estudo, apenas
serviram para a padronizacdo da leitura das marcacdes do colageno tipo |,

justamente por ser uma alteracdo de carater fibroso em seu estroma.
As demais lesbes foram divididas em trés grupos:
Baixo risco - 10 casos (sendo 10 casos de leucoplasias com DEO leve);

Alto risco - 10 casos (sendo 6 casos de leucoplasias com DEO severa e 4

casos de CIS);

CCE - 30 casos (9 bem diferenciados, 17 moderadamente diferenciados e 4

pouco diferenciados).

As lesdes de baixo e alto risco foram classificadas conforme sistema binario

proposto por Kujan et al. (2006).
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4.2 Imuno-histoquimica

Cortes histologicos de 4 pum foram submetidos ao meétodo de
imunoperoxidase. O anticorpo primario utilizado foi: Abcam anti-Collagen | [COL-1]
ab6308 gerado em camundongos com a diluicdo de 1:200. A imunodeteccao foi
realizada com o Sistema Reveal (Spring/Biogen SPB-999) utilizando 3,3'-
diaminobenzidina como o cromogéno. As sec¢Bes foram contrastadas com
Hematoxilina de Mayer. Tampéao citrato com pH 6,0 foi usado durante 10 minutos a
93°C durante recuperacao antigénica. Os cortes foram incubados com o anticorpo
primério durante a noite em camara umida mantida a 4°C. A seguir, a peroxidase
enddgena foi consumida por incubacdo durante 10 minutos com 3% de perdxido de
hidrogénio em temperatura ambiente. Subsequentemente, as amostras foram
incubadas com sistema secundario de deteccdo de anticorpo de acordo com as
instrugbes do fabricante. Os cortes foram lavados cuidadosamente com solugéo
salina tamponada com fosfato durante todo o processo. As laminas foram montadas

com Permount e examinadas ao microscoépio.

4.3 Analise microscopica

As laminas imunomarcadas foram analisadas e marcadas de forma cega em
relacdo a informacéo clinica por dois investigadores, previamente calibrados. Para
analise foi utilizado microscopio PrimoStar Zeiss com camera digital acoplada Zeiss
AxioCam ERCS5s (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) e programa de imagens Axio
Vision 4.8 Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha).

Os critérios aplicados durante a andlise das laminas foram: intensidade de
marcacao e aspectos das fibras de colageno no estroma tumoral. Todas as laminas
foram avaliadas com uma ampliacdo de 10X e 40X e toda a extensdo do corte foi
analisada. Em relacdo ao padrao das fibras foi definido uma escala qualitativa: fibras
finas, delicadas e distribuidas uniformemente (+); fibras espessas e moderadamente
irregulares (++) e fibras claramente irregulares, grossas e onduladas (+++). Quanto a
intensidade de marcacdo 0s seguintes aspectos foram considerados: 0 para
nenhuma marcacao, marcagao fraca (1), marcagcdo moderada (2) e, marcacéao forte
(3). Vale ressaltar que a expressao do colageno tipo | foi avaliada em conformidade
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com estudos previamente publicados (HARADA et al.,, 1994; ZHU et al.,, 1995;
SHINOHARA et al., 1996; HUANG et al., 2015; BROOKS et al., 2016).

Por fim, a avaliagdo da imunomarcag¢do do colageno foi restrita a MEC do
estroma, ndo sendo o objetivo do trabalho outros tecidos (epitélio e musculo), bem

como ceélulas, mesmo que fossem componentes do tecido conjuntivo.

4.4 Associacao entre dados clinicos e microscopicos

ApoOs a coleta de dados, as associacdes entre caracteristicas microscopicas e
parametros clinicos foram estabelecidas. Os dados clinicos (idade, sexo, sitio da
neoplasia e exposi¢cdo ao tabaco) foram examinados, bem como os grupos definidos
no estudo. Cada variavel foi associada aos critérios microscopicos descritos

anteriormente na analise da expressao do colageno tipo I.

4.5 Analise estatistica

Para andlise estatistica e construcdo de graficos foi utilizado o programa
GraphPad Software (La Jolla, CA, EUA). Teste qui-quadrado e Exato de Fischer
foram aplicados para avaliar os achados clinicos. A associacdo entre expressao do
colageno tipo | com os dados clinicos foi testado por Teste Exato Fischer e 2Way

Anova. Os resultados foram considerados significativos quando p <0,05.



32

5 RESULTADOS
5.1 Dados clinicos

Um total de 50 lesGes foram selecionadas para o estudo e distribuidas nos 3

grupos conforme diagndstico clinico e histopatologico (tabela 2).

Tabela 2- Dados clinicos das lesdes

Baixo Risco (n=10) Alto Risco (n=10) CCE (n=30) P
Género
Masculino 20% (n=2) 60% (n=6) 86,6% (n=26) 0.0004*
Feminino 80% (n=8) 40% (n=4) 13,3% (n=4)
Sitios
Rebordo 10% (n=1) 10% (n=1) 23,3% (n=7)
Soalho 0 (n=0) 0 (n=0) 30% (n=9)
Lingua 30% (n=3) 60% (n=6) 43,3% (n=13) 0.0034*
Mucosa

50% (n=5) 20% (n=2) 0 (n=0)
Jugal
Outros 10% (n=1) 20% (n=2) 13,3% (n=4)
Idade
<50 30% (n=3) 10% (n=1) 20% (n=6) 0.5353
> 50 70% (n=7) 90% (n=9) 80% (n=24)
Habito
Fumante 50% (n=5) 40% (n=4) 80% (n=24) 0.0338*
Nao fumante 50% (n=5) 60% (n=6) 20% (n=6)

*Teste qui-quadrado.

A analise dos dados acima mostrou que o sexo masculino foi o mais
acometido nas lesdes de alto risco (60%) e CCE (86,6%), enquanto que mulheres
representaram maioria nas lesdes de baixo risco (80%). Em relacdo aos sitios
afetados, a mucosa jugal foi o mais frequente nas lesbes de baixo risco (50%),
engquanto a lingua representou o sitio mais comum em lesdes de alto risco (60%) e
CCE (43,3%). Em relacdo a esse critério vale lembrar que alguns casos apresentam
mais de um sitio acometido. A maioria dos pacientes de todos os grupos tinha idade
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acima dos 50 anos. Em relacdo ao habito de fumar, o destaque ficou para CCE, no

qgual 80% dos pacientes relataram serem fumantes.

Ao se considerar apenas homens e mulheres acima dos 50 anos, foi possivel
observar que o grupo representado por homens com CCE foi maioria ha amostra
avaliada (P=0.04). Ja para as mulheres nessa faixa etaria, as lesdes precursoras

tiveram distribuicdo semelhante (Figura 4).

25,
* £ Baixo Risco
E Alto Risco
- [0 CCE

-t
(4]

Numero de lesoes

Homens > 50 Mulheres >50

Figura 4: Grafico de associacdo entre os dados clinicos. Andlise comparativa considerando sexo,
idade e lesdo. Os casos de CCE acometeram mais pacientes homens acima de 50 anos de idade
(P=0.04). Porém em mulheres nessa faixa etaria, ndo houve diferenga no niumero de casos entre 0s

grupos avaliados.

5.2 Expressao do colageno tipo | nas lesfes

Durante a analise das laminas, foi possivel definir a expressdo de colageno
tipo | em cada grupo de lesdes avaliado. Em relagdo aos casos de HFI utilizados nesse

estudo, por ser uma lesdo benigna caracteristicamente fibrosa, serviram como
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parametro positivo na andlise da molécula. Lembrando que foram aplicados os critérios

mencionados previamente na metodologia.

Tabela 3- Expresséo do colageno tipo | nas lesdes

Baixo Risco Alto Risco CCE

(n=10) (n=10) (n=30)
Distribuigc&o Fibras
+ 30% (n=3) 40% (n=4) 23,3% (n=7) 0.005*
++ 30% (n=3) 30% (n=3) 33,3% (n=10)
+++ 30% (n=3) 30% (n=3) 26,6% (n=8)
Intensidade Marcacéao
Fraca (1) 40% (n=4) 30% (n=3) 16,6% (n=5) 0.01*
Moderada (2) 30% (n=3) 40% (n=4) 30% (n=9)
Forte (3) 20% (n=2) 30% (n=3) 36,6% (n=11)

Distribuicdo das fibras: (+) fibras finas, delicadas e distribuidas uniformemente; (++) fibras
espessas e moderadamente irregulares e (+++) fibras claramente irregulares, grossas e
onduladas. *2way Anova. Dados significativos considerando os grupos de lesées como fonte

de variacdo. Na analise intragrupo ndo houve significancia (p > 0.05).

Em lesbes de baixo risco, as fibras ficaram divididas entre todos os perfis e
ainda 10% dos casos obtiveram marcagéo 0. Nas leses de alto risco, a distribuicéo
de fibras também foi semelhante entre +, ++ e +++, e todos os casos avaliados
apresentaram marcacdo, mas com distribuicdo uniforme entre o0os parametros
avaliados. Ja nas lesbes de CCE, as fibras foram na maioria moderadamente
irregulares (++/P=0.005) e com marcacao forte (3/P=0.01). Esse perfil de expressao
do colageno tipo | foi predominante no carcinoma quando em comparagdo aos

demais grupos avaliados.

LesOes de HFI estédo representadas na figura 5. Lesdes de baixo e alto risco e
CCE estao representados na figura 6. Nas imagens A e B é possivel observar leséao

de baixo risco com as fibras finas, distribuidas uniformemente (+) e marcacéo fraca
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(1). J4 em C e D tem-se um caso de CIS (alto risco) com padrdo das fibras
moderadamente irregular (++) e com marcacdo moderada (2). Por fim, em E e F esta
uma lesdo de CCE Bem diferenciado, com as fibras de colageno tipo | dispostas

irregularmente (++) e marcacéao forte (3).

Marcacao Fraca
Fibras Finas

s,, :3’;
P U ﬁ‘-‘iﬁ

ot J
; “%JJMQ ;"\,h‘a } ’z\_._-,.'

Marcacao Moderada
Fibras Irregulares

Marcacao Forte
Fibras Espessas

Figura 5: Lesdes de HFI que serviram de parametro para a andlise das laminas das lesdes
estudadas. Na imagem A temos presenca de fibras finas e marcacdo fraca; em B fibras
moderadamente irregulares e marcagdo moderada e em C fibras espessas e marcagéo forte. Barra

de escala=50 um. Técnica Imuno-histoquimica.
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Figura 6: Perfil da expressédo do colageno tipo | quanto a distribuicéo de fibras e marcacgao nos diferentes grupos
avaliados. Lesdo de baixo risco com lamina prépria apresentando padrdo de marcacédo fraca (1) e fibras com
aspecto delicado e distribuicdo uniforme (+) (A e B). Lesdo de alto risco representado por CIS com tecido
conjuntivo apresentando marcacdo moderada (2) e formado por fibras moderadamente irregulares (C e D).
Lesdo de CCE Bem diferenciado no qual é possivel observar o estroma tumoral ja invadido pelo epitélio com
desarranjo da interface entre os tecidos (E) e com padrédo de fibras irregulares e espessas (+++) e marcagao
forte (3). Barra de escala=50 pm. Técnica Imuno-histoguimica.
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Analisando apenas as lesdes de CCE quanto a intensidade de marcacéo,

foram observadas diferencas

no padrdo do

colageno entre o0s graus

histopatologicos. As lesdes Bem diferenciadas apresentaram o estroma tumoral com

imunomarcacdo mais intensa do que a MEC dos demais carcinomas (Figura 7).
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Figura 7: Andlise dos casos de CCE com associacdo do grau histopatolégico e a intensidade de

marcacgdo. Foi possivel observer que lesées de CCE Bem diferenciado apresentaram estroma tumoral

com intensidade de marcacgdo mais intensa do que os demais tipos de CCE (P=0.01).

5.3 Associacédo dos dados clinicos e microscopicos

Quando realizada a associacdo dos achados clinicos com 0s microscopicos

foi possivel observar que o grupo de pacientes fumantes e diagnosticados com CCE

apresentou um padréo de fibras irregulares (+++) (A, P=0.04) e marcacao forte (3) (B,

P=0.02), em comparacédo aos pacientes diagnosticados com lesbes de baixo ou alto

risco de malignizacéo (Figura 8).
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Figura 8: Andlise comparativa entre pacientes fumantes e ndo fumantes quanto ao padrdo do colageno tipo | na
MEC das lesdes. Individuos fumantes e diagnosticados com CCE apresentaram associa¢é@o positiva o habito de
fumar e presenca de fibras irregulares (+++) (A, P=0.04). J4 a andlise do padrdo de marcagdo demonstrou que

os individuos com CCE e fumantes apresentaram padrao de marcacéo forte (3) (B, P=0.02).
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6 DISCUSSAO

Esse estudo procurou analisar o perfil molecular das fibras do colageno tipo |
em lesbes orais de baixo e alto risco de malignizagdo e CCE invasivos. Ainda, as
caracteristicas microscopicas foram avaliadas, e possiveis associacdes entre 0s

fatores histoldgicos e clinicos da transformacao maligna foram identificadas.

O desenvolvimento do CCE é reconhecidamente um processo de multipassos
envolvendo eventos genéticos aberrantes que culminam na transformacao maligna a
nivel molecular. A acdo de varios fatores, chamados carcinégenos, ao longo do
tempo levara ao surgimento de células alteradas e por fim a transformacéo delas no
cancer (KAO & LIM, 2015). O CCE representa ainda hoje um problema de saude
global devido ao seu impacto na populacdo e comportamento imprevisivel. Assim, a
busca por biomarcadores que possam detectar as alteragdes teciduais iniciais € uma

constante entre os grupos de pesquisa.

Em relagdo ao perfil clinico dos pacientes, do total de individuos que
participaram do estudo 55,53% eram homens e com uma concentracdo desse sexo
nas lesdes de alto risco (60%) e CCE (86,6%). Ja as mulheres representaram 80%
nas lesdes de baixo risco. Para o fator idade, todas as lesdes estudadas tiveram a
maioria dos pacientes classificados como acima de 50 anos. Ao serem questionados
sobre o habito de fumar, nas lesfes de alto risco a maioria dos pacientes relataram

nao serem fumantes, ao contrario do observado em CCE.

Levantamento realizado por Kao & Lim (2015) mostrou que na populagcédo de
Taiwan o cancer oral representa a quarta maior incidéncia de neoplasias em homens
e a sétima na populacéo geral. Cerca de 95% € o CCE. A prevaléncia relativamente
alta é principalmente pela presenca de um grupo de alto risco, composto de 2,5
milhdes de pessoas que apresentam habitos de mascar betel, bem como o consumo
de cigarros. Os autores ainda mencionam a importancia do diagnostico precoce das
lesbes consideradas DOPMS, como eritroplasias e leucoplasias, ja que o grau de
displasia epitelial dessas lesdes esta relacionado a uma possivel transformacao
maligna. Nas eritroplasias, o grau de displasia € alto, porém, tanto na eritroplasia
guanto na leucoplasia, 10 a 20% dessas lesGes apresentam algum grau de displasia

ou sao consideradas CIS.
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Dentro do contexto das lesdes de baixo e alto risco, a leucoplasia geralmente
ocorre em mulheres com idade entre 50 anos. Na literatura, a mucosa jugal, seguido
da lingua séo os sitios mais acometidos destas lesfes, e estao relacionadas ao uso
de tabaco(BROUNS et al, 2013; VAN DER WAAL et al, 2014; LIU et al, 2010).
Nossos resultados estdo em concordancia com os trabalhos mencionados, pois as
lesbes consideradas de baixo risco apresentaram a mucosa jugal como o sitio mais

acometido e nas lesdes de alto risco o sitio mais acometido prevaleceu a lingua.

Apesar de todos os avancos tecnolOgicos que contribuem para encontrar
maneiras de controlar as células neoplasicas desordenadas, o que é reconhecido
pelo meio cientifico € o fato de que quando o diagndstico ocorre em estagio inicial, o
prognostico é considerado favoravel. Por isso estudos que possam gerar analises
com intuito de detectar as alteracfes teciduais iniciais sao fundamentais. Como 0s
gue demonstraram a perda da orientacdo das células (WALDRON e SHAFER, 1975)
e alteracbes na membrana basal (WILSON et al, 1999; KULASEKARA et al, 2009;
ARDUINO et al, 2010; EGEBLAD et al, 2010; COLLEY et al, 2011; ZARGARAN et al,
2011).

Nossas analises demonstraram que a MEC sofre alteracbes ao longo do
processo de transformacédo maligna. O deposito de colageno tipo |, principal proteina
fibrosa encontrada na mucosa oral, sofreu variagdes quando comparamos as lesdes
precursoras (baixo e alto risco de malignizacdo) com o CCE. Ainda, o habito de
fumar apresentou associagao positiva com uma matriz mais fibrosa em pacientes

diagnosticados com cancer.

Estudos anteriores mostram que a perda da continuidade da membrana basal
e processos invasivos sdo importantes para avaliar essas alteracdes teciduais e
possiveis metastases, e que, uma ferramenta Util para avaliacdo desses processos é
a analise imuno-histoquimica (ZARGARAN et al.,, 2011; CAO, et al., 2011,
TAMAMURA et al., 2012; CAVALCANTE et al. 2015). O estroma do tumor muitas
vezes € caracterizado pelo endurecimento e remodelacdo da MEC. O metabolismo
desregulado do colageno e sua expressdao aumentada sdo importantes para a
progressao da doenca (LEVENTAL, et al., 2009).

Em lesdes de baixo e alto risco, as fibras ficaram divididas entre todos os
perfis e nas lesdes de CCE, as fibras foram na maioria moderadamente irregulares.
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Esse perfil de expressédo do colageno tipo | foi predominante no carcinoma quando
em comparacdo aos demais grupos avaliados. Resultados semelhantes foram
descritos por Alves et al. (2016) em lesdes de CCR. Estudo de Zhu et al. (1995),
sugeriu que fibras regulares s&o encontradas na maior parte dos tecidos normais e
em alteracdes benignas, e fibras dispostas irregularmente e espessas caracterizam
tumores malignos. Os autores sugerem que o perfil do colageno tipo | sofre

modificacdes ao longo do processo de transformacéo e invasao tumorais.

O metabolismo do coldgeno tém-se demonstrado desregulado no cancer,
aumento da sua expressdo, deposicdo elevada, organizacdo alterada pode estar
relacionada a atividade aumentada da metaloproteinase de matriz (MMP), pois a
remodelacdo do colageno mediada por MMP pode criar espaco para as células
migrarem, modificando a adesdo para regular a arquitetura do tecido e ativar,
desativar ou alterar a atividade de moléculas de sinalizacdo (EVENTAL et al., 2009),
De fato, foi demonstrado que as células transformadas migram rapidamente em
areas enriquecidas com colageno (WYCKOFF et al.,, 2007). Nossos dados
demonstraram que a intensidade de marcacao apresentou diferencas entre os graus
histopatoldgicos das lesdes de CCE. As lesdes Bem diferenciadas apresentaram o
estroma tumoral com imunomarcagdo mais intensa do que a MEC dos demais

carcinomas.

Ja foi descrito que na progressdo do tumor os fibroblastos desempenham
papel importante através de comunicacbes com as células cancerigenas, por meio
de diferentes fatores secretados. MutacBes que ocorrem no epitélio, durante a
progressao tumoral, acabam migrando para o estroma. Fibroblastos reativos,
conhecidos como um tipo de célula miofibroblastica, compartilham propriedades com
os fibroblastos e células de musculo liso. Essas células observadas em neoplasia
sao referidas como CAFs (fibroblastos associados a carcinoma). Os fatores
secretados por essas células alteram o microambiente estromal tornando-o mais
favoravel para a progressdo da doenca. Na progressdo do cancer, as CAFs sdo
amplamente responsaveis pela resposta desmoplasica, que é fortemente
caracterizada por mudancas na MEC, incluindo a quantidade aumentada de
coladgeno, fibronectina, proteoglicanas e glicosaminoglicanas (EGEBLAD et al., 2005;

MAHADEVAN & VON HOFF, 2007; SHIELDS et al.,, 2012). Muitos carcinomas,
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incluindo o de mama, pulmao, prostata mostram quantidade aumentada de colageno
e esse aspecto foi associado ao risco de metastase (EGEBLAD et al., 2005;
SHIELDS et al., 2012).

Estudos recentes indicam que o comportamento das células tumorais também
é influenciado pelo microambiente circundante. Considerando que 0s tumores sao
compostos de varios tipos de células, estas interacbes celulares sdo de suma
importancia para conduzir e promover o desenvolvimento e progressdo do tumor.
Portanto, componentes do microambiente e o direcionamento de células tumorais
tornam-se um método eficaz de diagnostico precoce, almejando uma prevencéo do
cancer. Sabe-se que a polaridade celular € vital para a homeostase dos tecidos,
assim, a perda desta polaridade normal das células promove o inicio e a progressao
dos multiplos tipos de cancer (HUANG et al, 2015).

Além disso, o papel das interacdes epitélio-mesenquimais na progressao do
cancer oral sugere uma expressdo aumentada de proteinas da membrana basal
durante a progressdo do cancer, além da presenca de fibroblastos (SHIELDS et al,
2012). No entanto, também ja foi relatada perda ou diminuicdo das fibras de
coldgeno na membrana basal quando ocorre a progressao do tumor (KULASEKARA
et al., 2009; KANNAN et al., 1994).

Em nossas andlises, as lesdes de CCE tiveram comportamento diferente
quanto ao critério de intensidade de marcacao. O padrao do coldgeno entre os graus
histopatologicos, mostraram que os CCE Bem diferenciados apresentaram o
estroma tumoral com imunomarcacdo mais intensa do que a MEC dos demais
carcinomas. Esse aspecto pode estar associado ao processo de progressdo da
doenca, ja que as ceélulas podem utilizar a matriz fibrosa para migra e invadir, ou
seja, o depdsito de colageno antecede as atividades metastaticas do tumor. Alguns
trabalhos ja sugeriram possivel associacdo entre a expressao do colageno de forma
continua e intacta em les6es com comportamento benigno, porém nas agressivas,
essa expressdo se mostrou parcial e descontinua, provavelmente resultante da
atividade de proteases (DHALMAM, 2000; MARTINS et al, 2010; CAO, et al, 2011).

Trabalho realizado com carcinoma pancreatico mostrou que apesar de uma

MEC densa e fibrosa poder servir de barreira a invasdo, a degradacao das hélices
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do colageno por atividade enzimatica das MMP-1, MMP-8, MMMP-13, favoreceu a
progressao tumoral, uma vez que, as moléculas podem atuar como estradas para a
migracao das células cancerosas e com isso facilitar a metastase (SHIELDS et al.,
2012). E possivel que a contribuicdo para a migracdo e invasdo do tumor na reacio
desmoplasica seja através da expressdo aumentada de MMP alterando a isoforma
do colageno tipo I. Sua isoforma normal € heterotrimétrica, porém, em estudos
realizados in vivo e in vitro em carcinomas, encontraram uma isoforma
homotrimétrica (SHIELDS et al., 2012; BLOCKHUYS et al., 2016).

Uma das funcdes do colageno tipo | é regular proliferacéo celular guiando os
sinais intracelulares pelos receptores da superficie celular com efeito sobre as
proteinas que regulam o ciclo celular, ciclinas e quinases dependentes de ciclina,
portanto, a ativacdo dessas vias de sinalizacdo sdo mediadas pelas integrinas e
dependem do estado fisico do colageno tipo I, além disso, pode induzir efeitos
celulares opostos com base na resisténcia a tracdo e estrutura do meio extracelular
(SHIELDS et al., 2012; BLOCKHUYS et al., 2016).

A remodelacdo do microambiente estromal € mediada em partes por
proteinas segregadas incluindo a MMP-13 que € expressa por células tipo CAFs. As
MMPs degradam e modificam a MEC, facilitando a separacdo das células epiteliais
do tecido circundante. E certo que os tumores desenvolveram maneiras diferentes
de assegurar a presenca das CAFs, seja por uma populacéo de células precursoras,
fibroblastos epigeneticamente modificado, mutados ou mesmo células submetidas a
transicao epitélio-mesenquimal. O que ainda ndo esta claro é como esse processo
funciona, mas pode-se considerar que o estroma tumoral seja uma direcdo viavel
para o tratamento do cancer (EGEBLAD et al., 2005; MAHADEVAN & VON HOFF,
2007; HUANG et al., 2015; BROOKS et al., 2016).

Mesmo diante de algumas controversias, pode-se afirmar que o estroma
tumoral possui papel importante no desenvolvimento e na progressao dos
carcinomas. A presenca de miofibroblastos ja foi relacionada a progndstico pobre em
varios tipos de carcinomas. Essas células secretoras exercem papel importante na
producdo de proteinas da MEC e citocinas. Porém, o que atrai os miofibroblastos
para o tecido ainda ndo estd4 bem esclarecido, 0 que se sabe € que a presenca de
fiborose no estroma pode ser mediada por citocinas (CONTI, 2011). Embora a



44

populacdo de miofibroblastos néo tenha sido objeto do nosso estudo, esse tipo de
célula pode estar com numero aumentado o que justificaria maior deposicdo de

colageno observada nas lesdes de CCE avaliadas.

Tamamura et al. (2012), em estudo semelhante ao nosso, comparou a
expressao do colageno, da laminina e de MMPs em mucosa hiperplasica normal,
DEO, CIS e CCE através de imuno-histoquimica. Os autores observaram que a
expressdo do coldgeno na mucosa hiperplasica tinha um padrdo continuo e bem
marcado; em DEO estas fibras eram continuas com marcacéao fraca; no CIS houve
uma descontinuacdo dessas fibras e marcacdo forte e por fim no CCE bem
diferenciado, a marcacao foi fraca e fibras descontinuas. Com excec¢éo desse ultimo

resultado (em CCE), os demais séo semelhantes aos nossos achados.

Contudo, em outros tipos céancer, como o de mama, o colageno tipo |
secretado por fibroblastos estromais, pareceu aumentar as caracteristicas
agressivas da doenca. Estudo de Kim et al. (2014) mostrou que as expressfes nao
somente de MMPs 1, 2 e 9 (que processam diversos componentes da MEC)
estavam aumentadas, mas também desse tipo de colageno. Vale ressaltar que, a
relacdo entre o estroma tumoral e as células neoplasicas é importante, pois o
estroma pode atuar como um regulador do comportamento celular (FERRINI, et al,
2001). Este aumento na quantidade de colageno, juntamente com a resposta imune
e a angiogénese, constituem as principais respostas do hospedeiro em relacdo a
presenca de células neoplasicas (MARTINS et al, 2003). J& no estudo proposto por
Kirkland (2009), o papel do colageno tipo | foi avaliado na determinacdo do fenétipo
de células do CCR em humanos. Os resultados demonstraram que o colageno tipo |
regulou negativamente a expressédo de E-caderina e b-catenina nas juncdes célula-

célula, promovendo o surgimento de um fenotipo maligno.

Além dos fatores internos (pré-determinados geneticamente), os externos sao
relevantes para o desenvolvimento do cancer oral. Sao fatores que se relacionam ao
meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural.
Habito de fumar, idade e sexo fazem parte do processo de desenvolvimento do
CCE. Quando realizada a associa¢do dos achados clinicos com os microscépicos foi
possivel observar que o grupo de pacientes fumantes e diagnosticados com CCE
apresentou um padrdo de fibras irregulares (+++) e marcacao forte (3) em

comparacao aos pacientes diagnosticados com lesdes de baixo ou alto risco de
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malignizacdo. Isso sugere que além do habito de fumar pode interferir no

microambiente.

Chen et al. (1999) em estudo retrospectivo analisou 703 casos de CCE oral e
demonstraram haver predominio do sexo masculino, com idade entre 50-59 anos.
Aléem disso, o consumo de alcool e fumo foram indicados como fatores
carcinogénicos. Um aspecto relevante é se o perfil clinico do paciente influencia sua
sobrevida. Dentro desse contexto, reviséo de literatura realizada por Taghavi e Yazdi
(2015), relatou que sao poucos os trabalhos que associaram sexo masculino e idade
inferior a 50 anos com taxas piores de sobrevivéncia. Contudo, para o habito de
fumar, a maioria dos trabalhos fazem uma correlacdo positiva entre o habito e o

aumento das taxas de recorréncia, além de pior prognéstico.

Atualmente pesquisadores buscam a selecdo de um procedimento adequado
para isolamento de células tumorais especificas denominadas células tronco
cancerosas, as quais tem um papel importante na iniciacdo, progressao e
recorréncia do tumor. Arabi-Bafrani et al. (2016) isolaram e cultivaram essas células
de origem do CCR juntamente com o colageno tipo I, e obtiveram resultado
satisfatorio, uma vez que, nesse tipo de matriz foi possivel fazer o rastreio das
células tronco. Ainda, Kehlet et al. (2016) utilizaram biomarcador sérico, através de
fragmentos degradados de colageno tipo I, Il e IV que sédo liberados na circulagéo,
por método ELISA. Altos niveis séricos foram encontrados em pacientes com CCR,
além de conseguirem diferenciar pacientes com metastase em estadio |V da doenca.

Portanto, conhecer ndo somente o comportamento das células tumorais, mas
também as mudancgas que ocorrem no microambiente, € peca chave para ampliar o
entendimento da carcinogénese. A identificacdo de moléculas que interferem na
progressdo da doenca e como aspectos clinicos influenciam nessas mudancas,
poderdo auxiliar na obtengédo de diagnosticos mais precisos, permitindo inclusive o

desenvolvimento de novas terapias.
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7 CONCLUSAO

Nossos achados demonstraram que a MEC sofre alteragbes ao longo do
processo de transformacao maligna. O depésito de colageno tipo | sofreu variagcbes
guando foram comparadas lesdes de baixo e alto risco de malignizacdo com o CCE.
Ainda, os dados obtidos sugerem possiveis associacfes entre aspectos clinicos e
microscopicos. Pacientes fumantes, homens, acima de 50 anos e com diagndéstico
de CCE apresentaram padrdo de deposicdo de colageno tipo | com fibras
irregulares, espessas e de marcacao forte. Assim, pode-se sugerir que a proteina
estudada apresentou modificacbes no seu perfil diante do estabelecimento do

cancer oral.
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RESUMO

Introducédo: carcinoma de células escamosas orais (CCE) representa uma das
neoplasias malignas mais comuns no mundo, com altas taxas de morbimortalidade.
O microambiente tumoral pode influenciar o comportamento biolégico do CCE.
Alteracfes em seus componentes, como o colageno tipo |, sdo comuns no cancer e
encontradas em areas onde a invasdo e vascularizacdo foram observados.
Objetivo: analisar a expressao do colageno tipo | no estroma tumoral de CCE e
suas lesbes precursoras e estabelecer associacfes clinico-patolégicas. Métodos:
foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica para detec¢éo do colageno tipo I:
13 lesBes de baixo risco de malignizagéo; 11 de alto risco de malignizagdo e 41
casos de CCE. Ainda, foram testadas associacdes entre as marcagdes e o perfil
clinico do paciente e do tumor. Resultados: homens foram os mais acometidos nas
lesbes de alto risco (54,5%) e CCE (80,4%), enquanto mulheres representaram
maioria nas lesbes de baixo risco (26,8%). Mucosa jugal e lingua foram os sitios
mais frequentes nas lesdes de baixo risco (46,1%), e a lingua para as lesdes de alto
risco (63,6%) e CCE (43,9%). Quanto a imunoexpressaol do colageno tipo I, em
lesbes de baixo risco, a maioria dos casos apresentou expressdo entre fraco e
moderado, j& as de alto risco, as fibras ficaram entre 0 moderado e forte. Nos casos
de CCE, as fibras foram na maioria moderadamente irregulares e coloragao forte.
Conclusao: nossos achados demonstraram que o depdsito de colageno tipo | sofreu
alteracdes quando foram comparadas lesdes de baixo e alto risco de malignizacao
com o CCE.

Palavras-chave: Neoplasias da cavidade oral, Colageno tipo I, Membrana basal.
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INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) figura entre as seis neoplasias malignas
mais comuns no mundo, com altas taxas de morbimortalidade®'3. Seu
desenvolvimento é resultado de diversos fatores etiolégicos como consumo de
alcool e tabaco, considerados classicos no risco para o cancer de boca. O perfil dos
pacientes envolve homens com faixa etaria entre 50 e 70 anos, fumantes, de cor
branca e baixa condi¢do socioeconémica &1%12, A lingua é o sitio mais acometido,
porém pode frequentemente ser encontrado nos labios e assoalho da boca*®*3,

O surgimento do CCE pode ser precedido por lesbes como o carcinoma in
situ (CIS) ou as desordens orais com potencial de malignizacdo (DOPMs), dentre
elas merecem destaque as leucoplasias e eritroplasias®!l. O comportamento
biolégico do CCE esta associado a aspectos morfolégicos das células epiteliais
malignas e a invasao delas nos tecidos vizinhos, o que resulta em modificacdes no
microambiente. Os diversos componentes da matriz extracelular (MEC) respondem
as células tumorais frequentemente através de uma reacdo desmoplésica. Nesta
reacdo, existe uma interacdo complexa entre as células hospedeiras normais,
tumorais invasoras, fibroblastos do estroma, células inflamatorias e endoteliais.
Ainda, a MEC alterada participa do processo, com o intermédio de fatores de
crescimento que ativam as vias de sinalizacdo oncogénicas!?2°33,

Das proteinas fibrosas presentes na MEC, o coladgeno € a principal e
representa até 30% do contetido da matriz?’. Essa molécula desempenha diversas
funcdes, como sustentacdo mecanica, modulacdo de processos de crescimento,
migracdo e diferenciacdo?®, além de manutencdo da integridade estrutural do
tecido!*. Em relagdo a tumorigénese, ja foram descritos que alteracdes na
disposicéo das fibras de colageno sdo comuns no cancer e encontrados em areas
onde a invasdo e vascularizacdo do tumor sdo observados?!, sugerindo papel ativo
na facilitacdo desses processos. De fato, foi demonstrado que as células
transformadas migram rapidamente em areas enriquecidas com colageno®. Isso
desregula a MEC, o que pode facilitar a desdiferenciacao celular e expansédo das
células-tronco tumorais, além de interromper a polaridade do tecido e promover
invasdo?.

Portanto, a analise da expressédo do colageno tipo | no CCE e suas lesdes
precursoras pode demonstrar como as alteracbes no seu padrédo de depodsito

ocorrem diante do estabelecimento do céncer oral. Ainda, a associagédo de aspectos
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microscopicos com dados clinicos € relevante para uma avaliacdo mais ampla do
paciente.

METODOLOGIA

Selecdo da amostra

Foram selecionados 65 casos do Servico de Anatomia Patolégica do Curso de
Odontologia/UFES entre os anos de 2004-2015. As lesdes foram obtidas a partir de
biopsias suspeitas de CCEs, leucoplasias, eritoplasias e CIS em diferentes locais da
boca de pacientes que procuraram atendimento no Programa de Prevencdo e
Diagnostico de Céancer e Lesbes de Boca. Foram definidos 3 grupos de lesdes:
lesbes de baixo risco de malignizacdo (N=13, composto por leucoplasias com
displasia epitelial oral leve); lesbes de alto risco de malignizagcdo (N=11, composto
por 7 leucoplasias com displasia epitelial oral severa + 4 CIS) e; CCEs (N=41,
composto por 11 CCE bem diferenciados, 25 CCE moderadamente diferenciados e
5 CCE indiferenciados). Para a formacdo dos grupos das lesdes precursoras, foi
aplicado o sistema binario proposto por Kujan e colaboradores (2006). O material
obtido foi fixado em formaldeido 10% e incluido em parafina. Durante a selecao da
amostra foram adotados 0s seguintes critérios de inclusédo: Termo de consentimento
livre e esclarecido assinado pelo paciente ou responsavel; Prontuario do paciente
devidamente preenchido contendo género, idade e fator de risco (fumante ou néo
fumante); Dados da leséo: localizacdo e diagnostico histopatolégico, e se havia
material suficiente para analise microscopica. O trabalho foi aprovado pelo comité de
ética (processo numero 45995815.9.0000.5060).

Imuno-histoguimica

Cortes histologicos de 4 um foram submetidos ao método de imuno-histoquimica. O
anticorpo primario utilizado foi: anti-collagen | [COL-1] (Abcam gerado em
camundongo), com a diluicdo de 1:200. A imunodeteccdo foi realizada com o
Sistema Reveal (Spring/Biogen SPB-999) utilizando 3,3'-diaminobenzidina como o
cromogeéno. As seccgdes foram contrastadas com Hematoxilina de Mayer. Tampao
citrato de pH 6,0 foi usado durante 10 minutos a 93°C durante recuperacao
antigénica. Os cortes foram incubados com o anticorpo primario durante a noite
numa camara Umida mantida a 4°C. A seguir, a peroxidase enddgena foi consumida

por incubacdo durante 10 minutos com 3% de peroxido de hidrogénio em
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temperatura ambiente. Subsequentemente, as amostras foram incubadas com
sistema secundario de deteccdo de anticorpo de acordo com as instrucbes do
fabricante. Os cortes foram lavados cuidadosamente com solugao salina tamponada
com fosfato durante processo de imuno-histoquimica. As laminas foram montadas
com Permount e examinadas ao microscopio. Controles positivos (HFI) e negativos
(omissao do anticorpo primario) foram incluidos.

Andlise Qualitativa e Quantitativa

Os avaliadores passaram por etapas de calibracdo e testes cegos para garantir que
a analise fosse realizada de forma homogénea e imparcial. Durante analise
microscopica das fibras de colageno tipo | foi utilizada objetiva de 10x e 40x. A
expressdo do colageno tipo | foi avaliada de acordo com a distribuicéo e intensidade
de coloracdo de formas moleculares diferentes. Em relacdo a distribuicdo das fibras
foi definido uma escala qualitativa: + fibras finas, delicadas e distribuidas
uniformemente; ++ fibras espessas e moderadamente irregulares e +++ fibras
claramente irregulares, grossas e onduladas. Quanto a intensidade de marcacao os
seguintes aspectos foram considerados: 0: nenhuma, 1 fraca ou imperceptivel, 2
moderada, 3 forte, com base na estimativa visual. Vale ressaltar que a analise da
imunomarcacao foi restrita a MEC néo sendo o objetivo a avaliacdo da expressédo da
molécula em outros tecidos e células. Como controle positivo das imunomarcacdées,
foram utilizadas 14 lesGes de hiperplasia fibrosa inflamatorio (HFI) por se tratar de

uma lesdo benigna e de carater fibroso.
Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad. Foi aplicado o

teste exato de Fisher sendo considerados significativos os dados com p<0,05.

RESULTADOS

Dados clinicos

A analise dos dados mostrou que o0 sexo masculino foi 0 mais acometido nas lesdes
de alto risco (54,5%) e CCE (80,4%), enquanto que mulheres representaram maioria
nas lesdes de baixo risco (26,8%). Em relacdo aos sitios afetados, a mucosa jugal e
a lingua foram os mais frequentes nas lesbées de baixo risco (46,1%), enquanto a

lingua representou o sitio mais comum em lesGes de alto risco (63,6%) e CCE
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(43,9%). Vale ressaltar que alguns casos apresentaram mais de um sitio acometido

Todos os dados clinicos estao representados na Tabela 1.
Expressédo do colageno tipo |

Durante a andlise das laminas, foi possivel definir a expressdo de colageno tipo | em
cada grupo de lesdes avaliado. Nas lesdes de baixo risco com lamina propria
apresentando padrdo de coloracdo fraca (1) e fibras com aspecto delicado e
distribuicdo uniforme (+) (A e B). Em lesdo de alto risco representado por CIS com
tecido conjuntivo apresentando coloracdo moderada (2) e formado por fibras
moderadamente irregulares (C e D). E em Lesé&o de CCE Bem diferenciado no qual
€ possivel observar o estroma tumoral j& invadido pelo epitélio com desarranjo da
interface entre os tecidos (E) e com padrdo de fibras irregulares e espessas (+++) e
coloracéo forte (3) (Figura 1). Entretanto, em lesdes de baixo risco, as fibras ficaram
divididas entre todos os perfis e ainda 10% dos casos obtiveram marcagcéo 0. Nas
lesbes de alto risco, a distribuicdo de fibras também foi semelhante entre +, ++ e
+++, e todos os casos avaliados apresentaram coloracdo, mas com distribuicdo
uniforme entre os parametros avaliados. Ja nas lesGes de CCE, as fibras foram na
maioria moderadamente irregulares (++/P=0.005) e com coloracéo forte (3/P=0.01).
Esse perfil de expressédo do colageno tipo | foi predominante no carcinoma quando
em comparacdo aos demais grupos avaliados (Tabela 2). Ao analisar apenas as
lesGes de CCE quanto a intensidade de marcacéao, foram observadas diferencas no
padrdo do coldgeno entre os graus histopatolégicos. As leses Bem diferenciadas
apresentaram o estroma tumoral com imunomarcagao mais intensa (padrao forte),
enquanto que os casos de CCE Moderamente diferenciados foram mais comuns no
padrao moderado (++) de marcacao (Figura 2).
DISCUSSAO
O estudo procurou analisar o padréao de expressao das fibras do colageno tipo | em
lesbes orais de baixo e alto risco de malignizacdo e CCE. Nossos achados
demonstraram que a MEC sofreu alteracdes ao longo do processo de transformacgao
maligna e o depdésito de colageno tipo | apresentou variagbes na sua expressao
entre as lesbes avaliadas.

O desenvolvimento do CCE é reconhecidamente um processo de multipassos

envolvendo eventos genéticos aberrantes que culminam na transformacao maligna a
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nivel molecular. A acdo de varios fatores, chamados carcinégenos, ao longo do
tempo levara ao surgimento de células alteradas e por fim a transformacéo delas no
cancer's. Em relacdo ao perfil clinico dos pacientes, homens foram maioria nas
lesbes de alto risco e CCE. Para o fator idade, todas as lesbes estudadas tiveram
maior numero de pacientes acima de 50 anos e o fumo foi predominante no grupo
dos carcinomas.

Levantamento realizado por Kao & Lim (2015) mostrou que na populacdo de
Taiwan o cancer oral representa a quarta maior incidéncia de neoplasias em homens
e a sétima na populacdo geral. Cerca de 95% € o CCE. A prevaléncia relativamente
alta é principalmente pela presenca de um grupo de alto risco, composto de 2,5
milhdes de pessoas que apresentam habitos de mascar betel, bem como o consumo
de cigarros. Os autores ainda mencionam a importancia do diagnéstico precoce das
lesbes consideradas com potencial de malignizacdo. Os autores ainda mencionam
gue em eritroplasias e leucoplasias, 10 a 20% séao displasicas ou até mesmo podem
ser consideradas CIS. Dentro do contexto das lesbes de baixo e alto risco, a
leucoplasia geralmente ocorre em mulheres com idade entre 50 anos. Na literatura,
a mucosa jugal, seguido da lingua séo os sitios mais acometidos destas lesdes, e
estdo relacionadas ao uso de tabaco®!>3%, Nossos resultados estdo em
concordancia com os trabalhos mencionados, pois as les6es consideradas de baixo
risco apresentaram a mucosa jugal como o sitio mais acometido e nas lesdes de alto
risco prevaleceu a lingua.

Em relacdo ao MEC, nossas analises demonstraram que o depdsito de
colageno tipo 1, principal proteina fibrosa encontrada na mucosa oral, sofreu
variacbes quando comparamos as lesdes precursoras (baixo e alto risco de
malignizacdo) com o CCE. Ainda, o habito de fumar apresentou associagéo positiva
com uma matriz mais fibrosa em pacientes diagnosticados com cancer. Estudos
anteriores mostram que o estroma do tumor muitas vezes € caracterizado pelo
endurecimento e remodelacdo da MEC e que o metabolismo desregulado do
colageno e sua expressdo aumentada sdo importantes para a progressado da
doenca??.

Em lesdes de baixo e alto risco, as fibras ficaram divididas entre todos os
perfis e nas lesbes de CCE, a maioria foi classificada como moderadamente
irregulares. Esse padrdo de expressdo do colageno tipo | foi predominante no

carcinoma quando em comparagdo aos demais grupos avaliados. Resultados
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semelhantes foram descritos por Alves et al. (2016) em les6es de CCR. Estudo de
Zhu et al. (1995), sugeriu que fibras regulares sdo encontradas na maior parte dos
tecidos normais e em alteragBes benignas, j as fibras dispostas irregularmente e
espessas caracterizam tumores malignos. Os autores sugerem que o colageno tipo |
sofre modificacBes ao longo do processo de transformacao e invasao tumorais.

Como o comportamento das células tumorais sofre influéncia do
microambiente circundante, pode-se dizer que as interacdes entre os diversos tipos
celulares séo de suma importancia para conduzir e promover o desenvolvimento e
progressao da doenca. Também deve-se considerar o papel das interacdes epitélio-
mesenquimais na progressdo do cancer oral, bem como expressdo aumentada de
proteinas da membrana basal®®. Ainda, o metabolismo do colageno tem-se
demonstrado desregulado no cancer. Aumento da sua expressao e deposicédo
elevada, além de desorganizacdo, podem estar relacionados a atividade aumentada
de algumas enzimas, como as metaloproteinase de matriz (MMP). A remodelacédo do
coldgeno pelas MMPs cria um espaco para as células migrarem, modificando a
adeséo celular e com isso a arquitetura do tecido?..

As lesdes de CCE tiveram comportamento diferente quanto ao critério de
intensidade de coloracédo. As analises demonstraram que o padrdo de expressao do
colageno, considerando os graus histopatolégicos, resultaram em lesdes bem
diferenciadas com o estroma tumoral com imunomarcacao mais intensa do que os
demais carcinomas. Esse aspecto pode estar associado ao processo de progressao
da doenca, ja que as células podem utilizar a matriz fibrosa para migra e invadir, ou
seja, o depdsito de colageno antecede as atividades metastaticas do tumor. Wyckoff
et al. (2007) demonstraram que as ceélulas transformadas migram rapidamente em
areas enriquecidas com colageno. Além disso, trabalhos ja sugeriram possivel
associacdo entre a expressdo do coladgeno de forma continua e intacta em lesdes
com comportamento benigno, porém nas agressivas, essa expressao se mostrou
parcial e descontinua, provavelmente resultante da atividade de proteases’'126, Por
outro lado, também ja foi relatada perda ou diminuicdo das fibras de colageno na
membrana basal quando ocorre a progressado do tumort>29,

Trabalho realizado com carcinoma pancreatico mostrou que apesar de uma
MEC densa e fibrosa poder servir de barreira a invasao, a degradacéo das hélices
do colageno por atividade enzimatica das MMP-1, MMP-8, MMMP-13, favoreceu a

progressao tumoral, uma vez que, as moléculas podem atuar como estradas para a
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migracéo celular e com isso facilitar a metastase33. E possivel que a contribuicéo
para a migracdo e invasdo do tumor na reacdo desmoplasica seja através da
expressdo aumentada de MMP alterando a isoforma do colageno tipo I. Sua
isoforma normal € heterotrimétrica, porém, estudos realizados in vivo e in vitro em
carcinomas encontraram uma isoforma homotrimétrica®>33. Uma das fungbes do
colageno tipo | € regular proliferacdo guiando os sinais intracelulares pelos
receptores de superficie celular com efeito sobre as proteinas que regulam o ciclo,
portanto, a ativacao dessas vias depende do estado fisico do colageno, além disso,
pode ocorrer inducao de efeitos celulares opostos com base na resisténcia a tracao
e estrutura da MEC>33,

Tamamura et al. (2012) comparou a expressao do colageno, laminina e
MMPs em mucosa hiperplasica normal, displasia epitelial oral (DEO), CIS e CCE
através de imuno-histoquimica. Os autores observaram que a expressao do
colageno na mucosa hiperplasica tinha um padréo continuo e bem marcado; em
DEO estas fibras eram continuas com coloracdo fraca; no CIS houve uma
descontinuidade das fibras e marcacédo forte e, no CCE bem diferenciado a
marcacdo foi fraca e com fibras descontinuas. Com excecdo do resultado em
carcinomas, todos os nossos achados foram semelhantes aos desse estudo. Em
outros tipos cancer, como de mama, o pancreatico e o colorretal, o colageno tipo |
secretado por fibroblastos estromais pareceu aumentar as caracteristicas agressivas
da doenga®71833 Estudo de Kim et al. (2014) investigou o papel do colageno tipo |,
no desenvolvimento das caracteristicas agressivas de células de cancer de mama, e
mostrou que as expressdes ndo somente de MMPs 1, 2 e 9 estavam aumentadas. A
expressdo do mRNA de MMP-9 foi elevada em células de cancer de mama
cultivadas com fibroblastos dérmicos humanos normais, comparadas com as dos
meios de controle. Estes dados indicaram que o colageno de tipo I, que é segregado
pelos fibroblastos do estroma, pode aumentar as caracteristicas agressivas das
células de cancer de mama através da inducdo de mRNA de MMP-9.

Mesmo diante de algumas controvérsias, pode-se afirmar que o estroma
tumoral possui papel importante no desenvolvimento e na progressdo dos
carcinomas. O aumento na quantidade de colageno, juntamente com a resposta
imune e angiogénese, constituem respostas do hospedeiro em relacdo a presenca
de células neoplasicas?®. Estudo de Kirkland (2009) testou o papel do colageno tipo |

na determinacdo do fenotipo de células do CCR em humanos. Os resultados
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demonstraram que o colageno tipo | regulou negativamente a expressao de E-
caderina e b-catenina nas juncdes célula célula, promovendo o surgimento de um
fenotipo maligno.

Portanto, conhecer ndo somente o comportamento das células tumorais, mas
também as mudancas que ocorrem no microambiente, € peca chave para ampliar o
entendimento da carcinogénese. A identificacdo de moléculas que interferem na
progressdo da doenca e como aspectos clinicos influenciam nessas mudancas,
podera auxiliar na obtencdo de diagndsticos mais precisos, permitindo inclusive o
desenvolvimento de novas terapias.

CONCLUSAO

Nossos achados demonstraram que a MEC sofreu alteracdes ao longo do
processo de transformacdo maligna em relacdo ao depdsito de colageno tipo |
guando foram comparadas lesdes de baixo e alto risco de malignizacdo com o CCE.
Assim, pode-se sugerir que a proteina estudada apresentou modificacbes no seu

perfil diante do estabelecimento do cancer oral.
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Baixo Risco Alto Risco CCE p
(n=13) (n=11) (n=41)
Género
Masculino 15,3% (n=2) 54,5% (n=6) 80,4% (n=33) p=0.0001*
Feminino 26,8% (n=11) 45,4% (n=5) 19,5% (n=8)
Sitios
Rebordo 7,6% (n=1) 9% (n=1) 36,5% (n=15)
Soalho 0 (n=0) 0 (n=0) 21,9% (n=9)
Lingua 46,1% (n=6) 63,6% (N=7) 43,9% (n=18) p=0.0005*
Mucosa
46,1% (n=6) 18,1% (n=2) 2,4%(n=1)
Jugal
Outros 30,7% (n=4) 36,3% (n=4) 24,3% (n=10)
Idade
<50 23,7% (n=3) 18,1% (n=2) 19,5% (n=8) p=0.8987
> 50 76,9% (n=10) 81,8% (n=9) 80,4% (n=24)
Habito
Fumante 46,1% (n=6) 36,3% (n=4) 65,8% (n=27)
~ p=0.0065*
N&o
53,8% (n=7) 63,6% (N=7) 34,1% (n=14)
fumante

*Teste qui-quadrado/exato de Fischer. Dados significativos considerando p > 0.05.
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Figura 1. Perfil da expressédo do colageno tipo | quanto a distribuicdo de fibras e coloracao

i
L5
-

nos diferentes grupos avaliados. Lesdo de baixo risco com lamina prépria apresentando
padrdo de coloragéo fraca (1) e fibras com aspecto delicado e distribuicdo uniforme (+) (A e
B). Lesdo de alto risco representado por CIS com tecido conjuntivo apresentando coloracao
moderada (2) e formado por fibras moderadamente irregulares (C e D). Lesdo de CCE Bem
diferenciado no qual é possivel observar o estroma tumoral j& invadido pelo epitélio com
desarranjo da interface entre os tecidos (E) e com padrao de fibras irregulares e espessas

(+++) e coloracéo forte (3). Barra de escala=50 um. Técnica Imunohistoquimica.
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Tabela 2. Perfil da expressao de colageno tipo | nos grupos de lesdes.

Baixo Risco Alto Risco CCE
(n=10) (n=10) (n=30)
Distribuicao Fibras
+ 30% (n=3) 40% (n=4) 23,3% (n=7) 0.005*
++ 30% (n=3) 30% (n=3) 33,3% (n=10)
+++ 30% (n=3) 30% (n=3) 26,6% (n=8)
Intensidade
Coloracao
Nenhuma (0) 10% (n=1) 0 (n=0) 16,6% (n=5)
*
Fraca (1) 40% (n=4)  30% (n=3) 16,6% (n=5) 01
Forte (3) 20% (n=2) 30% (n=3) 36,6% (n=11)

Distribuicdo das fibras: (+) fibras finas, delicadas e distribuidas uniformemente; (++) fibras
espessas e moderadamente irregulares e (+++) fibras claramente irregulares, grossas e
onduladas. *2way Anova. Dados significativos considerando os grupos de lesdes como fonte

de variacdo. Na analise intragrupo ndo houve significancia (p > 0.05).
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Figura 2: Andlise dos casos de CCE com associacao do grau histopatologico e a intensidade
de marcacdo. Foi possivel observer que lesbes de CCE Bem diferenciado apresentaram
estroma tumoral com intensidade de marcagdo mais intensa do que os demais tipos de CCE
(P=0.01).
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