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RESUMO

O carcinoma de células escamosas é a neoplasia maligna mais comum da
boca e a leucoplasia € a principal desordem potencialmente maligna da
mucosa bucal. Miofibroblastos s&o fibroblastos diferenciados que
desempenham importante papel no processo de invasdo tumoral e metastase
das neoplasias malignas devido a sua capacidade de degradacdo da matriz
extracelular, fendmeno fundamental neste processo. Apesar da reconhecida
importancia dos miofibroblastos no processo de invasdo tumoral e metastase,
poucos estudos avaliaram sua presenga no estroma da leucoplasia e do
carcinoma de células escamosas de boca. Portanto, o presente estudo tem
como objetivo avaliar a presenca de miofibroblastos no estroma da leucoplasia
e do carcinoma de células escamosas de boca, além de analisar a existéncia
de diferenca em relacdo a densidade de miofibroblastos no estroma entre
mucosa bucal normal, leucoplasia e carcinoma de células escamosas de boca.
Foram selecionadas 10 amostras de mucosa bucal normal, 30 amostras de
leucoplasia e 41 amostras de carcinoma de células escamosas de boca. As
amostras foram submetidas a reac¢do imunoistoquimica para o marcador de
miofibroblastos alfa actina de musculo liso. Os resultados desta reacao foram
mensurados qualitativamente e a densidade de miofibroblastos foi classificada
como ausente, escassa e densa. O teste estatistico de Kruskal-Wallis foi
utilizado para avaliar a existéncia de diferencas em relacdo a densidade de
miofibroblastos no estroma entre o0s grupos. Miofibroblastos nédo foram
detectados nas amostras de mucosa normal utilizadas como controle. Essas

células também ndo foram observadas nas amostras de leucoplasia,



independente da graduacado histolégica. Das 41 amostras de carcinoma, 30
(73%) apresentaram miofibroblastos. A densidade de miofibroblastos nos
carcinomas foi classificada como ausente em 11 amostras (27%), escassa em
15 (36,5%) e densa em 15 (36,5%). A densidade de miofibroblastos foi
estatisticamente maior nos carcinomas. O presente estudo demonstrou
auséncia de miofibroblastos em leucoplasia e presenca heterogénea dessas
células em carcinoma de células escamosas de boca, sugerindo que
miofibroblastos ndo estdo presentes durante o processo de carcinogénese da
mucosa bucal e podem desempenhar um papel importante nos processos de

invasdo e metastase desta neoplasia.

Palavras-chave: miofibroblasto, carcinoma células escamosas, leucoplasia.
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INTRODUCAO GERAL

O carcinoma de células escamosas, também denominado carcinoma
epiderméide ou carcinoma espinocelular, representa mais de 90% das
neoplasias malignas que acometem a boca, estando relacionado a altos
indices de morbidade e mortalidade (SAPP, EVERSOLE e WYSOCKI, 1997;
NEVILLE et al.,, 2004; SILVERMAN Jr., EVERSOLE e TRUELOVE, 2004,
BARNES et al., 2005).

Os fatores de risco para o desenvolvimento desta neoplasia sao
principalmente tabaco, alcool e radiagédo solar, este ultimo relacionado ao labio
inferior (SAPP, EVERSOLE e WYSOCKI, 1997; NEVILLE et al., 2004;
BARNES et al.,, 2005). Estudos realizados na ultima década sugerem que a
infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), principalmente pelos subtipos 16
e 18, pode ser considerada um fator de risco para o desenvolvimento desta
neoplasia (MILLER e JOHNSTONE, 2001; KREIMER et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas caracteriza-se por uma
apresentacdo clinica variavel, podendo ser observadas lesdes exofiticas,
endofiticas, leucoplasicas, eritroplasicas ou eritroleucoplasicas (NEVILLE et al.,
2004). As regides da boca mais afetadas sdo labio inferior, lingua, assoalho
bucal, gengiva, palato duro e mucosa jugal (KROLLS e HOFFMAN, 1976;
NEVILLE et al., 2004; BARNES et al., 2005; XAVIER et al., 2007).

A neoplasia acomete principalmente individuos do sexo masculino, entre
a quinta e sexta décadas de vida (GERVASIO et al., 2001; XAVIER et al.,
2007). Entretanto, nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento no

namero de pacientes adultos jovens (BARNES et al., 2005).
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No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer estimou para 2008 a ocorréncia
de 14160 novos casos de cancer bucal, sendo 10380 em homens e 3780 em
mulheres, o0 que torna essa doenca o0 quinto tipo de cancer mais comum em
homens e o sétimo mais comum em mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2008).

O carcinoma de células escamosas origina-se de queratindcitos do
epitélio de revestimento da mucosa bucal. Histologicamente, observa-se
invasdo da lamina propria por lencgois, ninhos, corddes ou pequenos grupos de
células epiteliais, cuja morfologia lembra células da camada espinhosa do
epitélio de revestimento. Quando as células mantém a capacidade de producgéo
de queratina, formam-se colecbes desta proteina no interior de ilhotas
tumorais, denominadas pérolas de queratina. As células neoplasicas podem
apresentar alteragcdes morfologicas caracterizadas por nucléolos proeminentes,
hipercromatismo e pleomorfismo nuclear, alteracdo na relagéo
nacleo/citoplasma, pleomorfismo celular, multinucleacdo, nimero de mitoses
elevado, mitoses atipicas e disceratose. Alteracdes no estroma como
desmoplasia, angiogénese e infiltrado inflamatério de intensidade variada
também podem ser observados (NEVILLE et al., 2004; SILVERMAN Jr.,
EVERSOLE e TRUELOVE, 2004; BARNES et al., 2005).

Leucoplasia foi definida pela Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), em
1978, como “placa ou mancha branca que ndo pode ser caracterizada
clinicamente ou patologicamente como outra doenca’” (KRAMER et al., 1978).
Desde entdo, essa definicdo vem sofrendo algumas modificacées. Em 2005,
um grupo de trabalho constituido por especialistas coordenados pela OMS

concordou em alterar a definicdo original, sugerindo que “o termo leucoplasia
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deve ser utilizado para reconhecer placas brancas de risco questionavel, tendo
sido excluidas outras doencas ou desordens conhecidas que ndo carregam
nenhum risco aumentado para cancer”. Cabe ressaltar que o termo leucoplasia
€ estritamente clinico e que esta lesdo ndo apresenta histologia especifica
(WARNAKULASURIYA, JOHNSON e VAN DER WAAL , 2007).

Anteriormente, a leucoplasia era classificada como parte do grupo das
lesbes cancerizaveis, definidas pela OMS como tecido morfologicamente
alterado que apresenta maior probabilidade de desenvolver uma neoplasia
maligna, em relagdo a mucosa clinicamente normal. A OMS também definia
condicbes cancerizaveis como doengas associadas a um risco
significantemente aumentado para o desenvolvimento de uma neoplasia
maligna. Tendo em vista que a mucosa clinicamente normal em pacientes que
apresentam lesdo cancerizavel ja pode exibir alteracbes moleculares
associadas a transformacdo maligna e que o surgimento da neoplasia maligna
nestes pacientes ndo necessariamente ocorre no sitio da lesdo cancerizavel, o
grupo de trabalho coordenado pela OMS em 2005 sugeriu abolir estes
conceitos e passou a considerar todas as entidades clinicas com risco
aumentado para desenvolver neoplasia maligna como “desordens
potencialmente malignas” (WARNAKULASURIYA, JOHNSON e VAN DER
WAAL, 2007; VAN DER WAAL, 2008).

A leucoplasia é a desordem potencialmente maligna mais comum da
mucosa bucal (VAN DER WAAL et al.,, 1997; MITHANI et al., 2007; LODI e
PORTER, 2007). Segundo Napier e Speight (2008), ap6s analisarem inUmeros
trabalhos sobre leucoplasia realizados em varias partes do mundo, a doenca é

mais comum em homens, fumantes, entre a 42 e 72 décadas de vida nos paises
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desenvolvidos, sendo que nos paises em desenvolvimento pode ocorrer de
cinco a 10 anos mais cedo. Entretanto, os autores ressaltam que a distribuigéo
por sexo, idade e local acometido € variavel, dependendo da populagéo
pesquisada e seus habitos.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de leucoplasia sao
0 uso de tabaco e alcool, radiacdo ultravioleta e microorganismos como o HPV,
principalmente subtipos 16 e 18 (VAN DER WAAL et al., 1997; LONGSHORE e
CAMISA, 2002; DIETRICH et al., 2004).

A leucoplasia pode ser classificada clinicamente em homogénea e néo
homogénea. A homogénea se apresenta como uma placa ou mancha
predominantemente branca, uniforme, plana, fina, cuja superficie pode exibir
sulcos rasos, ser lisa ou levemente enrugada. A nhdo homogénea apresenta-se
como uma placa ou mancha branca exibindo superficie irregular, nodular ou
exofitica, além de poder apresentar-se como uma placa ou mancha vermelho e
branca (eritroleucoplasia) (AXELL et al., 1996). Qualquer local da mucosa bucal
pode ser acometido e a leucoplasia pode se apresentar como leséo Unica ou
lesbes mudltiplas, bem ou mal delimitadas. O assoalho da boca e ventre de
lingua s@o os locais com maior predisposicdo a transformacédo maligna (VAN
DER WAAL et al., 1997; LONGSHORE e CAMISA, 2002).

A classificacdo da OMS de 2005 reconhece cinco categorias
histopatolégicas para as entdo denominadas lesdes epiteliais precursoras da
mucosa bucal, entre as quais se destaca a leucoplasia: hiperplasia, displasia
leve, displasia moderada, displasia severa e carcinoma in situ. Na hiperplasia
observa-se aumento no numero de células na camada espinhosa (acantose)

e/ou na camada basal/parabasal, associado a estratificagdo regular sem atipia
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celular. A displasia leve apresenta alteragcbes arquiteturais limitadas ao tergo
inferior do epitélio, acompanhadas por minima atipia celular. Na displasia
moderada as alteracdes arquiteturais e a atipia celular se estendem até o terco
médio do epitélio. Entretanto, caso esta atipia celular seja muito marcante,
pode-se classificar a displasia como severa. Na displasia severa acima de dois
tercos do epitélio mostram altera¢des arquiteturais associadas a atipia celular.
No carcinoma in situ, toda ou quase toda espessura epitelial mostra distlrbios
arquiteturais acompanhadas por pronunciada atipia celular (BARNES et al.,
2005). Entre 10 a 25% das leucoplasias apresentam algum grau de displasia
epitelial (LONGSHORE e CAMISA, 2002; BARNES et al., 2005). Deve-se
ressaltar também que uma mesma lesdo pode exibir diferentes categorias
histol6gicas em areas distintas (HOLMSTRUP et al., 2007).

A taxa de tranformacdo maligna da leucoplasia reportada na literatura
pode variar entre 0,13% e 2,2% ao ano, em funcao do sitio da boca envolvido,
da populacdo estudada e do tipo de estudo realizado (NAPIER e SPEIGHT,
2008). O risco de tranformacdo maligna é maior nas seguintes situagdes:
mulheres, individuos idosos, e lesbes de longa duracdo, localizadas no
assoalho da boca e ventre da lingua, de grande extensdo, do tipo nao-
homogéneo e idiopaticas (VAN DER WAAL et al.,1997; NAPIER e SPEIGHT,
2008). A leucoeritroplasia apresenta maior risco de transformagdo maligna
(VAN DER WAAL et al.,1997; WARNAKULASURIYA, JOHNSON e VAN DER
WAAL, 2007; NAPIER e SPEIGHT, 2008). Alguns autores acreditam ainda que
o principal fator associado a transformacgéo maligna é a presenca de displasia
epitelial (VAN DER WAAL et al.,1997; BOUQUOT, SPEIGHT e FARTHING,

2006).



15

Uma vez observada a presengca da mancha ou placa branca, o
profissional deve considerar a hipotese de diagndstico de leucoplasia caso nao
seja possivel estabelecer o diagndstico de outra doenca através do exame
clinico. A realizacdo da bidpsia € obrigatéria. O exame anatomopatolégico
pode entdo estabelecer o diagndstico de outra doenca ou, confirmar o
diagnéstico clinico de leucoplasia (WARNAKULASURIYA, JOHNSON e VAN
DER WAAL, 2007; VAN DER WAAL, 2008). Uma vez estabelecido o
diagnostico de leucoplasia, deve-se considerar a presenga ou auséncia de
displasia epitelial no exame anatomopatol6gico. Em caso de auséncia de
displasia epitelial, pode-se optar pela ndo remocao ou pela remocgéo da leséo,
estabelecendo-se um controle periédico a cada seis meses. Em caso de
presenca de displasia epitelial, opta-se pela remocdo completa da leséo e por
um controle periédico a cada trés meses (WARNAKULASURIYA, JOHNSON e
VAN DER WAAL, 2007; VAN DER WAAL, 2008). Embora nédo haja evidéncia
cientifica de que qualquer modalidade de tratamento previna o futuro
desenvolvimento de um carcinoma de células escamosas a partir de uma
leucoplasia, o principal motivo para trata-la é tentar prevenir sua transformacgéao
maligna (VAN DER WAAL et al.,1997; BRENNAN et al., 2007; VAN DER
WAAL, 2008).Vérias técnicas tém sido utilizadas ao longo dos anos. A excisao
cirirgica é o tratamento mais utilizado, no entanto as taxas de recorréncia
variam de 20 a 35%. Outras modalidades incluem criocirurgia, excisao a laser,
medicamentos (vitamina A e E, retindides, beta-caroteno e bleomicina) e
terapia fotodinamica (VAN DER WAAL et al., 1997; LONGSHORE e CAMISA,

2002; BRENNAN et al., 2007; LODI e PORTER, 2007). Independentemente da
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modalidade utilizada, recomenda-se acompanhamento periédico durante toda a
vida (VAN DER WAAL, 2008).

Miofibroblastos sao células originadas a partir de fibroblastos
diferenciados e possuem caracteristicas intermediarias entre os fibroblastos
classicos e células musculares lisas, por expressarem alfa actina de muasculo
liso (a-SMA) (DESMOULIERE, GUYOT e GABBIANI, 2004; ABRAHAM et al.,
2004).

Os microfilamentos citoplasmaticos de a-SMA, principal caracteristica
dos miofibroblastos, estruturam-se como fibras de estresse e se localizam em
diversos planos intracelulares. Os miofibroblastos se interconectam atravées de
unides intercelulares aderentes tipo Gap, de modo semelhante as células
epiteliais. Interagem com a matriz extracelular através de integrinas, com a
formacdo de um complexo de microfilamentos transmembranosos conhecidos
como fibronexus, compostos por fibras de estresse altamente contrateis no
ambito intracelular e moléculas de fibronectina da matriz extracelular
(TOMASEK et al., 2002; ABRAHAM et al., 2004).

Ha varias hipoteses para explicar sua origem: células tronco da medula
0ssea, células tronco teciduais, células especificas em diferentes tecidos,
células musculares lisas, transdiferenciacdo de fibrocitos sanguineos e
transicado local epitélio-mesénquima. Entretanto, a hipdtese mais aceita é sua
origem através da transdiferenciacdo de fibroblastos mediante estimulo por
TGF-B1 (DESMOULIERE et al.,1993).

S8o capazes de sintetizar e secretar citocinas como interleucinas e
quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores quimicos fisioldgicos,

componentes da matriz extracelular, metaloproteinases (MMPSs) e inibidores
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teciduais das metaloproteinases (TIMPs). Desempenham papel importante
durante a embriogénese, organogénese, inflamacéo, cicatrizacdo e invaséo
tumoral (ABRAHAM et al., 2004; DESMOULIERE, GUYOT e GABBIANI, 2004;
MCcANULTY, 2007).

Segundo Desmouliere, Guyot e Gabbiani (2004), apesar do papel dos
miofibroblastos na evolugdo do cancer ndo estar ainda completamente
esclarecido, sua acdo na evolucdo tumoral pode ser exercida através de trés
mecanismos: sintese de componentes especificos da matriz extracelular;
remodelagdo mecanica do tecido de granulagédo com transmisséo de tensdo
para células tumorais e producéo de citocinas especificas.

Os miofibroblastos tém sido identificados como a principal célula
encontrada em reacBes desmoplésicas do estroma de diferentes neoplasias
epiteliais malignas (VERED et al., 2007). Estdo diretamente envolvidos no
processo de remodelagcdo da matriz extracelular, tendo em vista sua
capacidade de sintetizar componentes da matriz (colageno, proteoglicanos,
fibronectina, tenascina) e de secretar enzimas proteoliticas como as
metaloproteinases (MMPs) (KALLURI E ZEISBERG, 2006). As MMPs
degradam componentes da membrana basal, principalmente coldgeno tipo IV,
permitindo que células neoplasicas invadam a lamina propria e penetrem nos
vasos sanguineos, etapa fundamental no processo de invasdo tumoral e
metastase (DESMOULIERE, GUYOT e GABBIANI, 2004; McANULTY, 2007).
Sao também capazes de estimular a proliferacdo de células neoplasicas e a
angiogénese (ORIMO et al., 2005) contribuindo para a progressao tumoral.

Estudos recentes indicam que a presenca dos miofibroblastos esta

associada a um pior prognostico de diversas neoplasias malignas. Surowiak et
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al. (2006) observaram que a elevacdo no numero de miofibroblastos no
estroma estava associado a pior prognéstico em carcinoma de mama. Tsujino
et al. (2007) demonstraram que a presenca de miofibroblastos no estroma € um
fator que piora o progndstico do cancer colo-retal.

Barth et al. (2004) avaliaram a presenca de miofibroblastos, através da
imunomarcacdo para a-SMA, em 39 amostras de carcinoma de células
escamosas de boca e mucosa normal de humanos. Miofibroblastos n&do foram
encontrados em amostras de mucosa normal. Das 39 amostras de carcinoma
de células escamosas 31 apresentaram miofibroblastos. Os autores concluiram
que a remodelacdo do estroma induzida por carcinomas invasivos €
caracterizada pelo ganho de miofibroblastos.

Vered et al. (2007) avaliaram a presenca de miofibroblastos em
amostras de mucosa normal, mucosa displasica e carcinoma de células
escamosas obtidas através da inducédo quimica da carcinogénese na lingua de
ratos pelo carcindbgeno 4NQO. Através da realizacdo de técnica
imunoistoquimica para marcacdo de o-SMA, os autores ndo detectaram a
presenca de miofibroblastos em amostras de epitélio normal, hiperceratose ou
displasia epitelial leve, moderada ou severa. Entretanto, detectaram a presenca
de uma quantidade significativa de miofibroblastos no estroma com o
desenvolvimento do carcinoma. Estes resultados divergem de outros estudos
com outros tipos de carcinoma humano que detectaram a presenca de
miofibroblastos no estroma de lesdes cancerizaveis.

Finalmente Kellerman et al. (2007), avaliaram a presenca de
miofibroblastos, através da imunomarcacédo para a-SMA, em 18 amostras de

mucosa bucal normal, 16 amostras de leucoplasia com displasia epitelial e 83
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amostras de carcinoma de células escamosas de lingua. Dos carcinomas
examinados, aproximadamente 61,4% apresentaram imunomarcagao
ausente/leve e 38,6% apresentaram imunomarcagdo densa para
miofibroblastos. As amostras de mucosa normal e leucoplasia néo
apresentaram miofibroblastos. Os autores observaram que amostras de
carcinoma com imunomarcacao densa para miofibroblastos em todo o tumor
estavam associadas a metastases regionais. Observaram também que
amostras de carcinoma com imunomarcacdo densa para miofibroblastos no
fronte de invasdo estavam associadas a metastases regionais e a menor
sobrevida dos pacientes. Portanto, concluiram que quanto maior a densidade
de miofibroblastos no tumor pior é o prognéstico do carcinoma de células

escamosas de boca.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

v" Obijetivo geral

Avaliar a presenca de miofibroblastos no estroma da leucoplasia e do

carcinoma de células escamosas de boca.
v Objetivo especifico
Avaliar a existéncia de diferenca em relacdo a densidade de

miofibroblastos no estroma entre mucosa bucal normal, leucoplasia e

carcinoma de células escamosas de boca.
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CONSIDERACOES GERAIS

A propriedade mais importante das neoplasias malignas é a sua
capacidade de invasdo local e disseminacdo a distancia, originando
metastases que sdo sua principal causa de morbidade e mortalidade. A
formacdo de metastases € um processo complexo que depende de inimeras
interacOes entre as células malignas e o hospedeiro. Este processo envolve
uma sequéncia de eventos caracterizada pela invasdo da matriz extracelular
adjacente ao tumor primario, acesso as vias de disseminacdo vascular,
reconhecimento do 6rgdo alvo, invasdo da matriz extracelular neste 6rgao e
estabelecimento do tumor secundario (FIDLER, 2003). Durante a invaséo
tumoral da matriz extracelular, as células neoplasicas se aderem a
componentes desta matriz, secretam ou induzem células mesenquimais a
secretarem metaloproteinases que degradam localmente a matriz e
posteriormente se locomovem atraves da regido degradada. A repeticéo ciclica
destes passos proporciona o processo de invasdo tumoral (LIOTTA, 1986).

Os miofibroblastos estdo diretamente envolvidos no processo de
remodelacdo da matriz extracelular das neoplasias, tendo em vista sua
capacidade de sintetizar componentes da matriz (colageno, proteoglicanos,
fibronectina, tenascina) e de secretar enzimas proteoliticas como as
metaloproteinases (MMPs) (KALLURI E ZEISBERG, 2006). As MMPs
degradam componentes da membrana basal, principalmente colageno tipo IV,
permitindo que células neoplasicas invadam a lamina prépria e penetrem nos
vasos sanguineos, etapa fundamental no processo de invasdo tumoral e

metastase (DESMOULIERE, GUYOT e GABBIANI, 2004; McANULTY, 2007).
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Estudos recentes indicam que a presenca dos miofibroblastos esta
associada a um pior prognoéstico de diversas neoplasias malignas (ORIMO et
al. 2005; SUROWIAK et al. 2006; TSUJINO et al. 2007) inclusive do carcinoma
de células escamosas de boca (KELLERMANN et al. 2007).

Entretanto, apesar da reconhecida importancia dos miofibroblastos no
processo de invasdo tumoral e metédstase, poucos estudos avaliaram sua
presenca no estroma da leucoplasia e do carcinoma de células escamosas de
boca. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a presenca de
miofibroblastos no estroma da leucoplasia e do carcinoma de células
escamosas de boca, além de analisar a existéncia de diferenca em relagéo a
densidade de miofibroblastos no estroma entre mucosa bucal normal,
leucoplasia com displasia epitelial ausente/leve, leucoplasia com displasia
epitelial moderada/severa/carcinoma in situ e carcinoma de células escamosas
de boca. Para a deteccdo de miofibroblastos, as amostras foram submetidas a
reacdo imunoistoquimica para alfa actina de mdsculo liso, um marcador de
miofibroblastos amplamente utilizado na literatura. Apesar de alguns estudos
realizarem uma andlise quantitativa da imunomarcacao para miofibroblastos,
consideramos mais simples e igualmente efetiva a andlise qualitativa destes
resultados, tendo em vista que os miofibroblastos se associam em GAPS,
tornando dificil sua individualizagdo. Nosso estudo, semelhante a outros
existentes na literatura, realizou uma analise qualitativa, classificando a

densidade de miofibroblastos como ausente, escassa e densa.
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ABSTRACT

Oral leukoplakia (OL) is the most common potentially malignant disorder of the
oral mucosa. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common oral
malignancy. Myofibroblasts have intermediate characteristics between classic
fibroblasts and smooth muscle cells. Due to its ability to modify the extracellular
matrix, myofibroblasts play an important role in tumor invasion and metastasis.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the presence of myofibloblasts
in OL and OSCC. A total of 10 normal oral mucosa used as a control, 30 OL,
and 41 OSCC from archival formalin-fixed, paraffin-embedded specimens were
evaluated. Myofibroblasts were identified by immunohistochemical detection of
alpha smooth muscle actin (a-sma). The myofibroblasts immunostaining was
qualitatively classified as negative, scanty, and dense. Differences among the
groups were analyzed using the Kruskal Wallis test. No myofibroblasts were
observed in normal oral mucosa. OL did not also show the presence of
myofibroblasts, whatever the histological grading. The presence of
myofibroblasts was observed in 30 of 41 OSCC (73%). The myofibroblasts
immunostaining was negative in 11 samples (27%), scanty in 15 samples
(36,5%), and dense in 15 samples (36,5%). The myofibroblasts immunostaining
was higher in OSCC in relation to normal oral mucosa and OL. The present
study demonstrates that myofibroblasts were not detected in OL and are
heterogeneously present at OSCC, suggesting that these cells are not
significant during oral carcinogenesis but should play an important role in OSCC

invasion and metastasis.

Key words : oral cancer, squamous cell carcinoma, leukoplakia, myofibroblast.
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Resumo

O carcinoma de células escamosas é a neoplasia maligna mais comum
da mucosa bucal e esta relacionado a altos indices de mortalidade. Desordens
potencialmente malignas da mucosa bucal sdo entidades clinicas com risco
aumentado para desenvolver um carcinoma de células escamosas. Entre estas
desordens se destacam a leucoplasia, eritroplasia e a queilite actinica. O
cirurgido-dentista é o profissional que apresenta mais oportunidades para
realizar o diagndstico precoce do carcinoma de células escamosas, além da
deteccdo das desordens potencialmente malignas da mucosa bucal. O objetivo
desta revisdo é abordar a etiopatogenia, as caracteristicas clinicas, a

histopatologia, o diagndstico, o tratamento e o progndstico destas lesdes.

Palavras chave: cancer de boca, carcinoma de células escamosas, leucoplasia,

eritroplasia, queilite
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Abstract

The squamous cell carcinoma represents the most common malignancy of the
oral mucosa and is related to high rates of mortality. Potentially malignant
disorders of the oral mucosa are all clinical presentations that carry an
increased risk for developing squamous cell carcinoma. Among these disorders
are leukoplakia, erithroplakia, and actinic cheilitis. The dentist has more
opportunities to achieve early diagnosis of oral squamous cell carcinoma and to
detect the potentially malignant disorders of the oral mucosa. The aim of the
present study is to review the etiopathogenesis, the clinical features, the

histopathology, the treatment and the prognosis of these lesions.

Key words: oral cancer, squamous cell carcinoma, leukoplakia, erythroplasia,

cheilitis
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Introducao

A mucosa bucal pode ser acometida por diversos processos patolégicos
de origem traumatica, reacional, infecciosa, auto-imune e neoplasica, além de
inUmeras manifestagbes bucais de doencas sistémicas (1-3). Entre estas
doencas, merece destaque o carcinoma de células escamosas, que representa
a neoplasia maligna mais comum da mucosa bucal e esta relacionado a altos
indices de morbidade e mortalidade (1-4). Destacam-se também algumas
entidades clinicas que apresentam risco aumentado para o desenvolvimento do
carcinoma de células escamosas, denominadas “desordens potencialmente
malignas” (5,6).

O cirurgido-dentista é o profissional que apresenta mais oportunidades
para realizar o diagndstico precoce do carcinoma de células escamosas, além
da deteccdo das desordens potencialmente malignas da mucosa bucal.
Portanto, tendo em vista a importancia do conhecimento destas lesbes na
formacao do cirurgido-dentista, o presente estudo tem como objetivo realizar
uma revisdo da literatura sobre as principais desordens potencialmente
malignas da mucosa bucal e o carcinoma de células escamosas de boca,
abordando aspectos relativos a etiopatogenia, caracteristicas clinicas,

histopatologia, diagnostico e tratamento.

Desordens potencialmente malignas da mucosa bucal

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classificava 0s processos
patologicos associados a maior risco de transformacdo maligna da mucosa
bucal em dois grupos: lesGes canceriziveis e condi¢cdes cancerizaveis. Leséo

cancerizavel era definida pela OMS como um tecido morfologicamente alterado



34

gue apresenta maior probabilidade de desenvolver uma neoplasia maligna, em
relagdo a mucosa clinicamente normal. Por outro lado, as condigbes
cancerizaveis eram definidas como doencgas que ndo necessariamente alteram
a morfologia da mucosa bucal, mas que estdo associadas a um risco
significantemente aumentado para o desenvolvimento de uma neoplasia
maligna. Tendo em vista que a mucosa clinicamente normal em pacientes que
apresentam lesdo cancerizavel ja pode exibir alteracbes moleculares
associadas a transformacdo maligna e que o surgimento da neoplasia maligna
nestes pacientes ndo necessariamente ocorre no sitio da lesdo cancerizavel,
um grupo de trabalho coordenado pela OMS em 2005 sugeriu abolir estes
conceitos e passou a considerar todas as entidades clinicas com risco
aumentado para desenvolver uma neoplasia maligna como “desordens
potencialmente malignas” (5,6).

Neste trabalho, serdo abordadas as principais desordens potencialmente

malignas da mucosa bucal: leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica.

Leucoplasia

Leucoplasia é a desordem potencialmente maligna mais comum da
mucosa bucal (7-9).

Foi definida pela OMS pela primeira vez em 1978 como “placa ou
mancha branca que nado pode ser caracterizada clinicamente ou
patologicamente como outra doenca” (10) (Fig. la). Desde entdo, essa
definicdo vem sofrendo algumas modificagbes. Em 2005, um grupo de trabalho

constituido por especialistas coordenados pela OMS concordou em alterar a
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definicdo original, sugerindo que “o termo leucoplasia deve ser utilizado para
reconhecer placas brancas de risco questionavel, tendo sido excluidas outras
doencas ou desordens conhecidas que ndo carregam nenhum risco aumentado
para cancer”. Cabe ressaltar que o termo leucoplasia € estritamente clinico e
que esta lesdo ndo apresenta histologia especifica (5).

Napier e Speight (11), ap0s analisarem inimeros trabalhos sobre
leucoplasia realizados em vérias partes do mundo, observaram que a doenca €
mais comum em homens, fumantes, entre a quarta e sétima décadas de vida
nos paises desenvolvidos, sendo que nos paises em desenvolvimento pode
ocorrer de cinco a 10 anos mais cedo. Entretanto, os autores ressaltam que a
distribuicdo por sexo, idade e local acometido é variavel, dependendo da
populacdo pesquisada e seus habitos.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de leucoplasia sao
0 uso de tabaco e alcool, radiacdo ultravioleta e microorganismos como o HPV,
principalmente subtipos 16 e 18 (7,12,13).

A leucoplasia pode ser classificada clinicamente em homogénea e néo
homogénea. A homogénea se apresenta como uma placa ou mancha
predominantemente branca, uniforme, plana, fina, cuja superficie pode exibir
sulcos rasos, ser lisa ou levemente enrugada (Fig 1a). A ndo homogénea
apresenta-se como uma placa ou mancha branca exibindo superficie irregular,
nodular ou exofitica além de poder apresentar-se como uma placa ou mancha
vermelho e branca (eritroleucoplasia) (14). Qualquer local da mucosa bucal
pode ser acometido e a leucoplasia pode se apresentar como leséo Unica ou

lesBes multiplas, bem ou mal delimitadas (7,11).
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Os principais diagnésticos diferencias da leucoplasia sdo ceratose
friccional, liquen plano reticular, reacdo liguenoide, candidiase hiperplasica,
leucoplasia pilosa, estomatite nicotinica, lesdo por agente quimico, mucosa
mordiscada e nevo branco esponjoso (2,5,6).

A classificagdo da OMS de 2005 reconhece cinco categorias
histopatolégicas para as entdo denominadas lesdes epiteliais precursoras da
mucosa bucal, entre as quais se destaca a leucoplasia: hiperplasia, displasia
leve, displasia moderada, displasia severa e carcinoma in situ. Na hiperplasia
observa-se aumento no numero de células na camada espinhosa (acantose)
e/ou na camada basal/parabasal, associado a estratificacdo regular sem atipia
celular. A displasia leve apresenta alteragcbes arquiteturais limitadas ao tergo
inferior do epitélio, acompanhadas por minima atipia celular (Fig. 2a). Na
displasia moderada as alteragdes arquiteturais e a atipia celular se estendem
até o terco médio do epitélio (Fig. 2b). Entretanto, caso esta atipia celular seja
muito marcante, pode-se classificar a displasia como severa. Na displasia
severa acima de dois tercos do epitélio mostram alteragbes arquiteturais
associadas a atipia celular. No carcinoma in situ, toda ou quase toda espessura
epitelial mostra distarbios arquiteturais acompanhadas por pronunciada atipia
celular (3). Holmstrup et al. (15) demonstraram que a maioria das leucoplasias
homogéneas apresentam auséncia de displasia epitelial (43%) ou displasia
epitelial leve (33%), enquanto a maioria das leucoplasias heterogéneas
apresentam displasia epitelial leve (20%), moderada (32%) ou severa (20%).
Estes autores também observaram que uma mesma lesdo pode exibir

diferentes categorias histoldégicas em areas distintas.
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A taxa de tranformacdo maligna da leucoplasia reportada na literatura
pode variar entre 0,13% e 2,2% ao ano, em funcdo do sitio da boca envolvido,
da populacdo estudada e do tipo de estudo realizado (11). O risco de
tranformacdo maligna é maior nas seguintes situagdes: mulheres, individuos
idosos, e lesdes de longa duracéo, localizadas no assoalho da boca e ventre
da lingua, de grande extenséao, do tipo ndo-homogéneo e idiopaticas (7,11). A
leucoeritroplasia apresenta maior risco de transformacdo maligna (5,7,11).
Alguns autores acreditam ainda que o principal fator associado a transformacéo
maligna € a presenca de displasia epitelial (7,16).

Uma vez observada a presenca da mancha ou placa branca, o
profissional deve considerar a hipotese de diagndstico de leucoplasia caso nao
seja possivel estabelecer o diagndstico de outra doenca através do exame
clinico. A realizacdo da bidpsia € obrigatéria. O exame anatomopatolégico
pode entdo estabelecer o diagnéstico de outra doenca ou confirmar o
diagnéstico clinico de leucoplasia (5,6). Uma vez estabelecido o diagnéstico de
leucoplasia, deve-se considerar a presenca ou auséncia de displasia epitelial
no exame anatomopatolégico. Em caso de auséncia de displasia epitelial,
pode-se optar pela ndo remogéo ou pela remocéo da lesdo, estabelecendo-se
um controle periédico a cada seis meses. Em caso de presenca de displasia
epitelial, opta-se pela remog¢éo completa da lesdo e por um controle periédico a
cada trés meses (5,6). Embora ndo haja evidéncia cientifica de que qualquer
modalidade de tratamento previna o futuro desenvolvimento de um carcinoma
de células escamosas a partir de uma leucoplasia, o principal motivo para trata-
la é tentar prevenir sua transformacdo maligna (6,7,17). Varias técnicas tém

sido utilizadas ao longo dos anos. A excisdo cirdrgica € o tratamento mais
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utilizado, no entanto as taxas de recorréncia variam de 20 a 35%. Outras
modalidades incluem criocirurgia, excisdo a laser, medicamentos (vitamina A e
E, retindides, beta-caroteno e bleomicina) e terapia fotodinamica (7,9,12,17).
Independentemente da modalidade utilizada, recomenda-se acompanhamento

periddico durante toda a vida (6).

Eritroplasia

Eritroplasia foi definida pela OMS em 1978 como “placa ou mancha
vermelha que ndo pode ser caracterizada clinicamente ou patologicamente
como outra doenc¢a” (10) (Fig. 1b). Em 2005, um grupo de trabalho constituido
por especialistas coordenados pela OMS concordou em manter esta definicdo
original (5). Trata-se da desordem potencialmente maligna da mucosa bucal
que apresenta o maior risco de transformacao maligna (5), com taxas variando
entre 14,3% a 50% (18).

A eritroplasia é mais freqiente em homens entre a quarta e sétima
décadas de vida (19). Apresenta-se como uma macula ou placa plana,
eritematosa, com uma superficie lisa ou granular (18). Qualquer local da
mucosa bucal pode ser afetado, mas assoalho da boca, lingua e palato mole
sao os locais mais acometidos (2,18). Usualmente a lesdo é Unica, o que ajuda
a diferencia-la das demais lesbes clinicamente semelhantes, que sdo na
grande maioria multiplas (6).

Os principais diagnésticos diferencias da eritroplasia sdo liquen plano
erosivo, candidiase eritematosa, reacfes de hipersensibilidade e lesfes

vasculares (2,5,6).
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A OMS reconhece cinco categorias histopatolégicas para a eritroplasia
(mesma classificacdo utilizada para a leucoplasia): hiperplasia, displasia leve,
displasia moderada, displasia severa e carcinoma in situ. (3). Deve-se ressaltar
gue a maioria das eritroplasias apresenta-se histologicamente como displasia
moderada, displasia severa ou carcinoma in situ (15).

A conduta para o diagnostico é semelhante a adotada para a
leucoplasia. Diante de uma mancha ou placa vermelha, o profissional deve
considerar a hipdtese de diagndstico de eritroplasia caso nao seja possivel
estabelecer o diagnostico de outra doenca através do exame clinico. A biopsia
deve obrigatoriamente ser realizada. O exame anatomopatolégico pode entéo
estabelecer o diagnéstico de outra doenca ou confirmar o diagndstico clinico de
eritroplasia. Uma vez estabelecido o diagndéstico de eritroplasia, deve-se
considerar a presenca ou auséncia de displasia epitelial no exame
anatomopatolégico. Em caso de auséncia de displasia epitelial, pode-se optar
pela ndo remocgao ou pela remocédo da leséo, estabelecendo-se um controle
periédico a cada seis meses. Em caso de presenca de displasia epitelial, opta-
se pela remocdo completa da lesdo e por um controle periddico a cada trés

meses (5,6).

Queilite actinica

O carcinoma de células escamosas de labio pode ser precedido por uma

desordem potencialmente maligna denominada queilite actinica, causada pela

exposicao cronica da semimucosa labial a radiacéo solar (1,2).
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E limitada a pessoas de pele clara, raramente com menos de 45 anos de
idade e com forte predilecdo pelo sexo masculino, chegando as vezes a uma
proporcao 10:1 em alguns estudos (2). Esta leséo caracteriza-se pela presenca
de atrofia da mucosa e perda do limite entre a semimucosa e a pele adjacente
(Fig. 1c). Pode-se observar a presenca de descamacdo epitelial, maculas
vermelhas atréficas e placas brancas hiperqueratéticas. Progressivamente,
podem surgir ulceragdes de evolugao cronica em uma ou mais regides (1,2).

A queilite actinica caracteriza-se histologicamente pela presenca de um
epitélio de revestimento atréfico que pode exibir varios graus de displasia.
Observa-se também a presenca de uma alteracdo basofilica amorfa na lamina
propria, denominada elastose solar, decorrente da ac¢éo da radiacéo ultravioleta
sobre fibras colagenas e elasticas (1,2).

Em pacientes com queilite actinica, a prote¢éo dos labios com filtro solar
esta indicada (20). Em casos de ulceracdo persistente a biopsia esta indicada
(20). Se a biopsia demonstrar a presenca de displasia epitelial pode-se optar
pela realizacdo de vermelhonectomia. Este procedimento é importante para
prevenir sua transformacdo em carcinoma de células escamosas de labio
(20,21). Outras formas de tratamento incluem a criocirurgia, ablagdo com laser
de CO,, eletrodissecacéo, aplicacao topica do creme fluorouracil 5 ou terapia

fotodinamica (21).

Carcinoma de células escamosas

O carcinoma de células escamosas, também denominado carcinoma

epiderméide ou carcinoma espinocelular, representa mais de 90% das
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neoplasias malignas que acometem a mucosa bucal e esta relacionado a altos
indices de morbidade e mortalidade (1-4).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer estimou para 2008 a ocorréncia
de 14160 novos casos de cancer bucal, sendo 10380 em homens e 3780 em
mulheres, o0 que torna essa doenca o0 quinto tipo de cancer mais comum em
homens e o sétimo mais comum em mulheres (22).

Dentre os fatores de risco para o seu desenvolvimento destacam-se
tabaco, alcool e radiacdo solar, sendo este ultimo relacionado principalmente
ao labio inferior (1-3). Vérios estudos realizados na ultima década sugerem que
a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), principalmente pelos subtipos
16 e 18, pode também ser considerada um fator de risco para o
desenvolvimento desta neoplasia (23,24).

Essa neoplasia acomete principalmente individuos do sexo masculino,
entre a quinta e sexta décadas de vida (25,26). Entretanto, nas ultimas
décadas, tem sido observado um aumento no nimero de pacientes adultos
jovens (3).

As regides da boca mais afetadas sdo labio inferior, lingua, assoalho
bucal, gengiva, palato duro e mucosa jugal (2,3,26,27). O carcinoma de células
escamosas caracteriza-se por uma apresentacao clinica variavel, podendo ser
observadas lesBes leucoplasicas (2) (Fig. 1d), eritroplasicas (Fig. 1le),
eritroleucoplasicas (Fig. 1f), endofiticas (ulceradas) (Fig. 1g), ou exofiticas
(tumorais) (Fig. 1h).

Os principais diagndsticos diferenciais do carcinoma de células
escamosas sdo a paracoccidioidomicose, manifestagcbes bucais da

tuberculose, da sifilis e de outras micoses profundas (20), lesGes traumaticas
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(fisicas, quimicas e mecanicas), ceratoacantoma e queilite actinica (para
lesBes de labio inferior) e sialometaplasia necrosante (para lesdes de palato
duro) (28). A bidpsia incisional envolvendo uma parte da lesdo e uma parte de
tecido normal adjacente é fundamental para o diagndstico (28).

O carcinoma de células escamosas origina-se de queratindcitos do
epitélio de revestimento da mucosa bucal. Histologicamente observa-se
invasdo da lamina propria por lencgois, ninhos, corddes ou pequenos grupos de
células epiteliais, cuja morfologia lembra células da camada espinhosa do
epitélio de revestimento. As células neoplasicas podem formar pérolas de
queratina e apresentar alteracdes morfolégicas caracterizadas por nucléolos
proeminentes, hipercromatismo e pleomorfismo nuclear, alteragédo na relacao
ndcleo/citoplasma, pleomorfismo celular, multinucleacdo, nimero de mitoses
elevado, mitoses atipicas e disceratose. Infiltrado inflamatério de intensidade
variada também pode ser observado (2-4) (Fig. 2c e 2d).

O paciente com carcinoma de células escamosas de boca deve ser
avaliado por uma equipe multidisciplinar que inclua cirurgido de cabeca e
pescoco, radioterapeuta, oncologista, cirurgido-dentista, fonoaudidlogo e
enfermeiro especializado. O tratamento de escolha é a cirurgia, que pode variar
de uma excisdo local com uma margem de seguranca de 1 a 2 cm, até uma
remocao mais ampla, dependendo da extensdo e do estadiamento da doenca.
A radioterapia é usada no tratamento de lesdes iniciais ou quando o paciente
nao esta apto a realizar uma cirurgia. Funciona também como um adjuvante no
tratamento, diminuindo as taxas de recorréncia local. Em lesbes mais
avancadas, a combinagéo de cirurgia e radioterapia trazem melhor chance de

cura do que uma ou outra isolada. Convencionalmente a quimioterapia é usada
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como um tratamento paliativo para lesdes em estagios mais avancados,
quando a doenca € inoperavel ou quando o paciente ndo esta apto para
cirurgia. Entretanto, com o desenvolvimento nas ultimas décadas de varios
agentes citotoxicos como a cisplatina, taxano e 5-fluorouracil e suas
combinagdes, o papel da quimioterapia tem se expandido de paliativo para
adjuvante no tratamento do carcinoma de células escamosas bucal. A
combinagcdo da radioterapia e quimioterapia simultaneamente tem melhorado
ainda mais os resultados do tratamento (29).

Conhecer os fatores progndsticos do carcinoma de células escamosas €
fundamental para o planejamento terapéutico adequado e para avaliar a
situacao real do paciente e as perspectivas para o controle da doenca (28). O
prognostico do carcinoma epidermoéide estd diretamente relacionado ao
estadiamento clinico do tumor através do sistema TNM. Este sistema utiliza
trés parametros, onde T indica o tamanho do tumor, N a presenca e extensao
de metastases para linfonodos regionais e M a presenca de metastases a
distancia. Estes parametros sdo mensurados e reunidos em quatro estagios,
numerados de | a IV em ordem crescente de acordo com o grau de
disseminagdo do tumor. Quanto maior o estagio, pior é o prognostico da
neoplasia. A sobrevida de 5 anos é de aproximadamente 85% no estadio |,

66% no estédio 11, 41% no estadio Il e 9% no estadio IV (2,30).

Consideracdes finais
O carcinoma de células escamosas da mucosa bucal, apesar de ser facilmente
visivel e diagnosticado, ainda representa uma importante causa de

mortalidade. O papel do cirurgido-dentista na deteccdo e tratamento das
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desordens potencialmente malignas e no diagndstico precoce do carcinoma de
células escamosas da mucosa bucal é extremamente importante. Para isso é
fundamental que o profissional conheca bem a etiopatogenia, as caracteristicas
clinicas e histopatolégicas, as modalidades de tratamento e o progndstico tanto
das desordens potencialmente malignas quanto do carcinoma de células
escamosas. A deteccdo precoce desta neoplasia depende de uma conduta
adequada junto aos pacientes, que se inicia com uma boa anamnese e com 0
exame fisico detalhado da mucosa bucal, passando pelo correto diagndstico e
encaminhamento do paciente para tratamento ainda na fase inicial da doenca,

0 que favorece imensamente o seu prognostico.
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Figura 1. Apresentacdo clinica de leucoplasia (a), eritroplasia (b), queilite
actinica (c) e carcinoma de células escamosas com aspecto leucoplasico (d),

eritroplasico (e), leucoeritroplasico (f), endofitico (g) e exofitico (h).
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Figura 2. Aspecto histopatoldgico de leucoplasia com displasia epitelial leve (a,
HE — 100X), leucoplasia com displasia epitelial moderada (b, HE — 100X) e

carcinoma de células escamosas (c, HE — 40X; d, HE — 100X).
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ANEXO 3 — Artigo principal da dissertacdo que serad submetido ao periddico

Journal of Oral Pathology & Medicine.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Oral leukoplakia (OL) is the most common potentially
malignant disorder of the oral mucosa. Oral squamous cell carcinoma (OSCC)
is the most common oral malignancy. Myofibroblasts have intermediate
characteristics between classic fibroblasts and smooth muscle cells. Due to its
ability to modify the extracellular matrix, myofibroblasts play an important role in
tumor invasion and metastasis. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the presence of myofibloblasts in OL and OSCC.

METHODS: A total of 10 normal oral mucosa used as a control, 30 OL, and 41
OSCC from archival formalin-fixed, paraffin-embedded specimens were
evaluated. Myofibroblasts were identified by immunohistochemical detection of
alpha smooth muscle actin (a-sma). The myofibroblasts immunostaining was
qualitatively classified as negative, scanty, and dense. Differences among the
groups were analyzed using the Kruskal Wallis test.

RESULTS: No myofibroblasts were observed in normal oral mucosa used as a
control. OL did not also show the presence of myofibroblasts, whatever the
histological grading. The presence of myofibroblasts was observed in 30 of 41
OSCC (73%). The myofibroblasts immunostaining was negative in 11 samples
(27%), scanty in 15 samples (36.5%), and dense in 15 samples (36.5%). The
myofibroblasts immunostaining was higher in OSCC in relation to normal oral

mucosa and OL (p<0.05).

CONCLUSIONS: The present study demonstrates that myofibroblasts were not
detected in OL and are heterogeneously present at OSCC, suggesting that
these cells are not significant during oral carcinogenesis but should play an

important role in OSCC invasion and metastasis.
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Introduction

Leukoplakia is the most common potentially malignant disorder of the
oral mucosa, defined as a white plaque of questionable risk having excluded
other known diseases or disorders that carry no increased risk for cancer (1).
Oral leukoplakia (OL) mainly affects men over 40 years old and tobacco use is
its most important pre-disposing factor (2). Leukoplakia is a clinical term (1)
and, according to the WHO classification (3), may be histologically categorized
as squamous cell hyperplasia, mild dysplasia, moderate dysplasia, severe
dysplasia and carcinoma in-situ. The rate of malignant transformation ranges
among 0.13% to 2.2% per year (2).

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most common
malignances worldwide and represents 90% of the malignant tumors of the oral
cavity (3). OSCC also mainly affects men over 40 years old and the most
relevant risk factors for its development are tobacco, alcohol, HPV 16 and 18
infection, and ultraviolet radiation (3-6). The tumor may arise in any site of the
oral cavity chiefly in lower lip, tongue, floor of mouth, soft palate, and
gingival/alveolar ridge (3,7).

Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that express alpha smooth
muscle actin and have intermediate characteristics between classic fibroblasts
and smooth muscle cells (8,9). Its most referred origin is the fibroblast
transdifferentiation stimulated by cytokines as TGF-f1 (8-11). Due to its ability
to modify the extracellular matrix, myofibroblasts play an important role in tumor
invasion and metastasis (8,10,12,13). Several studies have indicated that the
presence of myofibroblasts in the stroma is associated with a worse prognosis

of different malignant tumors (14,15), including OSCC (16).
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Despite its relevance in tumor behavior, few studies have evaluated
myofibroblasts in potentially malignant disorders of the oral mucosa (16) and
OSCC (16-19). Therefore, the aim of this study is to evaluate the presence of

myofibroblasts in OL and OSCC.

Material and Methods

Tissues and samples

This study was approved by the local ethics committee.

A total of 30 OL and 41 OSCC from archival formalin-fixed, paraffin-
embedded specimens were evaluated. 10 samples of normal oral mucosa were
used as a control.

OL samples were previously histologically classified according the WHO
classification system (3) and categorized in two groups: 1) 13 OL classified as
squamous cell hyperplasia (absence of dysplasia) or mild dysplasia; 2) 17 OL

classified as moderate dysplasia, severe dysplasia or carcinoma in-situ.

Immunohistochemistry

Myofibroblasts were identified by immunohistochemical detection of
alpha smooth muscle actin (a-sma), a marker for myofibroblasts. Four pm
sections from the paraffin-embedded samples were used. Tissue sections were
dewaxed with xylene, hydrated using graded alcohols, and treated with 0.6%
H.O, to eliminate endogenous peroxidase activity. Antigen retrieval was
conducted by heating in a 0.01 M citrate buffer (pH 6.0) for 30 minutes.

Subsequently, the anti-a-sma monoclonal antibody was used (clone 1A4,
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diluted 1:100; Dako Corporation, Carpinteria, USA). The LSAB+ kit (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) was used for application of the biotinylated link
antibody and peroxidase-labeled streptavidin, according to the manufacturer’s
instructions. The reactive products were visualized by immersing the sections
for 3 min in 0.03% diaminobenzidine solution, containing 2 mM H,O, The
sections were then counterstained with Mayer’'s hematoxylin, dehydrated, and
mounted. Normal vessel's smooth muscle immunoreactivity was used as a
positive control. Negative control was determined by omission of the primary

antibody.

Scoring of immunostaining results

A light microscopy was used to evaluate the immunohistochemical
reactions. Alpha smooth muscle actin positive stromal cells, showing
cytoplasmatic immunostaining, were considered as myofibroblasts.
Myofibroblasts immunostaining was qualitatively classified as negative (0),

scanty (1), and dense (2).

Statistical analysis

The data were analyzed by means of BioEstat 5.0 software (Optical
Digital Technology, Belém, Brazil). Differences among the groups were
analyzed using the Kruskal Wallis test. Tests were considered significant when

their P-values were <0.05.
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Results

No myofibroblasts were observed in normal oral mucosa used as a
control (Table 1). OL did not also show the presence of myofibroblasts,

whatever the histological grading (Fig. 1a and b) (Table 1).

The presence of myofibroblasts was observed in 30 of 41 OSCC (73%).
The myofibroblasts immunostaining was classified as negative in 11 samples
(27%) (Fig. 1c and d), scanty in 15 samples (36.5%) (Fig. 1e and f), and dense

in 15 samples (36.5%) (Fig. 1g and h) (Table 1).

The myofibroblasts immunostaining was higher in OSCC in relation to

normal oral mucosa and OL (p<0.05) (Table 1).

Discussion

Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that express alpha smooth
muscle actin (8,9). These cells synthesize and secrete cytokines, growth
factors, inflammatory mediators, extracellular matrix proteins,
metalloproteinases, and tissue inhibitors of metalloproteinases. Therefore,
myofibroblasts play an important role during embryogenesis, organogenesis,

inflammation, and would healing (8,9,11).

Due to its ability to modify the extracellular matrix, myofibroblasts also
participate in tumor invasion and metastasis (8,10,11). Metastasis is a complex
process that depends on many interactions among tumor cells and the
microenvironment. It involves a sequence of events characterized by tumor
growth and angiogenesis, detachment between the tumor cells, invasion of the

extracellular matrix (ECM), vascular dissemination, extravasation in target
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organs, and establishment of secondary tumor. During the ECM invasion, the
tumor cell must adhere to its components, promote its degradation by
metalloproteinases, and then move through the degraded ECM. The cyclic
repetition of these steps provides the invasion of the ECM (20,21).

Myofibroblasts have been identified in the reactive stroma of breast (14),
gastric (22), liver (23), prostate (24), and colorectal (15) cancer. However, few
studies have evaluated myofibroblasts in potentially malignant disorders of the
oral mucosa (16) and OSCC (16-19).

In the present study, no myofibroblasts were observed in OL, no matter
what the histological grading (Table 1). Similar results from prior literature have
been observed as regards OL (16) and dysplastic epithelium in rat tongue
carcinogenesis model (19). These results suggest that myofibroblasts are not
present in the stroma during oral carcinogenesis, even in its advanced stages.
These results also reinforce the hypothesis that, in this process, the appearance
of myofibroblasts is entirely dependent on the OSCC development (19) and
contact among OSCC cells and the stroma is needed to induce myofibroblast
transdifferentiation  (16). Nevertheless, myofibroblasts were in fact
demonstrated in premalignant lesions of breast (25), uterine cervix (26), and
intestinal mucosa (27).

Our results showed the presence of myofibroblasts in 73% of the OSCC
samples (Table 1). These findings are in accordance with previous reports
evaluating oral squamous cell carcinoma (16-19). These results suggest that
stromal remodeling induced by OSCC is characterized by gain of
myofibroblasts, as originally reported by Lewis et al. (18) and Barth et al. (17).

The myofibroblast is a key cell in the stromatogenesis, a dynamic process in
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ECM remodeling, induced by tumor cells, that creates a permissive environment
for tumor growth, local invasion and metastasis (8,10,12,13). Kellermann et al.
(16) demonstrated that OSCC showing abundant presence of myofibroblasts
are associated to higher proliferative activity of tumor cells, regional metastasis
and survival, in relation to OSCC with negative and scanty myofibroblasts.
Moreover, the presence of myofibroblasts in the stroma was associated with a
worse prognosis in other malignancies as breast (15) and colorectal cancer
(14).

The myofibroblasts immunostaining was negative in 27%, scanty in
36.5%, and dense in 36.5% of the OSCC samples (Table 1). This
heterogeneous presence of myofibroblasts in OSCC has been related in
previous reports (16-19). It was also reported that OSCC cell lines induce oral
fibroblast transdifferentiation into myofibroblasts in vitro, through secretion of
TGF-B1 (18,28). As this paracrine interaction may also occur in vivo, the
heterogeneous presence of myofibroblasts in OSCC should be explained by
differences in TGF-B1 secretion by OSCC cells.

In conclusion, myofibroblasts were not detected in OL and are
heterogeneously present at OSCC, suggesting that these cells are not
significant during oral carcinogenesis but should play an important role in OSCC

invasion and metastasis.
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Table 1 Myofibroblasts presence in normal oral mucosa, oral leukoplakia (OL)

and oral squamous cell carcinoma (OSCC).

Negative Scanty Dense P-value *
Normal oral mucosa 10 (100%) 0 0 n.s.?
oL 30 (100%) 0 0 <0.05°"
oscc 11 (27%) 15 (36.5%) 15 (36.5%) <0.05°

! p-values were obtained through the Kruskal Wallis test
# normal oral mucosa vs. OL

® hormal oral mucosa vs. OSCC

°OLvs. OSCC

n.s., not significant



68

Figure 1 - Immunohistochemical reactivity for alpha smooth muscle actin (a-
sma) in oral leukoplakia (OL) and oral squamous cell carcinoma (OSCC). a-sma
positive stromal cells, showing cytoplasmatic immunostaining, were considered
as myofibroblasts. Normal vessel's smooth muscle immunoreactivity was used
as a positive control. No myofibroblasts were observed in OL [a and b; original
magnification: x100(a) and x200(b)]. In OSCC, the presence of myofibroblasts
was nhegative [c and d; original magnification: x100(c) and x200(d)], scanty [e
and f; original magnification: x100(e) and x200(f)] or dense [g and h; original
magnification: x100(g) and x200(h)].
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ANEXO 4

Sexo e idade dos pacientes, localizacdo da lesdo e densidade de miofibroblastos dos casos
de carcinoma de células escamosas do arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia da PUC Minas utilizados nesse trabalho.

Amostra Sexo Idade |Localizacdo da Leséo Imunomarca¢  ao
1 F 56 Trigono, orofaringe, lingua Ausente
2 M 72 Labio inferior Ausente
3 M 61 Trigono, orofaringe, lingua Ausente
4 F 62 Labio inferior Ausente
5 M 59 Palato Ausente
6 F 62 Rebordo inferior bilateral Ausente
7 M 70 Assoalho bucal, lingua Ausente
8 M 53 Assoalho Bucal Ausente
9 M 78 Labio inferior Ausente
10 F 65 Labio inferior Ausente
11 M 69 Labio inferior Ausente
12 M 71 Labio inferior Leve
13 M 57 Trigono Leve
14 M 51 Assoalho bucal, lingua Leve
15 M 59 Rebordo alveolar Leve
16 F Palatos mole e duro, rebordo Leve
17 M 72 Assoalho bucal, lingua Leve
18 M 59 Lingua Leve
19 M 58 Labio inferior Leve
20 M 42 Mucosa jugal Leve
21 M 81 Assoalho bucal, rebordo alveolar | Leve
22 M 50 Mucosa, palato, lingua, rebordo Leve
23 F 57 Rebordo inferior posterior Leve
24 F 47 Assoalho Bucal Leve
25 M 54 Labio inferior Leve
26 M 73 Labio inferior Leve
27 F 55 Lingua ( latero-posterior ) Intensa
28 M Assoalho bucal, lingua Intensa
29 M 55 Palato mole Intensa
30 M 58 Trigono, orofaringe, lingua Intensa
31 M 57 Lingua Intensa
32 M 70 Labio inferior Intensa
33 M 49 Assoalho bucal, ventre lingua Intensa
34 M Lingua (regido posterior) Intensa
35 M 54 Palato mole, Intensa
36 M 41 Lingua, orofaringe Intensa
37 F 70 Palato mole, lingua Intensa
38 M 42 Corpo mandibular, orofaringe Intensa
39 F 27 Labio inferior Intensa
40 F 77 Labio inferior Intensa
41 M 57 Labio inferior Intensa
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Graduacao histoldgica, sexo e idade dos pacientes, localizacdo da lesdo e densidade de
miofibroblastos dos casos de leucoplasia do arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da

Faculdade de Odontologia da PUC Minas utilizados nesse trabalho.

Amostra Graduacdo [Sexo dade localizacdo da lesao | | munomarcacéo
1 A/L M 42 Rebordo alveolar Ausente
2 A/L M 34 Mucosa jugal Ausente
3 A/L F Rebordo alveolar Ausente
4 A/L M a7 Mucosa jugal Ausente
5 A/L M 37 Labio inferior Ausente
6 A/L F 48 Mucosa jugal Ausente
7 A/L M 47 Rebordo alveolar Ausente
8 A/L F Fundo vestibulo Ausente
9 A/L M 64 Rebordo alveolar Ausente
10 A/L M 62 Labio inferior Ausente
11 A/L M 50 Rebordo alveolar Ausente
12 A/L M Labio inferior Ausente
13 A/L M 79 Rebordo alveolar Ausente
14 M/S/IC F 80 Rebordo e trigono Ausente
15 M/SIC F 46 Assoalho bucal Ausente
16 M/S/IC M 63 Palato duro Ausente
17 M/S/C F 52 Lingua Ausente
18 M/S/IC M 55 Rebordo inferior Ausente
19 M/SIC M Palato duro Ausente
20 M/SIC F 35 Palato mole Ausente
21 M/SIC F 37 Palato duro Ausente
22 M/S/IC F 42 Mucosa jugal Ausente
23 M/S/IC F 33 Lingua Ausente
24 M/S/IC M Trigono Ausente
25 M/SIC M 62 Assoalho bucal Ausente
26 M/SIC F 34 Assoalho bucal Ausente
27 M/SIC F 62 Palato mole Ausente
28 M/S/IC F 78 Lingua Ausente
29 M/S/IC M 81 Lingua Ausente
30 M/S/IC M 49 Labio inferior Ausente

A/L — displasia ausente / leve

M/S/C — lisjfa moderada / severa / carcinoma in situ
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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