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RESUMO

A queilite actinica (QA) é uma desordem potencialmente maligna do labio, que tem como
principal fator etiol6gico aexposicao cronicaaradiacao solar ultravioleta (UV). Aradiacéao UV
é capaz de ocasionar alteracGes genéticas e da matriz extracelular (MEC) que podem contribuir
ao desenvolvimento do carcinomade células escamosas do labio (CCEL). Nos ultimos anos, o
estudo das células que compdem o microambiente tumoral (MT) aumentou consideravelmente,
em especial os miofibroblastos (MFs). Estudos mostram que MFs estdo envolvidos na
proliferacdoe invasdo de células malignas, porémaindandoé claro como as altera¢@es causadas
pela radiacdo UV interferem no seu comportamento e no processo de carcinogénese labial.
Dessa forma, constitui o objetivo desta pesquisa avaliar a participagdo dos MFs na
carcinogénese labial, através da correlagdo de parametros clinicos, histoldgicos,
histomorfométricos e imunoistoquimicos, em QAs e CCELSs. Para isso, foram selecionados 30
casos de QAs, 30 CCELs do fronttumoral e 15 labios sadios (LSs) os quais foram preparados
por Tissue Micro Array (TMA), dispostos em um Unico bloco pararea¢6es imunoistoquimicas
(TGF-B, a-AML e Ki-67) e histoquimicas (Hematoxilina e Eosina, Picrosirius Red e Verhoeff
Van Gienson). Coleta de dados clinicos e gradacdo histopatoldgica das displasias epiteliais em
QAs foram realizadas a atraves do sistema binario e pelo sistema estabelecido por Bryne para
CCELs. As areas de elastose solar das QAs foram analisadas histomorfometricamente (grau,
extensdo, profundidade e distancia para o epitélio displasico). Os fronts dos CCELs foram
analisados na busca de invasdo perineural e angiolinfatica. Os dados foram expressos em forma
de média e desvio-padrédo, submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov, comparados pelos testes
de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis/Dunn e Spearman (SPSS, p<0,05). As anélises das QAs
apresentaram maior numero de células a-AML+ em relacdo a amostras de LSs (p=0,034),e
estas células (localizados nas areas sem elastose) foram associadas com a expansao vertical da
propria elastose (p=0,027). Adicionalmente, verificou-se que as areas de elastose solar
apresentaram menor deposicdo de colageno (p<0.001) e imunomarcacdo para TGF-B (p<0.001)
e maior densidade de fibras elasticas (p<0.05), quando comparadas com as areas sem elastose.
Em QAs, observou-se uma correlacao positiva entre displasias de alto risco a proximidade da
elastose solar ao epitélio displasico (p= 0,027). As andlises dos CCELs apresentaram maior
numero de células a-AML+ em relacdo a amostras de LSs (p= 0,034), além da reducdo da
deposicéo de colageno total (p=0,009) e colageno tipo | (p<0.001) em relacdo as QAs e LSs.

Verificou-se, ainda, uma correlagdo negativa entre a quantidade de células a-AML+ e a



deposicao de colageno total (p=0.041) e colageno tipo 111 (p=0.041). Observou-se, ainda, que
a perda colagénica e de densidade elastica foi significantemente maior em tumores de maior
tamanho (p=0.045) e com metastase nodal (p=0.047). Este estudo evidenciou o possivel papel

dos MFs, das fibras coldgenase das areas de elastose no processo de carcinogénese de labio.

Palavras-chave (DeCS): Neoplasias bucais; Labio; Fibroblastos; Carcinoma de células
escamosas; Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a potentially malignant disorder of the lip, whose main etiological
factor is chronic exposure to ultraviolet (UV) solar radiation. UV radiation can cause genetic
and extracellular matrix (ECM) changes thatcan contribute to the development of lip squamous
cell carcinoma (LSCC). In recent years, the study of the cells that make up the tumor
microenvironment (TME) has increased considerably, especially myofibroblasts (MFs), due to
their role in carcinogenesis. Studies show that MFs are involved in the proliferation and
invasion of malignant cells, but it is not yet clear how the changes caused by UV radiation
interfere with the behavior of MFs in the process of lip carcinogenesis. Thus, the objective of
this research isto evaluate the participation of MFs in lip carcinogenesis, through the correlation
of clinical, histological, histomorphometric and immunohistochemical parameters, in ACs and.
For this, were used 30 cases of ACs, 31 fromthe tumor frontof LSCC and 14 healthy lips (HLSs)
that were arranged in blocks and prepared by tissue microarray (TMA) for
immunohistochemical reactions (TGF- 8, a-SMA and Ki-67) and histochemicals (Hematoxylin
and Eosin, Picrosirius Red and Verhoeff Van Gienson). Collection of clinical data and
histopathological grading of epithelial dysplasias in ACs were performed using the binary
system and the system established by Bryne for LSCC. The areas of solar elastosis in the ACs
were analyzed histomorphometrically (degree, extension, depth, and distance to the dysplastic
epithelium). The fronts of the LSCCswere analyzed in search of perineural and angiolymphatic
invasion. The data were expressed as means and standard deviations, submitted to the
Kolmogorov-Smirnov test, compared by the Mann-Whitney, Kruskal-Wallis / Dunn tests, and
finally correlated in their clinical, histological, immunohistochemical and histomorphometric
data by the Spearman test. (SPSS, p <0.05). The analyzes of the ACs showed a greater number
of a-SMA + cells in relation to samples of HLs (p =0.034), and these cells (located in the areas
without elastosis) were associated with the vertical expansion of the elastosis itself (p =0.027).
Additionally, it was found that the areas of solar elastosis showed less collagen deposition (p
<0.001) and immunostaining for TGF-p (p <0.001), and higher density of elastic fibers (p
<0.05), compared with areas without elastosis. Still in ACs, there was a positive correlation
between high-risk dysplasias and the proximity of solar elastosis to the dysplastic epithelium
(p =0.027). The analysis of the LSCCs showed a higher number of a-SMA + cells in relation
to samples of HLs (p =0.034), in addition to the reduction in the deposition of total collagen (p



= 0.009) and type I collagen (p <0.001) in relation to the ACs and HLs. There was also a
negative correlation between the amount of a-SMA + cells and the deposition of total collagen
(p =0.041)andtype lll collagen (p =0.041). We also observed thatthe collagen loss and elastic
density was significantly greater in tumors of larger size (p =0.045) and with nodal metastasis
(p = 0.047). Our findings provide evidence of the possible role of myofibroblasts, collagen

fibers and areas of elastosis in the process of lip carcinogenesis.

Keywords (MeSH): Mouth Neoplasms; Lip; Fibroblast; Squamous Cell Carcinoma; Tumor

microenvironment.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Queilite Actinica

A queilite actinica (QA), também denominada de queilose solar, € um termo de
origem grega (chei-los), que significa inflamac&o dos labios (ARAUJO etal., 2012a). Trata-se
de uma desordem potencialmente maligna e inflamatoria, resultante da exposicdo crénica e
prolongada aos raios solares (ARAUJO etal., 2012b; ARNAUD et al., 2014). A radiagio solar
ultravioleta é subdividida em trés tipos de acordo com o comprimento de onda: a UVC (280 e
100nm) é absorvidapela camada de 0zénio, no entanto, tanto a UVA (400 e 320nm) quanto a
UVB (320 e 280nm) penetram na atmosferae, apesar de serem essenciais para a conservagéo
davida (GALLAGHER; LEE, 2006), sdo igualmente fatores de risco para o desenvolvimento
de doencas, como o cancer de pele (CP) e o carcinoma de labio (CL) (ZINI; CZERNINSKI,
SGAN-COHEN, 2010).

A QA acomete, principalmente, pessoas idosas do sexo masculino e de pele clara,
que exercem ocupacdes profissionais que requerem exposic¢ao solar crénica e excessiva (EE
SOUZA LUCENA etal., 2012; GONZAGA et al., 2020). O labio inferior costuma ser mais
acometido pela QA do que o superior, devido a sua posicdo anatdmica na face favorecer maior
recebimento de radiacdo UV (CHOQUET et al., 2020). Diferentemente da pele, os labios séo
mais susceptiveis aos danos ocasionados pela radiacdo UV, pois, por estarem localizados em
uma area de transicdo entre a mucosa oral e a pele, possuem epitélio mais delgado, levemente
queratinizado, tecido conjuntivo subjacente ricamente capilarizado, menos glandulas seb aceas,
melanina e auséncia de glandulas sudoriparas (Figura 1) (ABREU et al., 2006; VIEIRA et al.,
2012; BOTA;LYONS;CARROLL, 2017).
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Figura 1 Corte transversal do labio. A por¢do mucosa labial rica em glandulas
salivares menores. A por¢cdo cutdnea € uma extensdo da epiderme facial
caracterizada pela presenca de foliculos e estruturas sebaceas.

Vermelho labial
A

Linha émida [

Orbicularis oris

Glandulas

sebiceas e
foliculos liposos
e

Mucosa labial —
(mio
queratinizads)
~  Porcio cutinea
o L coe
mizado)

Fonte: Adaptado de BOTAetal. (2017).

Clinicamente, a QA pode se apresentar isoladamente e na forma multifocal e como
um processo agudo e cronico. A forma aguda é menos comum e costuma acontecer no verdo
quando individuos, especialmente jovens, expdem-se intensamente ao sol. Seus aspectos
clinicos sdo de Ulceras, bolhas e crostas no vermelhéo do labio inferior, desparecendo quando
0 agente etioldgico € interrompido (EE SOUZA LUCENA etal., 2012). A formacrénica surge
por causa da exposi¢do solar de forma continua, independente da estacao do ano (JADOTTE;
SCHWARTZ, 2012). Ela é, geralmente, assintomatica e caracterizada por exibir clinicamente
apagamento da margem entre vermelh&o do Iabio inferior e porcao cutanea labial (ABREU et
al., 2006), bem como perda de elasticidade do tecido e ressecamento. Os indicios de danos
teciduais profundos podem se mostrar clinicamente através do surgimentode areas eritematosas
irregulares, variando de finas a espessas, regides asperas e descamativas, além de Ulceras e
fissuras (CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008; JADOTTE; SCHWARTZ,
2012).
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Histologicamente, o epitélio da QA possui aspectos que variam desde
hiperceratose, variados graus de displasia até carcinoma in situ. A hiperplasia, a acantose e a
atrofia também sdo alteracGes epiteliais frequentemente presentes (DANCYGER et al., 2018).
A lamina propria das QAs mostra vasos sanguineos, muitas vezes, dilatados e proeminentes,
além de infiltrado inflamatdrio de intensidade variada e elastose solar no tecido conjuntivo
(PILATI etal.,2017; DANCYGER etal., 2018) (Figura 2).

Figura 2 Aspectos histopatoldgicos de QAs.

A: Hiperceratose e hiperplasia epitelial. B: Hiperplasia da camada basal sem alteragdes
citologicas e arquiteturais (auséncia de DE). C: DE leve (alteracdes citologicas e
arquiteturais no estrato epitelial restritos ao terco inferior). D: DE moderada (alteracoes
citologicas e arquiteturais no estrato epitelial restritos ao terco médio). E: DE severa
(alteragbes citoldgicas e arquiteturais no estrato epitelial restritos ao terco superior). F:
Elastose solar proeminente no tecido conjuntivo.

Fonte: A, B e C: Adaptado de Warnakulasuriya et al. (2008). D, E, F: Adaptadode Pilatietal. (2017).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2005, estabeleceu critérios
morfoldgicos para a interpretacdo histopatologica das displasias epiteliais (DEs) (Tabela 1). O
epitélio de revestimento foi dividido em tercos e a classificacao das displasias foi estabelecida
como leve, moderada e severa de acordo com 0 comprometimento celular e arquitetural dos
tercos epiteliais (BARNES et al., 2005). A severidade das displasias esta correlacionada com
a progressdo para a malignidade (WARNAKULASURIYA etal., 2008).
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Tabela 1 Critérios arquiteturais e citologicos para o diagndstico de displasias epiteliais, de
acordo com a OMS.

Alteracdes arquiteturais Alteracdes celulares
Estratificacdo epitelial irregular Anisonucleose
Hiperplasia da camada basal Pleomorfismo nuclear
Projecdes epiteliais em gota Anisocitose
Numero aumentado de figuras de mitose Pleomorfismo celular
Mitose superficiais Aumento da proporcao nacleo citoplasma
Disceratose individuas Mitoses atipicas
Pérolas de queratina Hipercromatismo nuclear

Aumento de namero e tamanho dos nucléolos

Fonte: Adaptado de BARNESetal. (2005).

Apesar da classificacdo da OMS ser adotada por varias pesquisas e na rotina
histopatoldgica, existe variabilidade na interpretacdo das laminas histoldgicas tanto
interexaminador quanto intraexaminador, principalmente nas displasias moderadas
(WARNAKULASURIYA et al., 2008). Subestimar uma displasia severa, classificando-a, por
exemplo, como moderada, é algo preocupante, devido ao seu maior potencial de transformagéo
maligna bem como a conduta clinica ser completamente diferente, sendo somente
acompanhamento nos casos das DEs moderadas e cirurgia nas DEs severas. A reducdo de
categorias na gradacdo das displasias € uma alternativa para atenuar as discordancias no
momento do diagndstico. Por tanto, Kujan et al. (2006) propds o sistema binério de gradacgéo
histologica, utilizando os mesmos pardmetros estabelecido pela OMS para simplificar e
objetivar a gradacéo das DEs (Tabela 2).
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Tabela 2 Sistema binério de risco de transformacao malignas das
displasias epiteliais.

Risco de transformacéo Classificagdo das DEs segundo
maligna Barnes etal. (2005)
Baixo DEs ausentes, questionaveis ou
leve
Alto DEs moderadas ou severas

Fonte: Adaptado de KUJAN et al. (2006).

A transformacéo maligna da QA é um processo lento, podendo ser necessario mais
de vinte anos de exposicao solar cronica. Em razdo dessa evolugdo lenta e pelo fato de os
primeiros sinais clinicos serem sutis, muitos pacientes associam a QA, em seu estagio inicial,
com o processo de envelhecimento e negligenciam a lesdo até que ela se transforme em
carcinoma de células escamosas de labio (CCEL) (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012). Dessa
forma, entender os mecanismos envolvidos no processo de carcinogénese das QAs pode
contribuir para a identificacéo de lesdes com maior potencial de transformacdo maligna, uma
vez que outros fatores poderiam ser agregados as caracteristicas histopatoldgicas (atualmente
padrdo ouro), a fim de promover intervencgéo precoce e, consequentemente, tratamento mais

eficaz e de mais baixo custo.

1.2 Carcinoma de células escamosas de labio

Segundo a OMS, o cancer é a principal causa de morte no mundo. A maior
incidéncia ocorre nos paises desenvolvidos e os subtipos da doenca possuem relacdo com a
urbanizacdo e com o desenvolvimento, como, por exemplo, cancer de pulmao, préstata, mama
feminino, colén ereto (GLOBOCAN, 2021). A agéncia internacional de pesquisa em cancer da
OMS estimou que,noano 2020, ocorreriam 9,6 milhdes de mortes por essa doenca, sendo quase
70% delas nos paises subdesenvolvidos (GLOBOCAN, 2021). Calcula-se que, no Brasil,
ocorrerdo 687 milnovos casos de cancer paraoano 2025, sendo o cancer de pele ndo melanoma
0 mais incidente (177 mil). Para o cancer oral e de labio, estima-se que a incidéncia sera de
11.300 novos casos, sendo 8.270 deles em homens e 3.030 em mulheres (GLOBOCAN, 2021).
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O subtipo mais comum de céancer oral é o carcinoma de células escamosas oral
(CCEO), também chamado de carcinoma epidermoide ou carcinoma espinocelular (ZINI;
CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010). O comportamento clinico do CCEOQ ¢é caracterizado
por altas taxas de invasdo local e metéstase, possuindo, portanto, grande agressividade
(RIVERA, 2015). O CCEOQ afeta, preferencialmente, homens de mais de 50 anos de idade
(ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010). Os sitios de maior prevaléncia na cavidade oral
variam conforme alocalizacdo geografica, ja que os fatoresambientais e culturais mudam entre
as populacdes (ANTUNES et al., 2007). A lingua é o principal sitio de acometimento,
provavelmente, associado ao consumo de tabaco e alcool (CHOI et al., 2006). Na Asia, a
mucosa jugal é a localiza¢do mais comum devido ao habito de mascar betel IAMAROON et
al., 2004). Em paises tropicais, a populacédo esta bastante exposta a radiacao solar, o que leva a
umaalta incidénciade CCEL inferior JADOTTE; SCHWARTZ, 2012; BIASOLI et al., 2016).

Os CCELSs representam 25% a 30% de todos os tumores da cavidade oral, sendo o
labio inferior 20 vezes mais acometido do que o superior (VIEIRA etal., 2012; BIANCO etal.,
2015; LUPU et al., 2018). Aliados a exposicdo solar, fatores relacionados ao estilo de vida,
sociodemogréaficos, imunossupressdo e suscetibilidade genética podem produzir efeitos
sinérgicos (PUKKALA et al., 2009). Clinicamente, apresentam-se sob as formas exofitica,
ulcero-infiltrativa e verrucosa. Interessantemente, seu comportamento clinico € distinto dos
canceres na cavidade oral e na pele. Em relacdo a pele, o cancer de labio tem maior
probabilidade de desenvolver metastase, com taxas variando de 3% a 20%, todavia é de melhor

prognostico quando comparado ao cancer intraoral (ABREU et al., 2006).

Histopatologicamente, 0 CCEL é caracterizado pela proliferagdo de queratindcitos
atipicos organizados em ilhas e corddes de tamanhos variados, que invadem o tecido
conjuntivo. As células neoplasicas apresentam-se em formato poliédrico, volumosas, de limites
precisos, com citoplasma amplo e claro, bem como nucleos redondos ou ovais centrais com
cromatina frouxa. Individualmente, elas exibem importante pleomorfismo celular e nuclear,
aumento do tamanho dos nucleos e das células, nucléolos numerosos e evidentes, alteracdo da
relacdo nucleo-citoplasma, maior nimero de figuras de mitose que sdo, por vezes, atipicas
(MARKOPOULOS; KAYAVIS, 2004). Na maioria das vezes, notam-se pérolas de queratina
de tamanhos variados, evidenciando o grau de diferenciacéo celular. O estroma da lesao é
composto por tecido conjuntivo denso com intenso infiltrado inflamatdrio, destacando-se a

presenca de degeneracdo basofilica das fibras coldgenas (DE FREITAS et al., 2008).
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Através dos anos, surgiram varias classificaces histopatolégicas dos CCEOs,
como uma tentativa de dar explicagdo ou comportamento bioldgico de tumores com
caracteristicas clinicas similares. A OMS (2005) prop6s um sistema de classificacdo dos
CCEOs baseado no sistema de diferenciacdo celular sugerido por Broders (1920), que os
classifica em 3 categorias: bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pobremente
diferenciados. Sendo denominados como bem diferenciados aqueles cujas caracteristicas
arquiteturais fossem semelhantes ao padrdo normal de epitélio escamoso. Os CCEOs
moderadamente diferenciados sdo 0s que apresentam atividade mitética, certo grau de
pleomorfismo nuclear e minima ceratinizagdo. Ja aqueles que apresentam predominio de
células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como minima ceratinizacdo, sao
classificados como pobremente diferenciados (ABREU et al., 2006). Apesar de essa
classificacdo ser recomendada pela OMS e ser amplamente utilizada na rotina patoldgica,
alguns autores questionam o destaque de outras caracteristicas histoldgicas que desempenham
um papel importe no comportamento dos CCEOs (LOURENCO etal., 2017).

A fim de caracterizar o tumor, predizer o prognostico e propor a terapia mais
adequada paracada caso, é usado o sistema de estadiamento clinico de tumores (TNM). Através
desse sistema, dados acerca do tamanho, presenca de metéstase a distancia e linfonodal sdo
interpretados em conjunto para atribuir o estadiamento clinico ao cancer (NEVILLE, 2009;
STRIEDER et al., 2017). Aliados ao TNM, o uso de sistemas de gradacdo histoldgica de
malignidade (SGHM) vém sendo amplamente usados para melhor predizer o prognéstico
(STRIEDER et al., 2017). Um dos sistemas de gradacao mais utilizado € o de BRYNE (1998),
0 qual é especifico para a frente invasiva de CCEO e baseado em uma série de parametros
histopatoldgicos (grau de ceratinizagdo, pleomorfismo nuclear, padréo de invaséo e infiltrado

linfoplasmocitario) que, quando somados, estimam o grau de malignidade do tumor (Tabela 3).

Tabela 3 Sistema de gradagdo de malignidade “Modo de invasdo” recomendado por Bryne
(1998).

ESCORES DE MALIGNIDADE
1 2 3 4

Graude Altamente Moderadamente Minima Nenhuma
ceratinizacdo ceratinizado (+de ceratinizado (de 20 a ceratinizagdo (de5a ceratinizacdo(0a
50%dascélulas)  50%dascélulas)  20% das células) 5% das células)

Pleomorfismo  Pouco pleomorfismo Moderado Pleomorfismo Pleomorfismo
nuclear (+de 75% de células pleomorfismo (50- intenso (25-50%de extremo (0-25% de
maduras) célulasmaduras)  células maduras)
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75% de células
maduras)

Padrdo deinvasdo Bordasinfiltrativas Corddes, bandas e/ouPequenos gruposou Dissocia¢édo celular
bem delimitadas  trabéculassolidas corddesde células difusa e pronunciada
infiltrativas infiltrativas (n>15) em pequenos grupos
e/ou células
individuais (n<15)

Infiltrado Intenso Moderado Escasso Ausente
inflamatorio

Fonte: Adaptado de Bryne (1998).

Geralmente, a abordagem cirurgica é a primeiraescolha para tratamento de CCELs
no seu estagio inicial (DOUGHERTY; GIVI; JAMESON, 2017). No entanto, a ressegdo
cirtrgica do labio ndo implica s6 a remogdo do tumor com uma margem de seguranca, mas
também precisa garantir uma reconstrucdo adequada das estruturas anatémicas adjacentes
(ROSSOE et al., 2011). Uma outra op¢do, no tratamento de CCELSs, é a radioterapia, porém,
quando aplicada nos estagios iniciais, apresenta desvantagens, como tempos prolongados de
tratamento, limitacao de futuras reconstrugdes estéticas no campo irradiado e a apertura bucal
limitada (trismo) (MARTINS etal., 2020). Para casos de CCELs maiores de 4 cm, recomenda-
se 0 uso de terapia combinada de cirurgia e radioterapia e, em alguns casos, quimioterapia
(DOUGHERTY; GIVI; JAMESON, 2017). Emboraagradacdo histopatoldgicados CCELSs seja
essencial para predizer o comportamento dessas lesdes, o estudo dos mecanismos envol vidos
na progressao tumoral, como 0 MT, é necessario para aportar conhecimento para a prevengao

e 0 tratamento oportuno de ditas lesGes.

1.3 Microambiente tumoral e Matriz extracelular

Atualmente, o MT tem ganhado atencdo da comunidade cientifica por estar
associado a tumorigénese, angiogénese, promocéao de um fendtipo similar ao de célula-tronco,
remodelacdo da matriz extracelular (MEC), invasdo tecidual, metastase e quimio-resisténcia
(DOURADO et al., 2018; ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018; CUSTODIO; BIDDLE;
TAVASSOLLI, 2020). A MEC constitui o principal componente do estroma tumoral, sendo um
regulador chave para funcéo celular e tecidual (FANG etal., 2014).

O colageno éa principal proteinada MEC e temsido tradicionalmente considerado
como uma barreira passiva para as células tumorais, entretanto, no presente, sabe-se que esta
ativamente envolvido na progresséo tumoral (NISSEN; KARSDAL; WILLUMSEN, 2019). O
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colageno é o arcabougo do tumor como um todo e é afetado no seu microambiente por regular
a remodelacdo da MEC (através de sua propria degradacdo e reposicdo) e por estar envolvido
na angiogénese, bem como na invasdo e, consequentemente, na migracao das células malignas
(FANG etal., 2014). Areas de colageno presentes nos canceres de pele e 1abio podemapresentar
alteracGes microscopicas, chamadas de elastose solar ou degeneragédo basofilica do colageno,
devido ao alcance dos raios UVA e UVB na lamina propria (BOTA; LYONS; CARROLL,
2017; SANTANA et al., 2020b). A radiacao solar também afeta as proteinas da MEC,
interferindo na integridade do genoma celular, assim como ocasionando perda da viabilidade
celular e danos as membranas celulares ( WONDRACK et al., 2003; PHILLIPS et al., 2007).

Os mecanismos envolvidos nas mudancas, que acontecem na MEC apds a
exposicao solar cronica e continua, sio ainda desconhecidos (SGARBI etal., 2010; ARAUJO
etal., 2012). Alem disso, a exata composicdo do material elastotico, tal como sua patogénese,
do mesmo modo, n&o foram completamente esclarecidos (SGARBI et al., 2010; ARAUJO et
al., 2012). Néo se sabe se o material elast6tico é resultado de uma maior sintese de fibras
elasticas ou da degradacéo do colageno (SELLHEYER, 2003; JUST etal., 2007). Para Araujo
et al. (2012), as areas de elastose solar sdo formadas por fibras elasticas sintetizadas pelos
fibrdcitos alterados pela radiagdo UV. Outros estudos mostram que a elevada expressao de
elastina pode ser mediada pelo aumento de TGF-p (fator de crescimento transformador beta)
(FANTASIA et al., 2013; LARROQUE-CARDOSO et al., 2014). Ja outros autores defendem
que o colageno presente na regido da elastose solar é degradado por a¢ao de metaloproteinases
de matriz (MMPs), que sdo expressas quando a radiagao solar é absorvida pelos queratindcitos
(BERNEBURG; PLETTENBERG; KRUTMANN, 2000) ou pela prépria incidéncia dos raios
solares no tecido conjuntivo (PILLAI; ORESAJO; HAYWARD, 2005). Dessa forma, ha
indicios de que a degradagdo das macromoléculas da MEC, bem como a elastose solar, estdo
relacionadas com o aumento do risco de desenvolvimento do cancer (YANO etal., 2005). No

entanto, pouco se sabe sobre a relacdo entre a elastose solar e as DEs de QAs e o CCELs.

A interacdo entre as células mesenquimais e a MEC também esta alterada nos
tumores, influenciando na proliferacdo e na invasao das células malignas. Os fibrobroblastos
destacam-se entre as células que compdem a MEC, sendo 0s principais produtores de colageno
e elastina. Além disso, quando fazem parte do microambiente tumoral, sdo denominados de
fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e desempenham um papel controverso por favorecer
atumorigénese (DOURADO etal., 2018) (Figura 3).
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Figura 3 Marcadores do cancer regulados pelos CAFs.
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Fonte: Adaptado de Tommeleinetal. (2013).

1.4 Miofibroblastos ou Fibroblastos Associados ao Cancer

Os fibroblastos e os fibrocitos sdo as células mesengquimais mais abundantes no
tecido conjuntivo e as produtoras principais da MEC, sendo normalmente considerados células
quiescentes (SHI et al., 2020). Quando ativados, exibem atividade contrétil, exercem forcas
fisicas para modificar a arquitetura dos tecidos, adquirem propriedades proliferativas e
migratdrias, assim como se tornam transcricionalmente ativos, levando a secrecdo de varias
substancias (citocinas, quimiocinas, proteases e fatores pro-angiogénicos) e de componentes da
MEC (DOURADO et al., 2018). A habilidade de os fibroblastos se tornarem ativos foi
primeiramente descrita no contexto da cicatrizacdo e de doencgas cronicas inflamatorias
(DVORAK, 1986). No cancer, o acumulo de células cancerigenas no interior do estroma
representaumainjariatecidual, imitandoo processode cicatrizacdo, o qual ativa os fibroblastos
e gera uma reacdo desmoplasica no estromatumoral (OHTANI, 1998). Consequentemente, um
MT rico em fibrose inclui CAFs, que representam uma das mais abundantes células presentes
no estroma (DOURADO etal., 2018).

Os CAFs estdo em maior niUmero em canceres orais mais agressivos, 0 que sugere
seu envolvimento nametastase e nainvasdo (KELLERMANN etal., 2007). Os miofibroblastos

também se mostram presentes em canceres orais desmoplasicos e com caracteristicas de
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invasividade (KAWASHIRI; TANAKA; NOGUCHI, 2009). Além disso, uma maior
quantidade de CAFsno fronttumoral é significativamente correlacionada com pior prognéstico
em CCEOs (LI etal., 2015; LUCKSIC et al., 2015). Em CL, existem poucas pesquisas sobre
CAFs e sua relacdo com a agressividade tumoral. Estudo de Bianco et al. (2015) mostra
quantidades significativas de CAFs em CLs e QAs, contudo, 0s autores ndo conseguiram
demonstrar associacdes desses dados com caracteristicas clinicas.

As células tumorais, principalmente aquelas localizadas no front tumoral (JENSEN
etal., 2015), tal como o infiltrado inflamatdrio, sdo chaves determinantes no recrutamento, na
ativacao e proliferacdo de fibroblastos no MT (LI, Y et al., 2018). Isso acontece devido a
secrecdo de fatores de crescimento por essas células, dentre eles, TGF-B, fator de crescimento
derivado de plaquetas (FCDP), fator de crescimento epidérmico (FCE) e fator de crescimento
de fibroblastos (FGF) (ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018) (Figura 2). Além disso, a secrecéo
de interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) por células do sistema imune também contribui para a
ativacdo e a proliferacdo de fibroblastos, especialmente pelavia do Fator Nuclear kB (NF-«kB)
(OHTANI, 1998).

Figura 4 Sinalizacdo cruzadaentre célulacancerigenae CAF
no microambiente tumoral.
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Fonte: Adaptado de Erdogan; Webb (2017).
Os miofibroblastos sdo heterogéneos e ndo advémsomentede fibroblastos, mas sim
de pericitos e das células musculares, epiteliais, endoteliais, hepaticas e mesenquimais. Dessa
forma, os CAFs sdo considerados um fenétipo e ndo um tipo especifico de célula (LI et al.,

2015). Nesse sentido, a morfologia celular e a sua distribuicdo espacial sdo fatores
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determinantes que auxiliam na sua identificacdo (KALLURI, 2016). Ademais, marcadores
imunoistoquimicos, sobretudo alfa-actina de musculo liso (a-AML), tém sido frequentemente
usados para identificar miofibroblastos diferenciados (SOBRAL et al., 2011; LI et al., 2015;
KABIR et al., 2016; COLETTA; SALO, 2018). Outros marcadores incluem proteina-1
especifica de fibroblastos (FSP-1; também chamada de S100A4), proteina de ativacdo de
fibroblastos (FAP), antigeno neurénio-glial-2 (NG2), periostina (POSTN), podoplanina
(PDPN), tenascina-C (TNC), desmina, CD90 / THY1, ou receptor 2 contendo dominio de
discoidina (DDR2) (ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018).

Apesar da ampla variedade de marcadores imunoistoquimicos, a diferenciacdoe a
deteccdo dos CAFs continuam pobremente entendidos e ndo h&a marcadores especificos para
caracterizar essas células (DOURADO etal., 2018). Além disso, muitos CAFs ndo expressam
todos esses marcadores ao mesmo tempo, o que reflete o alto grau de heterogeneidade dessas
células e possiveis funcdes opostas em contextos especificos do MT (THODE et al., 2011,
OHLUND; ELYADA; TUVESON, 2014). Dessa forma, unir caracteristicas ultraestruturas,
positividade de imunomarcadores especificos e morfologia celular tem mostrado bons
resultados na identificacdo dessas células (DAY AN etal., 2012; DOURADO etal., 2018).

O CCEL é uma entidade singular dentre os canceres de cavidade oral e da regido
de cabeca e pescogo, pelo seu principal fator etioldgico e pelas caracteristicas histopatoldgicas
Unicas. Estudos mostraram um aumentonadensidadede CAFsem QAse CCELSs, o que poderia
estar associado com uma maior agressividade e pior prognostico. No entanto, € desconhecida a
relacdo entre a elastose solar e os CAFs na progressdo de QA e CCELs. Devido a essa
associagdo ainda controversa, faz com que seja o local mais estrategicamente apropriado para

esse tipo de estudo.
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com estudo epidemioldgico brasileiro, o CCEL é responsavel por mais
de 10% de todos os canceres que acometem a cavidade oral (EE SOUZA LUCENA et al.,
2012). Desse modo, a deteccdo de alteracdes morfoldgicas e histopatoldgicas labiais
caracteristicas de QA poderia ser umaferramenta paraa prevencdo do CCEL. A radiacdo solar
UV é amplamente aceita como principal fator de risco paradesenvolver CCEL e seu precursor
QA. O labio, pela sua localizagdo anatbmica e caracteristicas, € mais suscetivel do que a pele
aos danos advindos da radiagdo solar (SANTANA etal., 2020a). Logo, surge a necessidade de

entender melhor os mecanismos carcinogénicos associados a radiacdo UV no labio.

Uma vez que a maioria das QAs possui achados de DEs na bidpsia, a predigao para
a transformacao maligna das DEs é avaliada por meio de anélise histopatol6gica (método
padrdo ouro) aliada a sistemas de gradacdes de malignidade. No entanto, ainda existem lacunas
nesse sistema de avaliagdo, ndo sendo possivel predizer com exatiddo qual lesdo de QA possuli
0 maior potencial de transformacdo maligna. Isso acontece por serem obscuros 0s mecanismos
envolvidos no processo de carcinogénese das lesdes labiais. Aliar os achados histopatoldgicos
e 0s sistemas de gradacdo juntamente com caracteristicas histoldgicas inerentes a QAs e
biomarcadores seria 0 ideal para que a predicdo de malignidade dessas lesdes fosse mais

fidedigna a realidade.

Estudos mostram que o aumento da densidade de CAFs no estroma de CCEOs esta
correlacionado com maior mortalidade (KELLERMANN et al., 2007; BELLO et al., 2011,
MARSH et al., 2011). Até onde nds sabemos, apenas um estudo avaliou a influéncia de CAFs
no processo de progressdo das QAs para CCELs (BIANCO etal., 2015), porém sem conclusdes

significativas.

A elastose solar é o achado histopatoldgico mais caracteristico dos tecidos expostos
a radiacdo solar, como a pele e os labios. Ela estéa presente no tecido conjuntivo superficial a
médio e é composta pela deposicdo de material elastotico. Sua presenca ja foi relacionada com
0 aumento do risco de desenvolvimento do cancer (YANO et al., 2005), no entanto, ainda é
desconhecida sua relagdo com o processo de carcinogénese labial, tal como a associacao dos

CAFs com sua formacéo.



28

Com base no exposto, este estudo visa avaliar a presencae o papel dos miofibroblastose do seu
principal produto (fibras colagenas e elésticas) no processo de carcinogénese do labio, assim

como avaliar sua relagdo coma elastose solar em QAs e CCELs.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar a relagdo entre componentes celulares (miofibroblastos) e alteragdes estruturais (fibras

colagenas e elasticas) da matriz extracelular no processo de carcinogénese do labio, bem como

avaliar sua relacdo com a elastose solar em QAs e CCELSs.

4.2 Objetivos especificos

* Identificar, através de imunoistoquimica (a-AML e TGF-f) e caracteristicas morfoldgicas, a

presenca de miofibroblastos em amostras de labio sadio (LSs), QAs e CCELSs.

« Quantificar, através de técnica histoquimica, a quantidade de fibras colagenas (picrosirus red)
e elasticas (Verhoeff van Gienson) presentes no front tumoral de CCELS e nas &reas com e sem

elastose solar de QAs.

« Avaliar a possivel correlagio dos miofibroblastos a-AML+ e TGF-B+, o indice de
proliferacdo celular (células Ki-67+), bem como a quantidade de fibras coldgenas e elasticas
com achados clinicos (sexo e idade) e histopatolégicos (gradacao de malignidade) dos casos de

QAs nas areas com e sem elastose solar.

» Avaliar a possivel associacdo dos miofibroblastos a-AML+ e TGF-B+, o indice de
proliferacdo celular (células Ki-67+) e aquantidade de fibras colagenas e elasticas com achados
clinicos (TNM) e histopatologicos (gradacdo de malignidade, invasdo perineural e

angiolinfatica) dos casos de CCELs presentes no front tumoral de CCELSs.

« Analisar aspectos histomorfoldgicos e histomorfométricos da elastose solar (grau,
profundidade e extensdo, assim como sua distancia ao epitélio de revestimento displasico) e

correlacionar com a gradacéo histopatoldgica nos casos de QAS.

 Avaliara correlacdo entre Ki-67, a-AML, TGF-B, fibras colagenas e elasticas em amostras
de QAs, CCELs e LSs.
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5. HIPOTESES DE TRABALHO

» HO: Os miofibroblastos ndo estao significativamente em maiores quantidades em amostras de
CCELs de alto grau de malignidade e em amostras de QAs com alto risco de transformacédo

maligna.

H1: Os miofibroblastos estdo significativamente em maiores quantidades em amostras de
CCELs de alto grau de malignidade e em amostras de QAs com alto risco de transformacéo

maligna.
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6. CAPITULO

Esta dissertagdo estd baseadano Artigo 46, do Regimento Interno do Programa de
Pos-Graduacao em Odontologia da Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o formato
alternativo paratrabalhos de conclusdo de mestrado e doutorado (dissertacoes e teses) e permite

a insercdo de artigos cientificos de autoria do candidato.

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Haroldo
Juacaba (Instituto do Cancer do Ceara), protocolado com o niumero de registro de 2.191.839
(Anexo). Foram respeitados todos 0s aspectos éticos expressos na Resolucédo n° 466 de 2012,
do Conselho Nacional de Satde/ Ministério da Saude, que traz as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de pesquisas com seres humanos e em conformidade com a norma do
CONEP (Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa).

Desta forma, a presente dissertacdo € composta por um artigo cientifico redigido de

acordo com a revista cientifica escolhida.

6.1 Capitulo 1

“Avaliacédo daassociacdode miofibroblastose alteragdes doscomponentesestruturais da matriz
extracelular com parametros clinicopatologicos de queilite actinica e carcinoma de células
escamosas de labio.” (Assessment of the association of myofibroblasts and structural
components of the extracellular matrix with clinicopathological parameters of actinic cheilitis

and lip squamous cell carcinoma)
Este artigo seguiu as normas de publicacdo do periddico:
Archives of oral Biology

ISSN: 0003-9969
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Resumo

Objetivo: Avaliar a participagdo dos miofibroblastos (MFs) na carcinogénese labial, através da
correlacdo de parametros clinicos, histologicos, histomorfométricos e imunoistoquimicos, em
queilite actinica (QAS) e carcinomas de células escamosas de labio (CCELs). Metodologia: 30
casos de QAs, 30 CCELs do front tumoral de e 15 labios sadios (LSs) foram preparadas por
tissue microarray (TMA) para reagdes imunoistoquimicas (TGF-B, a-AML e Ki-67) e
histoquimicas (H&E, Picrosirius Red e Verhoeff Van Gienson). Dados clinicos e microscopicos
foram associados pelos testes de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis/Dunn e correlacdo de
Spearman (SPSS, p<0,05). Resultados: QAs apresentaram maior numero de células a-AML+
em relacdo a amostras de LSs (p= 0,034), e estas células (localizados nas areas sem elastose)
foram associadas com a expansdo vertical da propria elastose (p= 0,027). Adicionalmente,
verificou-se que as areas de elastose solar apresentaram menor deposicao de colageno
(p<0.001) e imunomarcacdo para TGF-B (p<0.001) e maior densidade de fibras elasticas
(p<0.05), quando comparadas com as areas sem elastose. Observou-se uma correlagao positiva
entre DEs de alto risco a proximidade da elastose solar ao epitélio displasico (p= 0,027). As
analises dos CCELs apresentaram maior niamero de células a-AML+ em relacdo a LSs (p=
0,034), além da reducdo da deposi¢do de colageno total (p=0,009) e colageno tipo | (p<0.001)
em relagdo as QAs e LSs. Verificou-se, ainda, uma correla¢éo negativa entre a quantidade de
células a-AML+ e a deposicdo de colageno total (p= 0.041) e colageno tipo Il (p= 0.041).
Observamos, ainda, que a perda colagénicae de densidade elastica foi significantemente maior
em tumores de maior tamanho (p=0.045) e com metastase nodal (p=0.047). Conclusé&o: os
achados deste trabalho trazem evidéncias do possivel papel dos MFs, das fibras colagenas e das

areas de elastose no processo de carcinogénese de labio.

Introducéo

O cancer de labio (CL) representa cerca de 25% a 30% dos tumores de cavidade
oral, sendo o carcinoma de células escamosas (CCE) o subtipo mais frequente (Lupu et al.,
2018). Devido ao seu principal fator etiologico ser a radiagédo solar ultravioleta do tipo UVA e
UVB (Wolff etal., 2012), suaincidéncia encontra-se intimamente relacionada com a latitude e,
portanto, apresenta ampla variagcdo geografica. Altas taxas de CCE de labios (CCELSs) tém sido

reportadas no Canada, Australia, Estados Unidos e Israel (Zinietal., 2010). Paises da América
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do Sul que se encontram perto do Equador, como Brasil, também sdo bastante acometidos pela
doenca, havendo aumento no nimero de casos nos Gltimos anos (Biasoli etal., 2016; Jadotte &
Schwartz, 2012). Adicionalmente, os CCELs costumam acometer predominantemente no
vermelhdo do labio inferior de homensmais velhos de pele clara, 0s quais exercem atividades
ocupacionais expostos de forma cronicae prolongada a radiacdo UV (Cavalcante et al., 2008)
e, apesar dos CCELs serem menos agressivos, eles possuem maior possibilidade de
desenvolver metéstases quando comparados com o cancer de pele (CP), que possui 0 mesmo

fator etioldgico (Dancyger etal., 2018).

A queilite actinica (QA) é uma desordem inflamatdria crénica, normalmente
assintomaética e com potencial de transformacdo maligna para o CCEL (Araujoetal., 2012). De
modo geral, as QAs podem apresentar histopatologicamente: alteragfes epiteliais como
hiperceratose, acantose, variados graus de displasia e, até mesmo, carcinoma in situ (Cavalcante
et al., 2008; Markopoulos & Kayavis, 2004), acimulo de material basofilico amorfo, acelular,
denominado elastose solar (ES), presenca de variados graus de infiltrado inflamatdrio e vasos
sanguineos dilatados (Cavalcante et al., 2008). As areas de ES sdo constituidas por
degeneracOes colagénicas formadas pela incidéncia da radiacdo solar UV, logo séo observadas
com frequéncia em lesGes associadas com o fotoenvelhecimento e constituem a principal

alteracéo do conjuntivo em QAs (Botaetal., 2017).

Além da ES, diversas outras células, que compdem o tecido conjuntivo e 0
microambiente tumoral (MT), vém ganhando destaque na literatura cientifica por sua interacdo
com as celulas epiteliais e a modulacdo do microambiente local, contribuindo para o
desenvolvimento do tumor (Custddio et al., 2020; Dourado et al., 2018a). Dentre essas células,
destacam-se os miofibroblastos/fibroblastos associados ao cancer (CAFS), que possuem relagao
direta com o processo da carcinogénese, promovendo proliferacao, invasao e metastase das

celulas tumorais (Scully, 2014).

Os CAFs superexpressam a-AML (Custodio et al., 2020) e possuem seu fenotipo
direcionado por TGF-p, que se encontra estocado na matriz extracelular (MEC) (Elmusrati et
al., 2017; Shi et al., 2020). No entanto, apesar de nao existirem técnicas especificas para a
identificacdo de CAFs (Dourado et al., 2018a), unir caracteristicas de imunomarcadores
especificos positivos e morfologia celular fornece uma boa acuracia sobre a identificagdo de

miofibroblastos e destaca a importancia da imunofenotipagem para sua caracterizacao (Dayan
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et al., 2012). Alem disso, trabalhos que utilizam a morfologia de CAFs com parametros

imunoistoquimicos tém obtido resultados satisfatérios (Douradoetal., 2018b; Ha et al., 2014).

Estudos anteriores evidenciaram um aumento na densidade de miofibroblastos em
QAs e CCELs (Rojas et al., 2012), porém a relagdo dessas células com os componentes
conjuntivos e estromais (fibras colagenas e elasticas) ainda ndo foram descritas. Assim, 0s
conhecimentosacercade CAFsno estromade CCELse nacarcinogénese do labio sdo limitados
(Coletta & Salo, 2018) e, até onde nds sabemos, ndo ha na literatura pesquisas que mostrem o

papel dos miofibroblastos na carcinogénese de labio.

Com base no exposto, este estudo tem como objetivo inovar ao avaliar a presenca
e a participacdo dos miofibroblastos no processo de carcinogénese do labio, apresentado como
diferencial verificacdo da relacdo destas células com os componentes morfoestruturais da MEC
(fibras colagenas e elésticas) nas amostras de QAs e CCELs, através da correlagdo de dados

clinicos, histoldgicos, imunoistoquimicos e histomorfométricos.
MATERIAIS E METODOS
Selecdo da amostra

Os grupos de estudo desta pesquisa foram compostos por casos de labios sadios
(LSs), QAs e CCELs. Para a selecdo da amostra foi realizado calculo amostral com base no
estudo de Bianco et al (2015) que avaliou a presenga de CAFs em mucoceles, QAs e CCELSs.
Foi dimensionada uma amostra de 30 casos, para 0 grupo (2 casos para um controle), estratégia
estadistica que vem sendo utilizada para aquelas pesquisas onde houver limitado namero de
amostras que consigam representar de fidedigna a situacdo clinica a ser estuda, ou nos casos
em que a obtencgdo de amostras de algum dos grupos constituiria uma violagéo ética. Assim, foi
estabelecida uma relacdo de 2:1, a fim de obter um resultado que represente com 95% de

confiancae 90% de poder da hipotese proposta.

As amostras foram advindas de biopsias excisionais de QAs e CCELs fixadas em
formalinae embebidas em parafinadosanosde 2010a2019do Laboratériode Patologia Livino
Pinheiro, do Hospital Haroldo Juagaba, Instituto de Cancer do Ceara (ICC). Os casos de LSs
foram obtidos das margens cirargicas livres de alteracdes histologicas das amostras de QAs.
Informag6es acerca do TNM clinico (cTNM), sexo, idade, ocupacéo profissional foram obtidas
dos prontuérios médicos. A pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em Pesquisa do ICC
(2.191.839).
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Confeccao de TMA

Anédlise histologica dos espécimes de bidpsias permitiu a selecdo de areas
displasicas e com ES nos casos de QAs, front tumoral em CCELSs e areas epiteliais livres de

alteracdes morfoldgicas paraos casos de LSs.

Para a confeccdo dos blocos, utilizou-se o dispositivo Tissue Microarrayer (Quick
-Ray UNITMA®) (TMA). Foi realizada a puncdo em cada area previamente selecionada,
obtendo-se um fragmento de 2mm de didmetro, o qual foi transferido de maneira ordenada para
0 bloco receptor. Foram confeccionados 3 blocos de TMA (um para cada grupo de estudo),
contendo, cada umdeles, 70 fragmentos de tecidos. Cada bloco receptor foi submetido a cortes
sequenciais de 4um de espessura, os quais foram posteriormente dispostos em laminas de vidro
para coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) e histoquimica e dispostos em laminas

silanizadas para estudo imunoistoquimico (Dantas et al., 2019).
Anélises histomorfoldgicas e histomorfométricas

Os espécimes histoldgicos de bidpsias excisionais corados com HE foram
analisados sob microscopia de luz (Nikon Eclipse-E200, Tokyo, Japan) por um Unico
patologista para realizacdo de gradacao histopatoldgica. As QAs foram gradadas através do
sistema binario (Warnakulasuriya, 2009) e classificadas como alto e baixo risco de
transformacao maligna. As laminas histologicas de CCELs foram gradadas de acordo com

Bryne (1998) e classificadas como alto e baixo grau de malignidade.

Foi realizada uma analise histomorfométrica da ES com o auxilio de uma régua
milimetrada (Nikon —Lamina Padrdo Calibracdo Escala 1/0.01 - 10/0.1) acoplada em um
microscopio 6ptico (Nikon Eclipse-E200, Tokyo, Japan), realizou-se, nos casos de TMA de
QAs coradas em HE, a medicdo vertical da distanciaentre a ES e a camada basal do epitélio de
revestimento displasico (200x) e a espessura da ES (100x), bem como a medicéo horizontal da
extensdo da ES pelo espécime (100x) (Gonzaga etal., 2020) (Figura 5) . Todas essas medidas
foram realizadas em 3 regibes diferentes do espécime e em seguida, foi calculada a média.
Adicionalmente, avaliou-se, de forma semiquantitava, o grau de ES nas laminas histoldgicas de
TMA coradasem HE sob microscopiade luz (Nikon Eclipse-E200, Tokyo, Japan) por um Unico
patologista. Os campos histopatoldgicos considerados representativos (100x) foram avaliados
baseadosemumaescala (escore+3a0), na qual +3 corresponde aum aumentodifuso das fibras

elasticas com um padrdo de elastose em massa, +2 corresponde a um aumento difuso das fibras
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elasticas, +1 corresponde a um aumento parcial com ninhos focais de fibras elasticas e 0
corresponde as mesmas caracteristicas daquelas encontradas no grupo controle (Adaptado de
Salvadoriet al., 2014) (Figura 5). Nos casos de CCELs ndo foi possivel realizar esta anélise

histomorfométrica devido a rea do front tumoral ser escassa ou ausente de elastose solar.

Figura 5 Analise histomorfométrica e histomorfoldgica da elastose solar em QAs.

(A) Medicacdo da espessura da elastose solar, e da vertical da distancia entre a
elastose solar e camada basal do epitélio displasico. (B) Medi¢cdo da extensdo
horizontal da elastose solar. Grau da elastose solar avaliada por meio do padréo de
disposicdo das areas de degeneracdo basofilica das fibras colagenas. Aglomerados
focais (C), Aumento difuso (D) e aumento difuso com padrdoem massa (D) (100x).

DE BAIXO RISCO DE ALTORISCO

EXTENSAO&SPROFUNDIDADE

Fonte: Dados da pesquisa

Técnica e analise imunoistoquimica

Os blocos de TMA foram cortados (3um) em um micrétomo e as secg@es foram
montadas em laminas de vidro silanizadas. O método da imunoperoxidase foi usado (Dantas et
al., 2019). A reacdo imunoistoquimica foi padronizada usando como controle positivo cortes

histoldgicos parafinados de (CEC humano para KI-67, Glcera de mucosa oral de rato TGF- e
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intestino de rato a-AML). A omissdo do anticorpo primario foi utilizada para o controle
negativo. Informagbesacercado anticorpo primério, dadiluicdo e do sistema de detec¢do usado

em cada proteina sdo descritasna (Tabela 4):

Tabela 4 Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de
incubacdo dosanticorpos primaérios utilizados no estudo.

Diluigéo para Recuperacao

Especificidade Clone Fabricante . . . S Incubacéo
imunoistoquimica  Antigénica

a-AML Ab32575 Abcam® 1/300 Tampdode 24h-4°C
citratoph 6.0

TGF-B Ab92486 Abcam® 1/300 Tampdode 24h-4°C
citrato ph 6.0

Ki-67 MIB1  DAKO® 1/100 Tampdode 24h-4°C
citrato ph 6.0

Fonte: Dados da pesquisa

Ap0s desparafinizacdo e reidratacdo, as laminas foram submetidas a recuperacédo
antigénica por aguecimento (tampao de recuperacdo antigénica na Tabela 4) em banho maria.
Ap0s resfriamento, seguiu-se o bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de H>O.a 3% e
bloqueio da proteina a 1% por 10 minutos. As laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios descritos na Tabela 4 (clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e
incubacgdo). As laminas foram depois incubadas com o anticorpo secundério Envision System
Plus-HRP (Dako®) (pronto para uso), por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
laminas foram incubadas com solugdo cromdgena preparada com DAB (3,3'-
diaminobenzidina-tetracloreto) (DAKO®, Carpentaria, CA, USA) por 5 minutos em uma
camara escura e posteriormente contracoradas com hematoxilina de Harris por 10 segundos.
Por fim, as laminas foram desidratadas em etanol, clarificadas em xilol e montadas com

Enhtellan® para anélise sob microscopiade luz.

A positividade para TGF-B ¢ a-AML foi definida quando havia presenca de
coloracdo acastanhada no citoplasma de células conjuntivas de formato fusiforme ou ovalado.
Para quantificacdo, foram fotomicrografados 5 campos no aumento de 400x no tecido
conjuntivo de LSs e nas areas com presenca e auséncia de ES nas QAs. Nos casos de CCELSs,

as areas fotomicrografadas foram na regido de front tumoral (Bianco et al., 2015).
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A positividade para Ki-67 foi definida quando havia presenca de coloragao
acastanhada no nucleo e nucleoplasma das células epiteliais. Usando aumento de 100x, 5
campos de maior imunorreatividade para Ki-67 foram selecionados no epitélio dos LSs, no
epitélio displasico de QAs e no parénquima proximo ao front tumoral de CCELs. Cada campo

foi fotomicrografado no aumento de 400x (Adaptado de Chaves etal., 2018).

Um patologista, que ndo tinha conhecimento os dados clinico-patologicos
avaliaram os resultados imunoistoquimicos. A porcentagem de células imunomarcadas foi

calculada e expressacomo média e desvio padrdo (Douradoetal., 2018a).
Estudo e analise histolégica do Picrosirius Red

A coloracéo histoquimica de Picrosirus Red (PIC) foi usada como marcador
histolgico para a identificacdo de fibras colagenas no tecido conjuntivo. Para isso, seccoes de
tecido de 3um foram estendidas em Iaminas histolégicas de vidro e desparafinizadas em estufa
na temperatura de 60°C por 3 horas. Em sequéncia, as laminas foram desparafinadas,
reidratadas e finalmente, incubadas em solucdo de picrosirius (Scy Tek®) por 30 minutos. Por
fim, as laminas foram lavadas rapidamente em dois banhos de acido cloridrico 5%,
contracoradas com hematoxilina de Harris por 45 segundos e montadas com Enhtellan® para

analise sob microscopia de luz (Nunes Alves etal., 2015).

Por meio de uma camara acoplada a um microscopio de luz polarizada (Leica®
modelo DM 2000), foram fotomicrografados em QAs 10 campos (5 com elastose solar e 5
campos sem elastose solar) e em LSs e CCELs 5 campos no aumento de 400X vezes. Através
do software Image J®as fotomicrografiasforam calibradas pelo comando Color Thershold para
as cores vermelho (minimo de 71 e maximo de 255), verde (minimo de 0 e maximo de 69) e
azul (minimo de 0 e maximo de 92) sob luz convencional. Apos a calibracdo, asimagens foram
convertidas paraa escala de cor de 8-bits, binarizadas e mensuradas através da porcentagem de
area de colageno marcada em vermelho (Analyse>AnalyseParticles). As imagens em luz
polarizada seguiram o mesmo protocolona funcdo RGB paravermelho(minimo de 0 e maximo
de 255) e verde (minimo de 0 e maximo de 255). Ap0s ajuste, as imagens foram convertidas
paraa escalade corde 8-bits (Image>Type> 8-bit), binarizadas (Process>Binary>MakeBinary)
e mensuradas através da porcentagem de &rea de colageno com birrefringéncia
vermelho/alaranjado (compativel com colageno tipo ). Em seguida, do total da area marcada

em vermelho, foi separado um percentual da regido ocupada somente pela birrefringéncia
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vermelho/alaranjado. A area amarelo/esverdeado (relativa ao colageno tipo I11) foi obtida pela
subtracdo da regido total marcada em vermelho e o percentual marcado unicamente pela cor

amarelo avermelhada (Adaptado de Nunes Alvesetal., 2015).
Técnica e analise histologica de Verhoeff van Gieson

A coloracdo histoquimica de Verhoeff Van Gieson (VVG) foi usada como
marcador histoldgico para a identificacdo de fibras elasticas no tecido conjuntivo. Utilizando-
se o kit para coloracéo de fibras elasticas (Exodo Cientifica®), as laminas histologicas de TMA
foram incubadas em solugdo de Verhoeff® por 24 horas, contracoradas com solugédo de Van
Gieson por 3 segundos e montadas com Enhtellan® para andlise sob microscopia de luz
(Adaptado de Rojas etal., 2012).

As fibras coradas em negro foram consideradas do tipo elasticas apds a coloracdo de VVG. Sob
aumento de 100x, foram identificadas a presenca dessas fibras e as laminas foram
fotomicrografadas em 3 campos sob 0 aumento de 400x. Posteriormente foi medidaa area total
de cadafibraelasticausando aferramenta polygon selectiondo ImageJ®. Por fim, foi calculada
a densidade de fibras em cada fotomicrografiapor meio da equacéo (Ferreiraetal., 2020).

Densidade = Area marcada campo 1 +Area marcada campo 2+ Area marcada campo 3
Area total de em micrometros

Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smimov e
apresentados na forma de média e desvio-padrdo. Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis/Dunn foram usados para comparar 0s grupos entre si. O teste de correlagdo de Spearman
avaliou ascorrelagdesentre os grupos QA e CCEL com miofibroblastos e composi¢dodo tecido

conjuntivo.
RESULTADOS:
Descricao das variaveis clinicopatoldgicas das amostras CCELs e QAs

Neste estudo foram incluidos 30 casos de CCELSs, sendo a grande parte de baixo
grau de malignidade (22; 70,96%), sem invasdo angiolinfatica (29; 93,54%) ou perineural (22;
70,97%). De acordo com a classificagdo TNM, grande parte dos tumores eram de menores
tamanhos (T1/T2) (25; 83%) e com auséncia de invasao linfatica (NO) (29; 96,7%). Nenhum

tumor apresentou metastase a distancia. A amostra incluiu 30 casos de QAs, sendo a maioria
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gradadas como de baixo risco de transformacao maligna (20; 66,66%), com preferéncia por

acometer homens (17; 56%) com mais de 65 anos de idade (20; 66,66%).

Anélise da imunoexpressao de TGF-B, a-AML e Ki-67 bem como da histoquimica para
fibras coldgenas e elasticas nas amostras de LSs, QAs (4reas com e sem elastose solar) e
CCELs.

Todos os casos de LSs, QAs e CCELs apresentaram células com morfologia

compativel com fibroblastosimunomarcados para a-AML e TGF-f, sugerindo miofibroblastos.

Uma maior taxa de proliferacao celular (células Ki-67+) (p=0.004; Tabela 5)
(Figura 6; L, M, N) ¢ de miofibroblastos (células a-AML+) (p=0.034; Tabela 1) foram
observadas em QAs e CCELs do que no grupo controle (Figura 6; D, E/E+, F/E+, G). Relativo
a densidade colagénica, uma menor quantidade de colageno foi observadano front tumoral dos
CCELs quando comparado as QAs o grupo controle (p=0,009; Tabela 5), sendo o colageno do
tipo | encontrado em menor quantidade em CCELs do que no controle e nas QAs (p<0.001;
Tabela 5) (Figura 6; Q, T).

Ao analisar as caracteristicas clinicopatoldgicas dos CCELs em relacdo a
imunoexpressdo de Ki-67, a-AML e TGF- bem como a quantidade média de fibras colagenas
e a densidade de fibras elésticas presentes no front tumoral, observamos que as areas de front
tumoral com maior densidade de fibras elasticas estdo presentes em tumores menores (T1/T2)
(p=0.045; Tabela 6) e sem comprometimento linfonodal (NO) (p=0.047; Tabela 6). Uma maior
quantidade de fibras colagenas do tipo | também foram encontradas em tumores sem
comprometimento linfonodal (p=0.033; Tabela 6). NOs observamos, que tumores com invasdo
linfonodal apresentaram maior expressao de Ki-67 (p=0.039; Tabela 6). Adicionalmente, ndo
verificamos diferenca estatistica em relagdo a densidade de células a-AML+/TGF-B+ em
relacdo aos outros pardmetros clinicos, histopatologicos e indicativos de agressividade (p >0.05;
Tabela 6).

Em QAs ha uma quantidade significativamente menor de células TGF-p+, que
foram encontradas na area da elastose solar (p< 0.001; Tabela 7) (Figura 6: I/E+, J/E-)
independente da gradacéo histopatologica das DELs (p<0.05; Tabela 7) (Figura 6; I/E+, JIE-).
No entanto, ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa na quantidade de células
a-AML+ nas areas com e sem elastose solar, assim como entre as gradag@es histopatoldgicas
de DELs (p<0.05; Tabela 7). (Figura 6: E/E+, F/E-)
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Houve reducao significativa naquantidade total de colageno nas areas com elastose
solar (p<0.001; Tabela 7). (Figura 6; P/E+, S/E-). Apesar de ambos os tipos de colageno
analisados mostrarem reducdo, o colageno tipo | foi o tipo mais reduzido nessa regido (p<
0.001; Tabela 7). A reducdo do colageno nas areasde elastose ocorreu de forma independente
do grau das DELs. As fibras elasticas apresentaram aumento significativo de sua densidade
total nas areas com elastose solar independente do grau das DELs (p< 0.05; Tabela 7) (Figura
6; V/IE+, W/E-).

Independente do sexo e do aumento daidade, observamos reducéo significativa na
quantidade de celulas TGF-B+, colageno total, principalmente do colagenotipo I, e aumento na
densidade das fibras elasticas nas areas de elastose solar (p< 0.05; Tabela 7). Uma quantidade
significativamente maior de células a-AML+ foi encontrada nas areas com elastose solar em

pacientes do sexo masculinocom QA (p=0.018; Tabela 7).

Analise da associacao entre aspectos histomorfologicos e histomorfometricos da elastose

solar em QAs, de acordo com a gradacéo histopatolégica.

Ao analisar os aspectos histomorfoldgicos e histomorfométicos da elastose solar,
verficou-se associacao significante entre a gradacgéo histopatoldgica das QAs e a proximidade
da elastose solar ao epitélio de revestimento displasico, ou seja, as displasias de alto risco
apresentaram uma menor distancia entre a elastose solar e epitélio de revestimento quando

comparado as displasias de baixo risco (p=0,028; Tabela 8).

Avaliacdo de correlacao entre Ki-67, a-AML, TGF-, fibras colagenas e elasticas em
amostras de QAs, CCELse LSs

Em CCELSs observou-se correlagdo negativa e significante entre células a-AML+ e
quantidade de colageno total (p=0.041; Tabela 9) e tipo 11l (p=0.041; Tabela 9).

Em QAs, observou-se correlagdo positiva e significativamente estatistica entre
quantidade de células a-AML+ (nas areas sem elastose solar) com profundidade da elastose
solar (p=0.027; Tabela 10) e sua proximidade ao epitélio de revestimento displasico (p=0.037;
Tabela 10), também coma densidade de fibras elasticas nas areas com elastose solar (p=0.034;
Tabela 10). Alem disso, foi observadaa correlacdo inversa e significativa entre as fibras
colagenas e fibras elésticas (nas areas sem elastose solar) (p=0.029; Tabela 10).
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DISCUSSAO:

Este trabalho evidenciou quantidades significativamente maiores de células o-
AML+em QAs e no front de CCELs em relacéo ao grupo controle (Tabela 5), sugerindo uma
maior presenca desse tipo celularem lesdes malignas e pré-malignas de labio. A maior presenca
de miofibroblastos no cancer é vista em diversos estudos (de-Assis etal., 2012; Dourado et al.,
2018a; Fujii et al., 2012; Kellermann et al., 2007). Além disso, sua presenca esta relacionada
com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicasindicativas de pior progndstico e agressividade

na carcinogénese oral (Coletta & Salo, 2018; Dourado et al., 2018a; EImusrati etal., 2017)

Sabe-se que a quantidade e os tipos de colageno peritumoral de diferentes tipos de
cancer estdo relacionados de formas distintas com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas
do tumor. Carcinoma invasivo e metastatico de colon (Halvorsen & Seim, 1989) e bem
diferenciados de cancer de pele em modelo animal (Stenback etal., 1999) apresentam fibrose
peritumoral. J& CCEOs mostram uma maior quantidade de colageno tipo | presente na borda
invasora dos tumores de prognaostico favoravel e de baixo grau de malignidade (Sekiguchi et
al., 1997). O colégeno tipo Il mostra-se mais abundante no estroma de CCEOs de pobre
progndstico (John & Murthy, 2016). Apesar disso, ainda é limitado o conhecimento acerca da
forma como o colageno estromal influencia na tumorigénese (Nissen etal., 2019). Além disso,
existe uma lacuna no conhecimento acerca das alteracdes das fibras elasticas no estroma de
CCELs. Assim, este estudo avaliou de forma inédita a composigdo estromal do front tumoral
de CCELs.

Foi observado que hd uma reducdo gradual significante do colageno total,
principalmente do tipo I, no front tumoral nos CCELs em relacdo as QAs e aos LSs (p< 0.05;
Tabela 5). Durante o processo de carcinogénese, a invasao de células epiteliais malignas esta
associada ao aumento na expressdao de enzimas tais como colagenases, elastases e
metaloproteinases de matriz, por tanto, o estabelecimento da lesdo maligna propriamente dita,
como nos CCELs deste estudo, pode levar ao aumento da degradacao do colageno em relacéo
as QAs e aos LSs. Isso também pode explicar os resultados acerca de que os CCELs com
metastases linfonodais, que apresentaram maior indice de proliferacdo celular Ki-67 (p=0.039;
Tabela 6), menores quantidades de colageno tipo | (p=0.033; Tabela 6) e reduzida densidade

de fibras elasticas (p=0.047; Tabela 6), no front tumoral. Além disso, tumores maiores (T3/4)



52

também apresentam menor densidade de fibras elasticas (p=0.047; Tabela6) no front tumoral.
De forma semelhante, estudos demonstraram que CCEOs com menores quantidades de
colageno nas bordas invasoras possuem mais caracteristicas de malignidade (Sekiguchi etal.,
1997). Além disso, uma menor quantidade de fibras elasticas foram detectadas em CCEOs com
pior prognostico (John & Murthy, 2016) e sua auséncia foram observadas em casos que

apresentaram metastase linfonodal (Agrawal etal., 2011).

A degeneracdo basofilicado colageno é a representacédo morfologica do dano solar
ao tecido conjuntivo (Botaetal., 2017; Santanaetal.,2020). Elaocorre quando a radiagéo solar
UV alcanca a derme e degenera o colageno pela acdo de espécies reativas de oxigénio, 0s quais
também induzem a suprarregulacdo de MMPs (Sgarbi et al., 2010; Trautinger, 2001). Além
disso, as células presentes no tecido conjuntivo degenerado sofrem alteracdes qualitativas e
quantitativas (Bianco etal., 2015). Com o objetivo de entender como a elastose solar altera os
constituintes teciduais nas QAs, nos realizamos uma analise histoquimica da composi¢éo do
tecido conjuntivo por meio de coloragdo com PIC (que potencializa a birrefringéncia do
colageno sob luz polarizada) e VVG (fibras elasticas). Até onde n6s sabemos, poucos estudos
investigaram a degeneracdo basofilica do colageno no vermelhdo de labio. De forma contraria
ao que foi sugerido por Bianco et al (2015), nossos achados mostram que &reas com elastose
solar de QAs ndo possuem quantidades de CAFs a-AML+ estatisticamente diferentes daquelas
sem elastose solar (Tabela 7). No entanto, células TGF-B+ estdo em quantidades
significativamente maiores nas areas sem elastose solar de QAs quando comparado com as
areas com elastose solar (p< 0.001; Tabela 7). Como TGF-B atua como fator de crescimento
para componentes da matriz extracelular, sua ativacéo estimula fibroblastos para formar um
microambiente pro-fibrético, ou seja, com maior quantidade de colageno, assim como sdo as
areas sem elastose solar, alémde proporcionar a transi¢do de fibroblastos para miofibroblastos,
0 que aumentaria a quantidade de CAFs TGF-B+ bem como do componente fibroso, como
ocorreu nos resultados (Shi et al., 2020). Além disso, pesquisas mostram que fibroblastos
expostosaradiagdo UVB apresentamum perfil senescente e de iniciagdoda autofagia (Cavinato
etal., 2017; Chainiaux etal., 2002). Isso pode explicar por que nossos achados mostram uma
menor quantidade de células TGF-B+nas areas com elastose solar, visto que células senescentes
possuem perdairreversivel da capacidade replicativa. Aliado a isso, TGF-f é capaz de acelerar
e induzir senescéncia em fibroblastos (Tominaga & Suzuki, 2019). E interessante observar que

a reducdo de células TGF-B* ocorreu de forma independente da gradacéo histopatoldgica das



53

DELs (Tabela 7). Apesar de TGF-B possuir um efeito contexto dependente no processo de
cancerizacdo, a relacdo entre células TGF-B* e envelhecimento é desconhecida (Tominaga &

Suzuki, 2019) principalmente no contexto de fotoenvelhecimento.

Apesar de os elementos que compdem a elastose solar ndo serem conhecidos com
exatiddo (Miura etal., 2004; Sgarbi et al., 2010), sabe-se que, além de colageno degradado, ha
acumulo desorganizado de fibras elasticas emaranhadas, tropoelastina, fibrilina,
metaloproteinases e lisozimas, tal como aumento de quantidade de substancia fundamental
amorfa (Miura et al., 2004; Rojas et al., 2012; Yaar & Gilchrest, 2007). Em QASs, nos
encontramos uma quantidade estatisticamente menor de colageno total, colageno tipo I e 111 nas
areas de elastose solar, sendo o colageno tipo | 0 mais reduzido (Tabela 7). Esses achados sdo
condizentes como que é relatado na literatura sobre 0s componentes do tecido conjuntivo com
elastose solar (Araujo etal., 2012; Martinez et al., 2008; Rojas et al., 2012). Houve maior perda
do colageno tipo | por fotodano, isso acontece porque na presenca de colageno degradado por
colagenase, os fibroblastos reduzem a produgéo de pré-colageno tipo | (Varaniet al., 2002).
Aliado a isso, a radiacdo UV também suprime a transcri¢do de genes pro-colageno tipo I, o que
reduz a substituicdo do tecido conjuntivo danificado por colageno recém-sintetizado (Santana
et al., 2020). Nossos achados mostram que na &rea de elastose solar também h& um aumento
consistente na quantidade de fibras elésticas (Tabela 7) bem como alteragdes morfoldgicas da
elastina (variados graus de espessura, fragmentacao e formacao de glébulos). I1sso pode ocorrer
devido a um modelo regulatério anormal na area de elastose que envolve 0os componentes
estruturais (Versican - VER) ou de formagéo (Elastin Binding Proteins -EBP) das fibras
elasticas (Araujo et al., 2012). Durante a exposic¢éo cronicaa radiacdo UV, ha uma reducdo
consistente nos niveis de mMRNA de VER e menores niveis de transcricdo de EBP (Knottetal.,
2009).

Sabe-se que a composicao do estroma pode criar um microambiente atipico que
favorece o campo de cancerizagéo. Isso pode acontecer com estromas continuamente expostos
a radiacdo solar, uma vez que as proteinas presentes na MEC interferem na integridade do
genoma e contribuem para fotoenvelhecimento e carcinogénese (Araujoetal., 2012; Wondrak
etal., 2003). Além disso, estudos em pele humana expostas a radiagdo UV mostram que nao
somente a degradacdo das macromoléculas da MEC como também a elastose actinica
aumentam o risco de desenvolvimento do cancer (Yano et al., 2005). A elastose tem sido

associada a piores progndsticos e grau de invasdo em diversos tipos de cancer (Walther et al.,
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2004), além de estar presente em diversas doencas como asmae enfisema pulmonar, bemcomo
em fumantes (M. Just etal., 2007; Miquel Just et al., 2005). Isso fornece fortes indicios de que
a elastose solar participa do remodelamento da MEC. Com base nisso, nés decidimos investigar
como a elastose actinica afeta a progressdo das DELs em QAs. Nossos achados evidenciaram
que a reducdo colagénica total e dos tipos I e I11 de colageno bem como o aumento das fibras
elasticas na area de elastose solar ocorreu independente do grau da DELs presentes nas QAS
(Tabela 7). De forma semelhante, Araujo et al (2012) ndo encontrou influéncia da elastina,
presente naelastose solar, naseveridade das DELsem amostras de QAs. Esses autores sugerem
que outras proteinas da MEC devem ser investigadas para melhor compreender 0s mecanismos
envolvidos na progressdo das DELs em QAs. Os achados mostram aumento na quantidade de
células a-AML+ nas areas com elastose solar em QAs de pacientes do sexo masculino
(p=0,018; Tabela 7). N&s supomos que isso pode estar relacionado a lesGes maiores, mais
velhas e que consequentemente apresentam um processo de carcinogénese mais avangada, uma
vez que homens geralmente tardam em procurar o tratamento o que contribui para que esses
pacientes apresentem lesfes mais agressivas e de pior prognéstico no momento do diagndstico.
(Kawasakietal., 2009).

No entanto, nés investigamos, além dos constituintes da elastose solar, seus
parametros histomorfométricos (profundidade, extensdo e grau da elastose solar bem como
proximidade da elastose ao epitélio de revestimento displasico) (Tabela 8). N6s encontramos
que a degeneracdao basofilica do colageno estava significativamente mais proxima a epitélios
displasicos com alto grau de malignidade (p= 0.028; Tabela 8). Gonzaga et al (2020) ao
correlacionar medidas histomorfométricas com severidade de DELsem QAs, somente detectou
significancia estatistica entre espessura de ceratina e gradacdo histopatoldgica das displasias.
Os achados desses autores podem divergir dos nossos porque eles ndo usaram o sistema de
gradacao binéario para displasias e, além disso, ndo fica claro na metodologia do trabalho se a
medida vertical usada para aferir a distancia entre epitélio e elastose foi realizada na area
displasica, como foi feito no presente estudo. Os achados sugerem que realmente o tecido
conjuntivo com elastose actinica sofre remodelamento da MEC e que isso esta ligado a
severidade das DELs em QAs. Isto abre perspectivas futuras paraa uma avaliagéo criteriosa da
area de elastose imediatamente abaixo do epitélio displasico, devendo este achado ser

considerado como um possivel fator de agressividade nas QAs. Além disso, em concordancia
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com Araujo etal (2012), nds acreditamos que outros constituintes da elastose solar, que ndo o

colageno e a elastina, devem estar envolvidos coma progressao das DELS nas QAs.

As andlises de correlacdo evidenciaram que em CCELs h& uma correlacdo
significativa inversamente proporcional entre quantidade de células a-AML+ e quantidade de
colageno total (p=0.041; Tabela 9) e tipo 11l (p=0.041; Tabela 9). Isso nos da indicios de que
a degeneracgdo colagénica é preponderante no front tumoral, apesar da presenca marcante de
células estromais a-AML+. No entanto, ndo podemos desconsiderar que CAFs também séo
capazesde produzir MMPs, induzir epithelial-to-mesenchymal transcricdo , desregulacdode E-
cadherin e aumentar a invasividade celular (Hanley etal., 2016; John & Murthy, 2016; Kalluri,
2016; Nissen etal., 2019). Um Estudo, in vitro de linhagem celular de cancer de mama mostrou
que a presenca do TGF-p em CAFs foi capais aumentar a expressdo de vimentina, fibronectina
e (MMP2 e MMP9), contribuindo ao comportamento migratério e ao aumento da invasdo em
Matrigel (Yuetal., 2013).

Em QAs, interessantemente, os resultados deste estudo mostram que quanto mais a
elastose solar penetrano tecido conjuntivo e se aproximado epitélio de revestimentodisplasico,
mais células a-AML+ se concentram de forma significativa em areas sem elastose solar (p<
0.050; Tabela 10). Talvez, isso acontega porque os miofibroblastos (células a-AML+) contidos
nas areas sem elastose solar podem participar de forma mais ativa do processo de expanséo das
areas de elastose do que aqueles confinados nas areas de elastose solar. De forma semelhante,
nds observamos que células a-AML+ presentes nas areas de colageno morfologicamente
normal aumentam a densidade de fibras elasticas nas areas de elastose solar (p=0.034; Tabela
10). Como discutimos anteriormente, células presentes nas areas de elastose podem estar
senescentes e, portanto, em um estado de quiescéncia. Além disso, ndo podemos descartar que
aparentemente a degeneracdo das fibras colagenas ocasionadas pela radiacdo UV pode afetar
as células adjacentes presentes em areas de colageno normal, através de mecanismos ainda

desconhecidos.
CONCLUSAO:

Este estudo promove evidéncias sobre o possivel papel dos miofibroblastos, das
fibras colagenas e das areas de elastose no processo de carcinogénese de labio. Em QAs,
observou-se um aumento de miofibroblastos, bem como uma associagdo dessas células (em

areas sem elastose) com expansdo vertical da elastose solar. Destaca-se, ainda, que, em QAs, a
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proximidade das areas de elastose ao epitélio displasico esta associada a presenca de displasias
de alto risco e que as &reas de elastose apresentam menor percentual de coldgeno, menor
imunoexpressao de TGF-B e maior densidade de fibras elasticas queas areas sem elastose solar.
Em CCELs, ao passo que foi observado um aumento de miofibroblastos a-AML+, foram
visualizadas de forma inversamente proporcional perda colagénica total, principalmente, do
colageno tipo I, assim como de fibras elasticas na regido do front tumoral. Finalmente,
observou-se que a perda colagénica e de densidade de fibras elasticas foi significativamente

maior em tumores agressivos e como metastase nodal.
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7 CONCLUSAO GERAL
Este estudo promove evidéncias sobre o possivel papel dos miofibroblastos, das fibras

colagenas e das areas de elastose no processo de carcinogénese de labio.

1. Em QAs, observou-se um aumento de miofibroblastos, bem como uma associagéo
dessas células (em areas sem elastose) com expansdo vertical da elastose solar.

2. Em QAs, a proximidade das areas de elastose ao epitélio displasico esta associada a
presenca de displasias de alto risco e que as areas de elastose apresentam menor
percentual de colageno, menor imunoexpressao de TGF-f e maior densidade de fibras
elasticas que as areas sem elastose solar.

3. Em CCELs, ao passo que foi observado um aumento de miofibroblastos a-AML+,
foram visualizadas de forma inversamente proporcional perda colagénica total,
principalmente, do colageno tipo I, assim como de fibras elasticas na regido do front
tumoral.

4. Finalmente, observou-se que a perda colagénica e de densidade de fibras elasticas foi

significativamente maior em tumores agressivos e como metastase nodal.
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Tabelas

Tabela 5 Perfil de imunoexpresséo paraKi-67, a-AML e TGF-$ bem como da porcentagem de
fibras colagenas e densidade de fibras elasticas em LSs, QAs e CCELs.

Ki-67 o-AML TGF-B Colageno  Colageno Colageno  Densidade de
total (%0) tipo | (%) tipo Il (%0) fibras
elasticas(um?)

Tecido

Labio 1.20+0.86 0.18+0.42 54.72+19.70 40.96+16.53 9.24+6.57 31.72+1289 2331.74+1290.19
(n=15)
Queilite 9.82+465* 10.86+1590* 39.12+1153 44.39+10.02 8.58+5.21 35.81+9.19 3345.49+1754.66
(n=30)
CEC 0.10+£959* 7.21+11.61* 40.7042365 33.40+12.72*" 3.67+2.70*" 29.73+1124 4540.55+6113.62
(n=30)

p- 0,004 0,034 0,104 0,009 <0,001 0,149 0,488

Valor

p<0,05* versus LSs; 'p<0,05 versus QAs.
Teste Kruskal-Wallis/Dunn (média £ DP).
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Tabela 6 Influéncia de caracteristicas clinicopatoldgicas de CCELs na imunoexpressdo de Ki-
67, a-AML e TGF-f bem como na porcentagem de fibras colagenas e densidade de fibras
elasticas em areas de front tumoral.

Ki-67 o-AML TGF-B Colageno  Colageno  Colageno Densidade de
total (%) tipol (%) tipo Il (%) fibras
elasticas(um?)
Estadiamento T
T1/2(n=25) 8.19+10.77 49.58+13.07 4.60+2.74 29.50+13.57 3.30+1.97 26.20+12.05 4012.53+2237.70
T3/4 (n=6) 205712193 41.32£32.29 7.31+7.46 27.19+13.84 1.49+1.38 25.70£12.52 1038.65+£1004.00*
p-Valor 0,300 0,610 0,467 0,809 0,148 0,953 0,045
Estadiamento
N
NO (n=28) 6.82£10.20 39.11+20.74 5.34+2.91 29.43%£13.86 3.09+1.68 26.34+£12.97 4002.33+2247.67
N+ (n=3) 27.43+2095* 48.59+41.02 7.40+10.28 20.85+9.78 0.88+0.68* 19.97+9.17 1183.56+1104.14*
p-Valor 0,039 0,611 0,616 0,366 0,033 0,468 0,047
Gradacéo
histopatoldgica
Baixograu 6.54+£1250 39.84+25.89 9.48+1047 31.43+£11.88 3.31+£1.59 28.12+10.99 4697.32+7009.84
(n=22)
Alto grau 6.75+8.47 39.83+19.29 8.42+8.28 37.27+14.71 4.23+4.30 33.04+12.18 3589.73+3082.53
(n=9)
p-Valor 0,964 0,999 0,801 0,245 0,387 0,269 0,714
Invaséo
angiolinfatica
N&o (n=29) 6.64+11.68 38.84+2449 9.49+9.79 32.49+13.00 3.71+2.84 28.78+11.32 4597.5246292.35
Sim (n=2) 6.26+8.65 49.47+261 0.61+2.34 41.00+£11.09 2.67+0.92 38.33£10.16 3470.20+.2010.20
p-Valor 0,957 0,465 0,381 0,285 0,538 0,172 0,515
Invasdo
perineural
Ndo (n=22) 7.27£12.62 422142339 8.05+7.08 33.30%£13.74 4.00+3.14 29.30+11.62 5161.20+7048.19
Sim (n=9) 4.79+6.74 34.61+24.11 12.56%1559 33.33t11.68 2.79£1.30 30.55£11.55 2198.11+933.44
p-Valor 0,604 0,405 0,297 0,995 0,254 0,782 0,323

*p<0,05; teste Mann-Whitney (media £ DP).
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Tabela 7 Influéncia de caracteristicas clinicopatologicas de QAs na imunoexpressao de Ki-67, a-AML e TGF-B bem como na porcentagem de fibras colagenas e densidade de fibras elasticas em areas com e sem elastose solar.

a-AML TGF-p Colagenototal (%0) Colagenotipo I (%) Colagenotipo 111 (%) Densidade de
fibras elasticas(um?)
Ki-67 E+ E- p-Valor E+ E- p-Valor E+ E- p-Valor E+ E- p-Valor E+ E- p-Valor E+ E- p-Valor
Displasia 9.82+4.65 10.03#693 10.86x1590 0.824 23.07+£1036 39.12+1153 <0,001* 18.02+6.29 44.39+10.02 <0,001* 2.06+1.69 8.58+5.21 <0,001* 15.96x547 35.81+9.19 <0,001* 3345.49+175466 0.14+009 <0,001*
Gradacéo
histopatoldgica
Baixo risco 8.82+4.37 10.83+£798 11.25+1933 0,944 2558+1121 39.59+1360 0,012* 16.72+6.78 44.58+1050 <0,001* 1.85+1.53 8.20+4.83 <0,001* 14.87+6.16 36.38+8.51 <0,001* 3505.38+180148 0.12+008 <0,001*
(n=20)
Altorisco (n=10) 11.80+4.95 8.31+3.90 10.03+3.49 0,438 17.04+4.38 38.01+4.61 <0,001* 20.43+4.78 44.08+9.87 <0,001* 2.45+2.01 9.2046.07 0,015* 17.98+3.38 34.88+10.7 0,002* 3145634179511 0.17+011 0,002*
6
p-Valor 0,210 0,476 0,882 0,124 0,806 0,217 0,916 0,465 0,678 0,234 0,726 0,679 0,335
Idade
Até 65(n=10) 10.7045.36 7.98+4.18 7.24+4.87 0,734 23.29+7.02 40.2616.65 0,001* 20.29+7.88 41.76+10.44 <0,001* 1.79+1.61 7.13+3.81 0,002* 18.50+6.60 34.62+9.15 0,001* 3598.02+205953 0.18+0.10 0,001*
>65(n=20) 8.94+£3.95 11.894852 14.13x2144 0,762 22.92+1257 38.33£1433 0,020* 16.50+4.74 46.37£9.66 <0,001* 2.24+1.78 9.67+5.98 <0,001* 14.26+4.01 36.70x9.53 <0,001* 3092.97+146880 0.10+0.07 <0,001*
p-Valor 0,439 0,230 0,360 0,944 0,746 0,194 0,308 0,575 0,281 0,089 0,621 0,558 0,052
Sexo
Feminino (n=13) 9.46+4.33 6.59+3.33 6.45+4.34 0,935 20.86+7.38 36.30+892 <0,001* 18.63+8.07 45.08+9.41 <0,001* 2.22+2.12 9.1846.89 <0,001* 16.42+6.78 35.90+8.56 <0,001* 4024.70£1965.73 0.10+006 <0,001*
Masculino(n=17) 10.18+5.20 13.86+803 15.77+2228 0,812 25.55+1304 42.30+1383 0,026* 17.40+4.18 43.64+11.11 <0,001* 1.90+1.19 7.92+2.58 <0,001* 15.50+4.07 35.71+10.3 <0,001* 2802.13+143947 0.17+0.11
2
p-Valor 0,754 0,018 0,211 0,369 0,299 0,673 0,751 0,689 0,717 0,965 0,147 0,114

*p<0,05; teste Mann-Whitney (media £ DP);
E+ = Elastose presente; E-=Elastose ausente.



Tabela 8 Associacdo entre aspectos histomorfologicos e
histomorfométricos nas areas de elastose solar em QAs em
relacdo a gradacdo histopatologica de displasias epiteliais de
labio.

Gradacao histopatoldgica das

Graude
elastose solar
(+1)

Graude
elastose solar
(+2)

Graude
elastose solar
(+3)
Distanciada
elastose solar
ao epitélio de
revestimento
displasico
Extensdoda
elastose solar
Profundidade
da elastose
solar

displasias epiteliais de I bio

Baixo risco
1(7.1%)

9 (64.3%)

4(28.6%)

13.73%17.55

259.50+84.91

108.50+57.44

Alto risco
1(12.5%)

5 (62.5%)

2 (25%)

3.39+5.13

192.88+80.95

109.13+35.48

p-valor

0,911

0.028*

0.101

0.978

- Grau de elastose: Teste qui-quadrado de Pearson (n, %).
- Distancia da elastosesolarao epitélio de revestimento displasico, extensdoe
profundidade da elastosesolar: Teste p<0.05* de Mann-Whitney.
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Tabela 9 Correlacéo entre Correlagdo entre Ki-67, a-AML, TGF-p, fibras colagenas ¢ elasticas

nas amostras de CCELs.

Densidade
Colageno Colageno Colageno de fibras
o-AML  TGF-g Ki67 total tipo | tipo Il elasticas
a-AML r 0,201 0,104 -0,376 -0,248 -0,374 -0,149
p-valor 0,279 0,599 0,041* 0,187 0,041* 0,478
TGF-p r -0,316 0,241 0,171 0,225 -0,100
p-valor 0,095 0,183 0,349 0,216 0,634
ki67 r -0,171 -0,046 -0,165 0,119
p-valor 0,385 0,815 0,403 0,579
Coléageno r 0,473 0,990 0,215
total p-valor 0,006* <0,001* 0,312
Colageno r 0,389 0,384
tipo | p-valor 0,028* 0,064
Colageno r 0,222
tipo I p-valor 0,297
Densidade r
de fibras p-valor
elasticas

p<0,05*, correlagdo de Spearman.
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Tabela 10 Correlagéo entre Ki-67, a-AML, TGF-B, fibras colagenas e elasticas nas amostras de QAs.

Distancia da
elastosesolar Extensdoda Profundidade Densidade de Densidade de
doepitéliode  elastose daelastose Colageno Colageno Colageno Colagenototal Colageno Colageno fibras fibras
revestimento solar solar a-AML E+ a-AML E- TGFE+ TGFE- Ki-67 total E-  tipol E- tipolll E- E+ tipo | E+ tipo Il E+  elasticasE- elasticasE+
Distancia r -0,026 0,530" 0,223 0,532 0,265 -0,158 -0,365 -0,046 0,074 -0,092 -0,033 -0,160 -0,093 -0,120 0,257
dacelastose p-valor 0,908 0,011 0,359 0,037* 0,304 0,545 0,136 0,853 0,762 0,707 0,898 0,527 0,715 0,636 0,303
solar do
epitélio de
revestimento
Extensédo r -0,014 0,160 -0,171 0,375 0,164 0,111 -0,264 -0,185 -0,232 -0,433 -0,003 -0,391 0,410 -0,376
daelastose p-valor 0,951 0,513 0,483 0,138 0,529 0,662 0,275 0,449 0,339 0,073 0,990 0,108 0,091 0,125
solar
Profundidade r 0,201 0,505 0,010 -0,256 -0,099 -0,373 -0,144 -0,390 0,331 -0,175 0,365 0,188 0,173
daelastose p-valor 0,409 0,027* 0,970 0,321 0,695 0,116 0,556 0,099 0,179 0,487 0,137 0,455 0,493
solar
o-AML E+ r 0,526 -0,196 -0,275 -0,049 0,265 0,199 0,200 -0,280 -0,031 -0,362 -0,306 0,253
p-valor 0,021* 0,451 0,286 0,852 0,305 0,445 0,442 0,294 0,909 0,168 0,249 0,345

o-AML E- r -0,306 -0,406 -0,118 -0,037 0,191 -0,124 -0,044 0,116 -0,172 -0,435 0,532"
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TGFE+

TGFE-

Ki-67

Coléageno
Total E-
Colageno
Tipo | E-
Colageno
Tipo Il E-
Coléageno
Total E+

Colageno

p-valor

p-valor

p-valor

p-valor

p-valor

p-valor

p-valor

p-valor

0,232 0,106 0,653
0,560 -0,382

0,019* 0,160

-0,116

0,680

0,889
-0,111
0,694
0,122
0,666
-0,009

0,974

0,462
0,125
0,657
-0,024
0,932
-0,130
0,633
0,429

0,052

0,636
-0,229
0,412
0,148
0,597
0,122
0,652
0,882
1,000
0,008

0,973

0,871
-0,099
0,736
-0,322
0,262
0,005
0,985
0,106
0,656
0,146
0,540
0,064

0,787

0,670
0,293
0,309
0,271
0,348
-0,429
0,110
0,327
0,159
0,468
0,037*
0,157
0,510
0,366

0,112

0,524
-0,174
0,552
-0,387
0,171
0,102
0,718
-0,012*
0,960
0,032
0,895
-0,020
0,933
0,966"
<0,001

0,167

0,092
0,132
0,639
0,084
0,766
0,132
0,625
-0,544
0,029*
-0,199
0,460
-0,653"
<0,001
-0,118
0,675

-0,296

0,034
0,082
0,771
-0,041
0,884
-0,124
0,649
-0,379
0,147
0,025
0,927
-0,276
0,300
0,045
0,874

-0,056
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Tipo | E+ p-valor 0,482 0,284 0,843
Coléageno r -0,005 0,046
Tipo I E+ p-valor 0,985 0,869
Densidadede r -0,162

fibraselasticas

p-valor 0,521
E-

Densidadede r

fibraselasticas
p-valor
E+

p<0,05*, correlacdo de Spearman; E+=Elastose presente; E- = Elastose ausente
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Figura 6 Perfil Histoquimico e Imunoistoquimicaem LSs, QAs e CCELs.

Microfotografias ilustrativas. LSs= Margem de ressecg¢do cirtrgica correspondente a Labio
Sadio; QA= Queilite actinica e CCEL= front de invasado de carcinoma de células escamosas de
labio. Coloragdo de H&E (A, B ¢ C) (100X). a-AML+; imunorreatividade citoplasmatica (D),
area de elastose solar (E/E+) e sem elastose solar (F/E-) e (G) (400X). TGF-B;
imunorreatividade citoplasmatica em fibroblastos (H), (I/E+), (J/E-) e (K), (400x). Ki-67+;
Expressdo nuclear em celulares epiteliais (L, M, N) (400X). Coloracao histoquimica de
Picrosirius Red (PIC) sob microscopia de luz, regibes de elastose solar (asterisco), area
(abundante em colageno) sem elastose (ponta de seta) e front tumoral (estrela) (O, P e Q)
(100x). PIC; sob luz polarizada, visualizasse colageno tipo | (vermelho/alaranjado e tipo IlI
amarelo/esverdeado, (T, S e R) (100x). Verhoeff Van Gieson (VVG); densidade de fibras
elasticas visualizadas na coloracdo enegrecida, elastose solar (asterisco). (U, V/E+, W/E-, X)
(100x).
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