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RESUMO

A prevaléncia das lesdes potencialmente malignas (LPM) da mucosa oral pode sofrer
influéncias de condicGes naturais da populacdo o do estilo de vida. Além disso, os fatores que
afetam a transformacao maligna das lesdes ainda sdo pouco entendidos. Estudos sugerem que
0 aparecimento e a progressdo do cancer podem estar relacionados a supressdo da resposta anti-
tumoral de populacbes de células T regulatorias (Treg) que podem ser identificadas pelo
marcador FOXP3. O objetivo do estudo é realizar um levantamento epidemioldgico de lesdes
potencialmente malignas no servico de patologia oral e maxilofacial da Pontificia Universidade
Catdlica de Minas Gerais (PUC Minas) em um periodo de 15 anos. Além de avaliar as
caracteristicas clinicas e histopatologicas dessas lesdes, as caracteristicas das lesbes que
evoluiram para lesdes malignas, realizar o acompanhamento clinico-patolégico das amostras
de LPM diagnosticadas e correlacionar a expressdao de FOXP3 em amostras de LPM com
caracteristicas clinicas e histopatologicas. Um total de 740 bidpsias de pacientes com
diagndstico clinico e histopatoldgico de leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia foram
realizadas no periodo de 2007 a 2022, representando 6,1% dos diagndsticos. A leucoplasia foi
a lesdo mais comum (88,6%), em ambos 0s sexos, com média de idade de 55,7+14,0 anos. A
maioria dos pacientes eram fumantes (46,4%), apresentavam lesdes Unicas (65%), menor ou
igual a 2 cm (72%) e localizadas em regides de baixo risco de transformacdo maligna (66,2%).
O principal diagnoéstico histopatologico foi de displasia epitelial leve (37,7%) e 2,8% da
amostra obteve-se o diagnostico de carcinoma in situ. A transformacdo maligna foi observada
em 1,1% da amostra, na maioria mulheres, com média de idade de 64+15,3 anos, com
diagnostico clinico de leucoplasias, localizadas principalmente na borda lateral de lingua de
pacientes fumantes. Observou-se uma baixa ades&o as consultas de acompanhamento clinico.
Na anéalise imuno-histoquimica, observou-se aumento significativo da expressdo de células T
reg FOXP3+ nas amostras de leucoplasia de individuos fumantes quando comparados as
amostras de mucosa normal (P<0.05), aumento significativo nas amostras de individuos do sexo
feminino (P<0.05) e nas amostras graduadas como displasia epitelial severa quando
comparadas as amostras de displasia epitelial moderada (P<0.05). Conclui-se que a leucoplasias
é a LPM mais comum, principalmente em fumantes e a maioria das lesdes apresentam baixo
risco de transformacédo maligna. Fatores clinicos, histopatol6gicos e moleculares parecem estar
associados com maior risco de transformacdo maligna.

Palavras-chave: Leucoplasia oral. Lesdes potencialmente malignas. FOXP3 protein.
Transformacéo maligna.



ABSTRACT

The prevalence of potentially malignant lesions (PML) of the oral mucosa may be influenced
by natural conditions of the population or lifestyle. Moreover, the factors that affect the
malignant transformation of the lesions are still not understood. Studies suggest that the onset
and progression of cancer may be related to the suppression of the anti-tumor response of
regulatory T-cell populations (Treg) that can be identified by the FOXP3 marker. The aim of
this study is to conduct an epidemiological survey of potentially malignant lesions in the oral
and maxillofacial pathology service of the Pontifical Catholic University of Minas Gerais (PUC
Minas) over a period of 15 years. In addition, the clinical and histopathological characteristics
of these lesions, the characteristics of the lesions related with malignant lesions, performing
clinical-pathological follow-up of diagnosed PML samples and correlating FOXP3 expression
in PML samples with clinical and histopathological characteristics were evaluated. A total of
740 biopsies of patients with clinical and histopathological diagnosis of leukoplakia,
erytroplakia and leukoerytroplakia were performed from 2007 to 2022, representing 6.1% of
the diagnoses. Leukoplakia was the most common lesion (88.6%) in both sexes, with a mean
age of 55.7+14.0 years. Most patients were smokers (46.4%), had single lesions (65%), less
than or equal to 2cm (72%) and located in regions at low risk of malignant transformation
(66.2%). The main histopathological diagnosis was mild epithelial dysplasia (37.7%) and 2.8%
of the sample was diagnosed with carcinoma in situ. Malignant transformation was observed in
1.1% of the sample, in most women, with a mean age of 64+15.3 years, with clinical diagnosis
of leukoplakia, located mainly on the lateral edge of the tongue of smoking patients. Low access
to clinical follow-up visits was observed. In the immunohistochemical analysis, a significant
increase in the FOXP3+ cell expression was observed in samples of leukoplakia of smokers
when compared to samples of normal mucosa (P<0.05), a significant increase in samples of
female individuals (P<0.05) and in samples graded as severe epithelial dysplasia when
compared to samples of moderate epithelial dysplasia (P<0.05). It is concluded that leukoplakia
is the most common PML, especially in smokers and most lesions present a low risk of
malignant transformation. Clinical, histopathological and molecular factors seem to be
associated with a higher risk of malignant transformation.

Keywords: Oral leukoplakia. Potentially malignant lesions. FOXP3 protein. Malignant
transformation.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) € o cancer de boca mais comum e geralmente
se desenvolve a partir de lesbes potencialmente malignas (LPM) como leucoplasias,
eritroplasias e leucoeritroplasias (GALBIATTI et al., 2013; McDOWELL, 2006; PULTE;
BRENNER, 2010). O CCE ¢é uma causa significativa de morbidade e mortalidade no mundo
todo (PULTE; BRENNER, 2010). As taxas de sobrevida em cinco anos de cancer oral e
orofaringeo sdo de aproximadamente 50%. A maioria dos pacientes vive pouco tempo apos 0
diagndstico (EPSTEIN et al., 2008). O estagio da doenca no momento do diagndstico afeta as
taxas de sobrevivéncia. Na cavidade bucal, a sobrevida no estagio | é de 70%, enquanto para o
estagio 1V, essa taxa cai para 30% (TIWANA et al., 2014) mostrando a importancia do
diagnostico precoce dessas lesGes ou o diagnostico e tratamento de lesdes com potencial de

transformacgéo maligna.

1.1 Prevaléncia de LPM da cavidade oral

As LPM da mucosa bucal sdo lesdes heterogéneas e a prevaléncia geral mundial das
lesBes tem sido recentemente estimada em um estudo de revisdo sistematica em cerca de 4,5%
entre adultos. As lesdes foram observadas principalmente em homens e a prevaléncia variou
em diferentes regides geograficas, com alta prevaléncia em populacdes da América Central/Sul
(3,9%) e da Asia (10,5%) (MELLO et al., 2018).

Considerando a prevaléncia de subtipos clinicos de LPM, observa-se uma prevaléncia
de 4,11% para leucoplasias oral (MELLO et al., 2018). Os dados de prevaléncia observados
neste estudo foram maiores do que uma revisdo sistematica publicada em 2003 que encontrou
prevaléncia de 1,43% (PETTI, 2003). Esta diferenca possivelmente esta relacionada com a
incluséo de dados de populagdes de centros de referéncia para tratamento de leucoplasias oral
no estudo de Mello et al. (2018), enquanto no estudo de Petti (2003) foram incluidos apenas
dados de estudos que n&o utilizaram informacdes de centros especializados em leucoplasias
oral. A prevaléncia geral observada para outras LPM foi de 4,96% para fibrose oral submucosa,
2,08% para queilite actinica e 0,17% eritroplasia (MELLO et al., 2018).

As LPM séo diagnosticadas em pacientes na maioria das vezes acima de 50 anos e 0s
homens foram mais afetados do que as mulheres (MELLO et al., 2018). Os homens sdo
considerados mais expostos aos fatores de risco do cancer bucal, como tabagismo, bebida e luz

solar (para cancer labial) (SABA et al., 2011). No entanto, diferengas no consumo de tabaco e
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alcool entre homens e mulheres tem diminuido principalmente em paises desenvolvidos. Dessa
forma, a prevaléncia de lesdes pode ser afetada por diferencas culturais no consumo de fatores
de risco pela populacédo estudada (WARNAKULASURIYVA, 2009). No Brasil, a prevaléncia
de héabitos de risco pode variar dependendo da regido do pais. Populagdes que vivem no interior
dos estados sdo esperados apresentarem maiores indices de consumo de tabaco e alcool do que
aquelas que vivem em metrépoles (BARROS et al., 2011; FERREIRA et al., 2011).

Estudos de base populacional para avaliar a prevaléncia de LPM no Brasil sdo escassos.
Um estudo que avaliou a prevaléncia e os fatores de risco para LPM em individuos acima de
40 anos foi realizado em uma populacdo de uma cidade de médio porte do semi-arido
nordestino, em Pernambuco. Ap6s calculo amostral, considerando uma prevaléncia de 10,5%
de LPM, uma amostra de 314 individuos foi avaliada. A populacdo era composta de 69,4% de
mulheres, 62,2% cor parda, 58% eram fumantes ou ex-fumantes e 62% consumiam ou ja
consumiram bebidas alcoolicas. Apos exame da cavidade oral, observou-se uma prevaléncia de
7,6% de LPM entre os individuos avaliados, a maioria leucoplasias (74%) e as demais
eritroplasia. A prevaléncia foi significativamente maior em pacientes negros, que consumiam
bebidas alcodlicas ou consumiam ambos alcool e cigarro (MARTINS-DE-BARROS et al.,
2021).

Em paises da América Latina e Caribe, estudos de prevaléncia de lesbes séo limitados,
incluindo geralmente apenas leucoplasias e eritroplasias. Adicionalmente, estudos de base
populacional que confirmam o diagndstico histologicamente também sao limitados (MELLO
et al., 2018). O conhecimento da prevaléncia e do perfil de distribui¢do das LPM na populacéo
de risco é fundamental para estabelecer politicas pablicas de controle e prevencdo (MARTINS-
DE-BARROS et al., 2021).

1.2 Indice de transformac&o maligna de LPM da cavidade oral

As LPM mais comuns encontradas clinicamente sdo leucoplasia, liquen plano, reacao
liquenoide oral, fibrose submucosa oral, leucoplasia verrucosa proliferativa e eritroplasia
(GANESH et al., 2018). O indice de transformagdo maligna é variavel de acordo com o subtipo
clinico. Em uma revisao sistematica observou-se um indice de transformacdo maligna geral de
7,9%. Variando de 1,4% para o liquen plano a 49,5% para leucoplasia verrucosa proliferativa.
A leucoplasia oral, considerada a LPM mais comum da cavidade oral, apresentou um indice de

8,6%. Enguanto a eritroplasia, este indice chegou a 33%. Estes dados corroboram com outros
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estudos da literatura e mostra que a progressao maligna é sempre uma possibilidade que deve
ser considerada no seguimento clinico desses pacientes (IOCCA et al., 2020).

Um estudo multicéntrico, retrospectivo, realizado no Brasil em um periodo de 10 anos,
em trés centros de diagnostico avaliou 148 amostras de leucoplasia oral com diagnostico de
transformacdo maligna. Observou-se um indice de transformacdo maligna de 8,8% com uma
média de acompanhamento de 44 meses. A maioria dos pacientes eram mulheres (56%), com
média de idade de 60 anos, com a maioria das lesdes entre 50 e 60 anos. Os principais sitios
afetados foram lingua (34%), seguido de areas multifocais (19,6%), palato (14,2%), mucosa
jugal (14,2%), rebordo alveolar (6,8%), gengiva (6%), e assoalho bucal (4,7%). A maioria dos
pacientes eram ndo fumantes (53,4%) e apresentavam lesdes com apresentacdo clinica nao-
homogénea (39,9%). Embora alguns estudos mostraram maior risco de transformacao maligna
para lesbes com mais de 2cm?, ndo se observou relagdo da transformacdo maligna com o
tamanho das lesdes (CERQUEIRA et al., 2021).

Estudos utilizando o sistema de graduacdo histopatoldgica proposto pela Organizacéao
Mundial de Saude (OMS) mostram que altos graus de displasia estdo associados com maior
risco de transformacdo maligna (GANDARA-VILA et al., 2018; IOCCA et al., 2020;
SPEIGHT; KHURRAM; KUJAN, 2018). Cerqueira et al. (2021) utilizando um novo método
de graduacdo histol6gica denominado sistema binario, também encontrou maior risco de
transformacdo maligna entre amostras de alto risco, comparadas as amostras de baixo risco.

As LPM sdo relativamente comuns na préatica clinica de profissionais generalistas e
especialistas em lesdes de cabeca e pescoco. Dessa forma, é importante aumentar a
sensibilizagdo acerca do conhecimento em satde publica dos indices de transformagao malignas
dessas lesdes. Uma eficaz comunicacdo, com medidas de acompanhamento e estratégias de
tratamento eficientes podem ajudar a reduzir os indices de transformacdo dessas lesbes em

carcinoma invasivo (IOCCA et al., 2020).

1.3 Marcadores moleculares para diagnostico e tratamento de LPM da cavidade oral

Atualmente, ndo ha um fator clinico-patoldgico ou molecular preditor de transformacéo
maligna para LPM (VAN DER WAAL, 2014). No entanto, parametros e fatores sdo usados
para predizer o risco de transformacdo maligna, sdo considerados fatores significativamente
associados a transformacdo maligna: diagnostico prévio de cancer na regido de cabeca e
pescoco, a idade, o género feminino, o tamanho da leséo, localizag&o, etiologia (idiopéatico ou

associado ao fumo), presenca e severidade da displasia epitelial (HOLMSTRUP et al., 2006;
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VAN DER WAAL, 2014; WARNAKULASURIYA; ARIYAWARDANA, 2016). Embora
tenha sido determinado que a suspenséao do habito de fumar ap6s o tratamento cirargico da LO
reduz o risco de transformacdo maligna (VLADIMIROV; SCHIODT, 2009), outros estudos
tém demonstrado que o habito de fumar ndo é capaz de influenciar o risco de transformacéo
maligna (HOLMSTRUP et al., 2006, HOLMSTRUP et al., 2007).

A transformacdo maligna de uma LPM é um processo complexo denominado
carcinogénese ou oncogénese, que culmina no surgimento de um fenétipo maligno com a
multiplicacdo de uma célula displasica ou mutada (VINCENT; GATENBY, 2008). O sistema
imune pode prevenir este processo atraves da migracdo de células apresentadoras de antigenos,
como as células dendriticas (CDs), linfécitos citotoxicos e células NK para o sitio da lesdo
(AFONINA; CULLEN; MARTIN, 2010; DUNN et al., 2002; MITTAL et al., 2014; YAGYUU
et al., 2017). O escape de células mutadas desse sistema de imunovigilancia é um importante
fator no desenvolvimento de uma neoplasia (DUNN et al., 2002; MITTAL et al., 2014).
Evidéncias suportam que o surgimento e a progressdo do cancer podem estar relacionados a
supressdo da resposta anti-tumoral de populacgdes de células T regulatérias (Treg) (DIPAOLO
et al., 2005). As células Treg compreendem uma subpopulacdo de linfécitos envolvidos na
manutencdo da homeostase do organismo, modulacdo da resposta imunoldgica a antigenos, na
prevencéo de doencas autoimunes e inibicdo de infecgdes cronicas (RATAJCZAK et al., 2018)
e as células Treg consistem em subtipos de células imunossupressoras T com diversidade
funcional que tem um papel crucial na modulacéo da resposta imune e na reducao da ativacédo
imune deletéria. (FACCIABENE; MOTZ; COUKOS, 2012). Sdo caracterizados varios
subtipos de células Treg, tais como células Treg CD8+, Treg CD4+ ¢ y3-TCR (WANG, 2008).
No entanto, FOXP3 (forkhead box P3) tem sido considerado o mais especifico marcador para
distinguir células Treg de outras células T, por ser um fator de transcri¢do altamente envolvido
no desenvolvimento e funcdo das células Treg (SAKAGUCHI et al., 2010). A auséncia de
células Treg devido a perda da funcdo de FOXP3 leva a uma doenga autoimune, enquanto a
alta prevaléncia de Treg no sangue periférico devido a uma superexpressao de FOXP3 causa
imunodeficiéncia pela supressdo de células Treg CD4+ e células Treg CD8+, células
dendriticas, células B e células natural killer (NK), o que suprime a atividade anti-tumoral
(HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003; VON BOEHMER, 2005). As células Treg além de
estar associada a fungédo suprimida na imunidade anti-tumoral do hospedeiro, esté diretamente
ligada a um mau prognéstico (WOLF et al., 2005). Além disso, evidéncias sugerem que a
reagcdo imunocelular pode variar de acordo com o grau de displasia da LO (SOUTO et al.,
2018).
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Eventos imunoldgicos como aumento da densidade de CD maduras, células
mononucleares do infiltrado inflamatério (SOUTO et al., 2018), diminuicdo da relacdo
CD4+/CD8+, aumento da densidade de células NK e a expressio de HLA-DR por
queratinécitos (BONDAD-PALMARIO, 1995) ocorrem simultaneamente em displasias
acentuadas e séo sugeridos como indicativos de transformacéo maligna. Além disso, amostras
de displasia epitelial discreta e acentuadas apresentaram significante aumento de CDs CD1la+
em comparacdo com amostras de hiperplasia epitelial (BONDAD-PALMARIO, 1995). Em
lesGes potencialmente cancerizaveis, a expressao de mediadores immunosupressores tais como
HLA (human leukocyte antigen) G and E, IL (interleukin)-10, TGF (tumor growth factor)-p
(GONCALVES et al., 2017) e PD-L1 (programmed cell death 1 ligand 1) (GONCALVES et
al., 2017; YAGYUU et al., 2017) mostraram um potecial de evasdo imune dessas lesdes
independente do grau de displasia.

Atividade imunossupressora associada a presenca de altos niveis de células FOXP3 tem
sido avaliada em pacientes com CCE (DRENNAN et al, 2013; SCHOTT; PRIES;
WOLLENBERG, 2010; STASIKOWSKA-KANICKA; WAGROWSKA-DANILEWICZ;
DANILEWICZ, 2018) e queilite actinica (ROJAS et al., 2017). Em lesdes de LO, a expressdo
de vérios mediadores immunossupressores também monstraram um potecial de evasdo imune
dessas lesGes independente do grau de displasia (GONCALVES et al., 2017; YAGYUU et al.,
2017) e a avaliacdo da expressdo de FOXP3 mostrou associagdo com a progressao da displasia
epitelial, onde observou-se um aumento com a progressao da displasia epitelial e diminuicédo
da expressdo em comparacdo com amostras de CCE (SUN et al., 2016), mostrando que o
aumento de células FOXP3 pode contribuir para a transicdo de um estagio pré-neoplasico em
carcinoma (ROJAS et al., 2017).

O infiltrado inflamatdrio presente no microambiente tumoral pode refletir a biologia do
tumor e ser preditor de prognoéstico. Ainda ndo € claro se a infiltracdo de linfocitos no sitio
tumoral primario representa um beneficio anti-tumoral ou se a infiltragdo destes linfocitos esta
associada com prognostico, promovendo a progressao do tumor através da liberacdo de
mediadores inflamatorios (WHITESIDE, 2008). O desenvolvimento e a fungéo de células Treg
depende da expressdo de FOXP3, que tem sido relatado como principal regulador (HALAMA
et al., 2011). A populacdo de células Treg FOXP3 tem sido relacionada com fator de
prognostico para o cancer de colon (HALAMA et al., 2011) e no CCE (ZHANG et al., 2019).
Isto tem sido associado a capacidade das células tumorais de recrutar Treg para o
microambiente tumoral e, assim, inibir a imunidade anti-tumoral em pacientes com cancer
(ZHANG et al., 2019).



18

A oncogénese esta associada a combinacdo de caracteristicas genéticas e ambientais
(WILLIAMS, 2000). Uma forte correlacdo existe entre a exposi¢do a potenciais carcinégenos
e 0 aumento do risco de desenvolver cancer oral. Muitos estudos mostram que fatores como
idade, género, raca, uso de tabaco e alcool levam ao aumento na incidéncia relativa do cancer
oral (McDOWELL, 2006). Pacientes portadores de CCE da regido de cabeca e pescoco
apresentaram altos niveis de células Treg com grande atividade supressora comparados a
controles saudaveis (DRENNAN et al., 2013; SCHOTT; PRIES; WOLLENBERG, 2010).
Observou-se que individuos com CCE de boca (STASIKOWSKA-KANICKA;
WAGROWSKA-DANILEWICZ; DANILEWICZ, 2018) e queilite actinica (ROJAS et al.,
2017) apresentaram nameros significativamente maiores de células FOXP3 nas lesdes em
relacdo a amostras de mucosa normal. Estas células também eram numericamente maiores em
individuos com metastases detectavel, sugerindo um papel das células FOXP3 na progressao
do CCE (STASIKOWSKA-KANICKA; WAGROWSKA-DANILEWICZ; DANILEWICZ,
2018).

Estudos sugerem que a prevaléncia de LPM baixa que o0 aparecimento e a progressdo do
cancer podem estar relacionados a supressao da resposta anti-tumoral de populacdes de células
Treg. O fator FOXP3 é considerado o melhor marcador capaz de distinguir células Treg de
outras células T. Altos niveis de expressdo de FOXP3 tém sido observados em les6es malignas
e potencialmente malignas de boca. Diferentes niveis tém sido observados em diferentes
estagios do carcinoma, interferindo na sobrevida dos pacientes portadores de CCE. Por outro
lado, evidéncias sugerem que o sistema de defesa imune anti-tumoral pode ser afetado por
fatores clinico-patoldgicos associados a transformacdo maligna e carcinogénese do CCE. No
entanto, a associacdo entre a expressdo de células Treg FOXP3 e fatores clinicopatoldgicos
relacionados com a transformacdo maligna de lesdes potencialmente cancerizaveis e
carcinogénese do CCE ainda ndo foram avaliadas. O estudo da transformacdo maligna de LPM
e de moléculas associadas com imunossupressdo tem se tornado importante por serem alvos
diretos ou indiretos no prognostico do cancer de boca e na imunoterapia contra o cancer, o que
justifica o melhor entendimento destes mecanismos e consequentemente capacitara melhor o
profissional, contribuindo com a conscientizagao ou sensibiliza¢do da populagéo.

Neste contexto, estudos tém mostrado a importancia do sistema imunoldgico no
prognostico do cancer de boca (DENARDO et al., 2011; NORDFORS et al., 2013). Em uma
fase inicial de displasia epitelial ou durante a formacdo de células tumorais o sistema imune
tem a capacidade de eliminar células com danos no DNA que podem resultar em cancer.
(ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). Um estudo publicado pelo nosso grupo de
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pesquisa mostrou que o habito de fumar, o tamanho das lesdes e a presenca de displasia epitelial
estavam relacionados com a densidade de células dendriticas e células mononucleares
inflamatdrias em amostras de LO, sugerindo que o sistema de defesa imune anti-tumoral pode
ser afetado por fatores clinico-patoldgicos associados a transformacéo maligna (SOUTO et al.,
2018).

Dessa forma, o desenvolvimento futuro de ferramentas que auxiliam o diagnostico
patoldgico, baseado em marcadores moleculares ou de perfil genético, além de estudos clinicos
que permitem uma abordagem mais personalizada de pacientes com LPM e displasias na
cavidade bucal podem ajudar no manejo de LPM e diminuir os indices de transformacéo
maligna dessas lesdes (IOCCA et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas clinicas, histopatologicas, a progressao maligna e

imunoexpressao de FOXP3 em amostras de lesdes potencialmente malignas.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

avaliar as caracteristicas clinicas e histopatolégicas de amostras diagnosticadas
como LPM em um periodo de 15 anos no servico de patologia oral e maxilofacial
da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais (PUC Minas);

avaliar as caracteristicas clinicas e histopatolégicas de amostras com diagndstico de
LPM que evoluiram para lesGes malignas diagnosticadas em um periodo de 15 anos
no Servico de Patologia Oral e Maxilofacial da Pontificia Universidade Catolica de
Minas Gerais (PUC Minas);

realizar o acompanhamento clinico-patoldgico das amostras de LPM
diagnosticadas no servico de Estomatologia do Departamento de Odontologia da
PUC Minas;

correlacionar a expressdo de FOXP3 em amostras de LPM com caracteristicas

clinicas e histopatolégicas associadas com maior risco de transformacao maligna.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi realizar um levantamento epidemioldgico de lesBes potencialmente
malignas no servico de patologia oral e maxilofacial da Pontificia Universidade Cat6lica de
Minas Gerais (PUC Minas) em um periodo de 15 anos. Além de avaliar as caracteristicas
clinicas e histopatologicas dessas lesfes, as caracteristicas das lesdes que evoluiram para lesdes
malignas, realizar o acompanhamento clinico-patoldgico das amostras de LPM diagnosticadas
e correlacionar a expressao de FOXP3 em amostras de LPM com caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas. Um total de 740 biopsias de pacientes com diagndstico clinico e
histopatolégico de leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia foram realizadas no periodo de
2007 a 2022, representando 6,1% dos diagnosticos. A leucoplasia foi a lesdo mais comum
(88,6%), em ambos os sexos, com média de idade de 55,7+14,0 anos. A maioria dos pacientes
eram fumantes (46,4%), apresentavam lesdes Unicas (65%), menor ou igual a 2 cm (72%) e
localizadas em regides de baixo risco de transformacdo maligna (66,2%). O principal
diagndstico histopatologico foi de displasia epitelial leve (37,7%) e 2,8% da amostra obteve-se
0 diagnostico de carcinoma in situ. A transformacdo maligna foi observada em 1,1% da
amostra, na maioria mulheres, com média de idade de 64+15,3 anos, com diagnostico clinico
de leucoplasias, localizadas principalmente na borda lateral de lingua de pacientes fumantes.
Observou-se uma baixa adesdo as consultas de acompanhamento clinico. Na analise imuno-
histoquimica, observou-se aumento significativo da expressao de células T reg FOXP3+ nas
amostras de leucoplasia de individuos fumantes quando comparados as amostras de mucosa
normal (P<0.05), aumento significativo nas amostras de individuos do sexo feminino (P<0.05)
e nas amostras graduadas como displasia epitelial severa quando comparadas as amostras de
displasia epitelial moderada (P<0.05). Conclui-se que a leucoplasias € a LPM mais comum,
principalmente em fumantes e a maioria das lesfes apresentam baixo risco de transformagéo
maligna. Fatores clinicos, histopatoldgicos e moleculares parecem estar associados com maior

risco de transformacdo maligna.

Palavras-chave: Leucoplasia oral. Lesdes potencialmente malignas. FOXP3 protein.

Transformagao maligna.
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INTRODUCAO

As lesbes potencialmente malignas (LPM) da mucosa bucal apresentam uma
prevaléncia geral mundial de cerca de 4,5% entre adultos, sendo esta prevaléncia estimada de
3,9% em populacdes da América Central/Sul e 10,5% na Asia (MELLO et al., 2018). A
prevaléncia destas lesdes pode variar de acordo com os subtipos clinicos incluidos nos estudos,
perfil epidemiolégico, habitos de risco da populacéo estudada e se a base populacional utilizada
na analise foi obtida de um centro de referéncia ou ndo (MELLO et al., 2018;
WARNAKULASURIYVA, 2009). No Brasil, a prevaléncia de habitos de risco pode variar
dependendo da regido do pais. Séo esperados maiores indices de consumo de tabaco e alcool
em populagdes que vivem no interior dos estados em comparacdo com metrépoles (BARROS
etal., 2011; FERREIRA et al., 2011). Estudos de base populacional para avaliar a prevaléncia
de LPM em paises da América Latina e Caribe s&o escassos (MARTINS-DE-BARROS et al.,
2021; MELLO et al., 2018). Portanto, o conhecimento da prevaléncia e do perfil de distribuicdo
das LPM na populacdo de risco é fundamental para estabelecer politicas publicas de controle e
prevencdo (MARTINS-DE-BARROS et al., 2021).

As LPM mais comuns encontradas clinicamente sdo leucoplasia, liquen plano, reacédo
liguenoide oral, fibrose submucosa oral, leucoplasia verrucosa proliferativa e eritroplasia
(GANESH et al., 2018). Em uma revisao sistematica observou-se um indice de transformacao
maligna geral de 7,9% (IOCCA et al., 2020) enquanto um estudo multicéntrico no Brasil
mostrou um indice de 8,8% (CERQUEIRA et al., 2021). No entanto, estes indices podem variar
de acordo com o subtipo clinico de 1,4% para o liquen plano a 49,5% para leucoplasia verrucosa
proliferativa. A leucoplasia oral, que é considerado o subtipo clinico mais comum, apresentou
um indice de 8,6%. Enquanto a eritroplasia, este indice chegou a 33%. Os indices de
transformacdo maligna podem ser maiores se forem considerados fatores como idade, sexo,

localizacdo das lesdes, diagndstico prévio de cancer na regido de cabeca e pescoco, habito de
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fumar, tamanho das lesdes, graduacdo histopatolégica (CERQUEIRA, et al., 2021;
HOLMSTRUP et al., 2006; IOCCA et al., 2020; SPEIGHT; KKHURRAM; KUJAN, 2018;
GANDARA-VILA et al., 2018; VAN DER WAAL, 2014; WARNAKULASURIYA;
ARIYAWARDANA, 2016). Estes dados mostram que a progressdo maligna é sempre uma
possibilidade que deve ser considerada no seguimento clinico desses pacientes (IOCCA et al.,
2020).

A transformacdo maligna de uma LPM é um processo complexo denominado
carcinogénese ou oncogénese, que culmina no surgimento de um fenétipo maligno com a
multiplicacdo de uma célula displasica ou mutada (VINCENT; GATENBY, 2008). O escape
de celulas mutadas do sistema de imunovigilancia € um importante fator no desenvolvimento
de uma neoplasia (DUNN et al., 2002; MITTAL et al., 2014). Estudos sugerem que 0
aparecimento e a progressdo do cancer podem estar relacionados a supressdo da resposta anti-
tumoral de populacdes de células T regulatdrias (Treg). O fator FOXP3 (forkhead box P3) é
considerado o melhor marcador capaz de distinguir células Treg de outras células T. Altos
niveis de expressdo de FOXP3 tém sido observados em lesdes malignas, potencialmente
malignas de boca e associados a diferentes estagios do carcinoma, interferindo na sobrevida
dos pacientes. Por outro lado, evidéncias sugerem que o sistema de defesa imune anti-tumoral
pode ser afetado por fatores clinico-patolégicos associados a transformacdo maligna e
carcinogénese (DRENNAN et al., 2013; SCHOTT; PRIES; WOLLENBERG, 2010;
STASIKOWSKA-KANICKA; WAGROWSKA-DANILEWICZ; DANILEWICZ, 2018) e
queilite actinica (ROJAS et al., 2017). No entanto, a associagdo entre a expressdo de células
Treg FOXP3 e fatores clinicopatoldgicos relacionados com a transformagéo maligna de LPM
ainda ndo foram avaliadas.

Dessa forma, o desenvolvimento futuro de ferramentas que auxiliam o diagndstico

patoldgico, baseado em marcadores moleculares ou de perfil genético, além de estudos clinicos
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que permitem uma abordagem mais personalizada de pacientes com LPM e displasias na
cavidade bucal podem ajudar no manejo de LPM e diminuir os indices de transformagéo
maligna dessas lesdes (IOCCA et al., 2020). Dessa forma, o objetivo deste estudo € avaliar as
caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, a progressdo maligna e imunoexpressdo de FOXP3

em amostras de lesdes potencialmente malignas.

MATERIAL E METODOS
Populacédo de estudo e critérios de inclusdo e exclusdo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Minas Gerais (PUC Minas). Trata-se de um estudo observacional, transversal,
epidemioldgico e laboratorial-imunohistoquimico em que foram incluidas amostras de bidpsias
com hipotese diagndstica clinica de leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia e confirmacao
histopatoldgica de hiperqueratose, displasia leve, moderada, acentuada ou carcinoma in situ
diagnosticadas no periodo de 2007 a 2022, no servico de Patologia Oral e Maxilofacial da PUC
Minas. Foram coletados dados de género, idade, tamanho clinico das les@es, localizacdo, habito
de fumo e graduacdo histopatoldgica das lesdes. Fumantes foram definidos como aqueles
pacientes que fumam mais de 10 cigarros por dia por um periodo de 10 anos. E ndo fumantes,
definidos como aqueles que nunca fumaram (CANCADO; YURGEL; FILHO, 2001). As lesdes
localizadas em regides de lingua, assoalho bucal e palato mole foram consideradas de alto risco
de transformacdo maligna e demais sitios classificados como baixo risco (WALDRON;
SHAFER, 1975). As informacdes de contato telefénico de pacientes encaminhados pelo servi¢o
publico de saude foram coletadas das fichas de bidpsias e os pacientes foram convidados a
retornar ao servi¢o de Estomatologia para avaliar a evolugéo clinica das lesGes. Pacientes em
tratamento no servico privado nao foram incluidos nesta etapa do estudo. Dados coletados dos

arquivos do servigo também foram utilizados para verificar se ocorreu transformacdo maligna
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das lesdes previamente diagnosticadas. Em seguida, foram coletadas informag6es clinicas e
data da primeira e Ultima biopsia.

Vinte e cinco amostras que apresentavam dados clinicos completos e material de bidpsia
suficiente foram selecionadas para avaliacdo da expressdo da proteina FOXP3. Laminas
coradas em hematoxilina e eosina (HE) e blocos de pacientes com diagndstico clinico e
histopatoldgico de LPM foram coletados. As laminas coradas em HE foram revisadas para
confirmacéo do diagnostico histopatoldgico e graduacdo histopatoldgica das lesdes de acordo
com os critérios da OMS de 2017 (EL-NAGGAR et al., 2017).

Amostras de mucosa normal recobrindo terceiros molares totalmente inclusos e com
indicacdo para exodontia foram utilizadas como controle da reagdo. Foram incluidas amostras
de individuos ndo fumantes e que ndo apresentavam alteragdes sistémicas que afete a resposta
imunolégica, tais como diabetes, infeccdo por HIV, tratamento medicamentoso com
imunossupressores e doengas autoimunes. Foram excluidos do estudo casos com diagndstico
histopatolégico que ndo era compativel com diagndstico clinico de leucoplasia,

leucoeritroplasia ou eritroplasia.

Anélise do infiltrado inflamatdrio

A avaliacdo quantitativa do infiltrado inflamatério foi realizada por um dnico
observador. As células inflamatorias do infiltrado foram contadas nos cortes coradas em HE.
Para isso, os campos foram fotografados através do sistema de captura de imagens da Zeiss,
utilizando o microscopio de luz acoplado a uma camera fotografica, em um aumento de 400x.
As imagens digitalizadas foram entdo utilizadas para contagem das células inflamatorias através
do programa ImageJ, versao 3.0 (University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX).
A média do infiltrado inflamatério foi determinada pela contagem do ndmero de células

inflamatdrias em dez campos consecutivos do corte. Entdo foram obtidas as médias de
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densidade de células por mm? para cada amostra. Em seguida, os dados foram agrupados em
percentis e as amostras dicotomizadas pela mediana e classificadas de acordo com o grau de
inflamacdo: baixo infiltrado inflamatdrio e intenso infiltrado inflamatério (SOUTO et al.,

2014).

Imunoistoquimica

As reagdes de imunoistoquimica foram feitas usando o método indireto. Para analise
das células Treg foi utilizado o anticorpo FOXP3. Foram obtidos, a partir de blocos de parafina,
cortes histologicos de 3um de espessura, sendo estes estendidos sobre laminas sinalizadas
(Starfrost, Lowestoft, UK). Os cortes foram desparafinizados, desidratados e a recuperacao
antigénica feita em panela de presséo com solugdo de recuperacdo antigénica Trilogy (Cell
Marque, Rocklin, CA, USA) por 30 min. Apds a recuperacdo, essas laminas foram mantidas
por 20 minutos em temperatura ambiente para resfriar, sendo lavadas em cinco banhos de dgua
destilada. A fim de inibir a peroxidase enddgena, os cortes foram incubados em dois banhos de
peréxido de hidrogénio a 10 volumes em metanol por 15 minutos cada e lavados em cinco
banhos de agua destilada. Em seguida, feita a incubacdo em trés banhos em solucdo tampéo
com 2,429 de TRIS hidroximetil amino metano PA (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil, c6digo 318768)
e 8,5 g de cloreto de sddio PA (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil, codigo 106) em
1000 mL de agua destilada (TRIS-HCL), pH 7,4 por cinco minutos. Os cortes foram entéo
incubados com o anticorpo primario monoclonal FOXP3 (Abcam, clone:236A/E7, dilution
1:50) por uma hora em temperatura ambiente. Apés a incubag&o, 0s cortes serdo submetidos a
trés banhos de solugdo tampédo TRIS-HCL, pH 7,4. Em seguida, serd feita a incubag¢do com o
anticorpo secundario e complexo terciario do sistema Reveal (Spring bioscience, Pleasanton,
CA, USA) a temperatura ambiente em camara Umida por 30 minutos e lavagem em trés banhos

em solucéo tampdo TRIS-HCL, pH 7,4. A revelagdo da reacdo serd executada com sistema de
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substrato cromégeno constituido de uma gota de DAB-cromdgena (3,3' diaminobenzidina em
solucdo) em 1ml de substrato tamponado (Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 2 minutos. Apos
a lavagem com 5 banhos de agua destilada, a contra-coloracdo sera com solucdo de
hematoxilina de Mayer por 40 segundos. Os cortes serdo entdo desidratados em solugdes de
etanol em concentracdes crescentes: 70%, 90% e 100% por cinco minutos e mais duas vezes a
100% por dez minutos, diafanizadas em um banho de cinco e outro de dez minutos em xilol.
As laminas serdo montadas com laminulas de vidro e Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn,

EUA).

Anélise da imuno-expressao e contagem das células

A analise da imuno-expressdo das células de FOXP3+ foi feita em dez campos de cada
caso (aumento de 400x) (ZHANG et al., 2019), que foram selecionados para captura de imagem
e obtidas as densidades/mm2. Para obter a densidade de células positivas/smm?2 as amostras
foram fotografadas utilizando o sistema de captura de imagens e um microscopio de luz
acoplado a uma camera fotografica, em um aumento de 400x. As imagens digitalizadas foram
entdo utilizadas para contagem e medida da area obtida através do ImageJ, versdo 3.0
(University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX). A avaliacdo quantitativa da
imunomarcacao foi realizada por um unico observador. De cada imagem foi obtido o nimero

de células positivas em relacio a area em mm?,

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o programa GraphPad Prism
(San Diego, CA, USA). As avaliagOes de normalidade usando o teste Shapiro-Wilks seréo
realizadas. Em amostras com distribui¢cdo normal foram aplicados os testes teste-t de Student e

correlagdes de Pearson. Em amostras com distribuicdo ndo-normal serdo aplicados os testes
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Mann-Whitney U e correla¢bes de Spearman. O teste qui-quadrado foi usado para comparar a
distribuicdo de género. Significancia estatistica foi alcancada quando os valores de P foram

<0,05.

RESULTADOS

De janeiro de 2007 a janeiro de 2022, um total 740 bidpsias com diagnostico clinico de
leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia e com confirmacdo histopatolégica de
hiperqueratose, displasia leve, moderada, acentuada ou carcinoma in situ foram diagnosticadas
no laboratdrio de Patologia Oral e Maxilofacial da PUC Minas, representando 6,4% do total de
lesbes diagnosticadas neste periodo. O subtipo clinico mais comum foi leucoplasia (88,6%), as
lesbes afetaram igualmente ambos o0s sexos e, no geral, apresentavam uma média de idade de
55,7£14,0 anos. A maioria dos pacientes eram fumantes (46,4%), 27,1% eram ndo fumantes,
15,1% eram ex-fumantes e 11,2% nao informaram. A maioria das lesdes apresentavam-se como
lesbes Unicas (65%), menor ou igual a 2 cm (72%) e estavam localizadas em regides
classificadas como de baixo risco de transformacdo maligna (66,2%). O principal diagnostico
histopatolégico foi de displasia epitelial leve (37,7%). Em 2,8% da amostra obteve-se o
diagnostico de carcinoma in situ. Os dados demogréaficos, clinicos e histopatolégicos dos
subtipos clinicos estdo descritos na Tabela 1.

Os dados de contato dos pacientes atendidos nas clinicas de Estomatologia da PUC
Minas e encaminhados pelo servi¢o Unico de saide (N=460) foram buscados nas fichas de
bidpsias. 175 pacientes foram contactados, no entanto, apenas 16 pacientes confirmaram o
comparecimento a consulta. Apenas 11 pacientes compareceram. Os pacientes avaliados ndo
apresentaram agravamento dos aspectos clinicos e histopatoldgicos das lesdes. Os dados
demogréficos, clinicos e histopatolégicos e do acompanhamento desses pacientes estdo

descritos na Tabela 2.
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A taxa de transformacdo maligna dos pacientes da amostra com hipdtese diagnoéstica de
LPM foi investigada. De um total de 740 bidpsias realizadas no servigo, oito pacientes
apresentaram transformacdo maligna confirmada para o carcinoma de células escamosas,
representando 1,1% da amostra. A maioria dos pacientes eram mulheres (75%), com média de
idade de 64+15,3 anos, 62,5% tiveram diagnostico clinico de leucoplasias e apresentavam
lesBes Unicas. 75% dos pacientes tinham lesGes menor ou igual a 2 cm e 50% das lesdes foram
localizadas na borda lateral de lingua. 50% dos pacientes eram nao-fumantes e o primeiro
diagndstico histopatoldgico foi de displasia epitelial moderada (4 casos) ou severa (4 casos). O
tempo médio de evolucdo maligna das lesGes foi de 19,5+17,0 meses. Os dados demograficos,
clinicos, histopatoldgicos e o tempo de transformacdo maligna em meses dos pacientes estdo
descritos na Tabela 3.

Foram selecionadas aleatoriamente 25 amostras com diagndstico de leucoplasia para
avaliagdo da expressdo de FOXP3 e oito amostras de mucosa oral normalmente usadas como
controle. As varidveis demograficas, clinicas e histopatologicas da amostra estdo agrupadas na
Tabela 4. As laminas coradas em HE foram utilizadas para confirmar o diagnostico
histopatolégico de LO (Figura 1A e B). A avaliacdo imunoistoquimica foi feita e as células
Treg FOXP3+ foram claramente identificadas pelo anticorpo FOXP3 pela marcagédo nuclear
coradas de marrom (Figura 1C e 1D).

Observou-se aumento significativo da expressdo de células T reg FOXP3+ nas amostras
de LO de individuos fumantes quando comparados as amostras de MON (P<0.05) (Figura 2A).
Observou-se aumento significativo da expressdo de células T reg FOXP3+ nas amostras de LO
de individuos do género feminino quando comparadas as amostras de individuos do género
masculino (P<0.05) (Figura 2B). Também se observou aumento significativo da expressao de
células T reg FOXP3+ nas amostras de LO graduadas como displasia epitelial severa quando

comparadas as amostras de displasia epitelial moderada (P<0.05) (Figura 2F).
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DISCUSSAO

A prevaléncia geral mundial das LPM tem sido recentemente estimada em um estudo
de revisdo sistematica em cerca de 4,5% entre adultos (MELLO et al., 2018). Na amostra
utilizada no presente estudo, observou-se uma prevaléncia de 6,4%. Estudos de prevaléncia de
LPM com confirmagdo histopatoldgica sdo limitados e diferencas podem ser observadas de
acordo com as caracteristicas da populacao estudada. O perfil etario, genético, a prevaléncia de
habitos de risco da populacdo alvo do estudo podem afetar a prevaléncia das lesdes (MELLO
et al., 2018; WARNAKULASURIYVA, 2009). Além disso, uma maior prevaléncia é
observada quando a fonte de dados utilizada for obtida de centros de referéncia para tratamento
ou diagnostico dessas lesdes (MELLO et al., 2018). O subtipo clinico mais comum foi a
leucoplasia, afetando principalmente homens, com média de idade de 55 anos e fumantes. Estes
dados corroboram com outros estudos da literatura (MARTINS-DE-BARROS et al., 2021;
MELLO et al., 2018; PETTI, 2003). Estudos de base populacional para avaliar a prevaléncia
de LPM no Brasil sdo escassos e diferentes prevaléncias podem ser encontradas de acordo com
a regiao do pais (FERREIRA et al., 2011; MARTINS-DE-BARROS et al., 2021). Populactes
gue vivem no interior dos estados sdo esperados apresentarem maiores indices de consumo de
tabaco e alcool do que aquelas que vivem em metropoles. Desta forma, o conhecimento da
prevaléncia e do perfil de distribuicdo das LPM na populacdo de risco é fundamental para
estabelecer politicas publicas de controle e prevencdo (MARTINS-DE-BARROS et al., 2021).

No presente estudo, observou-se que a maioria das lesbes estavam localizadas em
regides da cavidade bucal classificadas como regides de baixo risco de transformacéo maligna
(WALDRON; SHAFER, 1975) e apresentavam diagndéstico histopatologico de displasia
epitelial leve. No entanto, cerca de 7% dos diagndsticos sdo de lesdes graves (displasia epitelial

acentuada ou carcinoma in situ). Dessa forma, a gravidade das lesdes néo deve ser subestimada
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diante de uma suspeita clinica de LPM. Adicionalmente, a progressdo maligna é sempre uma
possibilidade que deve ser considerada no seguimento clinico desses pacientes.

O indice de transformacao maligna das LPM é variavel de acordo com o subtipo clinico.
Em uma reviséo sistematica, observou-se um indice de transformagdo maligna geral de 7,9%.
Variando de 1,4% para o liquen plano a 49,5% para leucoplasia verrucosa proliferativa. A
leucoplasia, subtipo clinico mais comum, apresentou um indice de 8,6%. Enquanto na
eritroplasia, este indice chegou a 33% (IOCCA et al., 2020). Um estudo multicéntrico também
observou um indice de transformacdo maligna de 8,8% com uma média de acompanhamento
de 44 meses. (CERQUEIRA et al., 2021). Na amostra avaliada, neste estudo, observou-se uma
taxa de transformacdo maligna de 1,1% e um tempo médio de evolucdo de 19,5 meses. No
entanto, estes dados possivelmente estdo subestimados devido a baixa adesdo dos pacientes ao
acompanhamento clinico ou a perda do seguimento desses pacientes com a realizagcdo do
diagndstico maligno em outro servico de satde.

Considerando as caracteristicas clinicas e histopatologica dos casos com diagnoéstico de
transformacédo maligna, observou-se que a maioria das lesdes tiveram o diagndstico clinico de
leucoplasia, eram mulheres, ndo-fumantes, com média de idade de 64 anos, com lesdes
localizadas em borda lateral de lingua e apresentando diagnostico histopatologico de displasia
epitelial moderada ou severa. Estes dados corroboram com os resultados de um estudo
multicéntrico, retrospectivo, realizado no Brasil em um periodo de 10 anos que avaliou 148
amostras de leucoplasia oral com diagnéstico de transformacdo maligna (CERQUEIRA et al.,
2021). No presente estudo, observou-se ainda que as lesdes eram na maioria unicas e menores
do que 2 cm, contrariando outros achados da literatura. Embora alguns estudos mostraram
maior risco de transformac&o maligna para lesdes com mais de 2 cm?, ndo se observou relagio

da transformacgéo maligna com o tamanho das lesdes (CERQUEIRA et al., 2021).
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Atualmente, ndo ha um fator clinico-patolégico ou molecular preditor de transformacéo
maligna para LPM (VAN DER WAAL, 2014). No entanto, parametros e fatores sdo usados
para predizer o risco de transformacdo maligna, sdo considerados fatores significativamente
associados a transformacdo maligna: diagnostico prévio de cancer na regido de cabeca e
pescoco, a idade, o género feminino, o tamanho da lesdo, localizagdo, etiologia (idiopéatico ou
associado ao fumo), presenca e severidade da displasia epitelial (HOLMSTRUP et al., 2006;
VAN DER WAAL, 2014; WARNAKULASURIYA; ARIYAWARDANA, 2016). Embora
tenha sido determinado que a suspenséao do habito de fumar ap6s o tratamento cirargico da LO
reduz o risco de transformacgdo maligna (VLADIMIROV; SCHIODT, 2009), outros estudos
tém demonstrado que o habito de fumar ndo é capaz de influenciar o risco de transformacéo
maligna (HOLMSTRUP et al., 2006, HOLMSTRUP et al., 2007).

A transformacdo maligna de uma LPM é um processo complexo denominado
carcinogénese ou oncogénese, que culmina no surgimento de um fenétipo maligno com a
multiplicacdo de uma célula displasica ou mutada (VINCENT; GATENBY, 2008). O sistema
imune pode prevenir este processo através da migracao de células apresentadoras de antigenos,
como as células dendriticas (CDs), linfocitos citotoxicos e células NK para o sitio da lesdo
(AFONINA; CULLEN; MARTIN, 2010; DUNN et al., 2002; MITTAL et al., 2014; YAGYUU
et al., 2017). O escape de células mutadas desse sistema de imunovigilancia é um importante
fator no desenvolvimento de uma neoplasia (DUNN et al., 2002; MITTAL et al., 2014).
Evidéncias suportam que o surgimento e a progressdo do cancer podem estar relacionados a
supressao da resposta anti-tumoral de populagdes de células T regulatorias (Treg) (DIPAOLO
et al., 2005). As células Treg compreendem uma subpopulagdo de linfocitos envolvidos na
manutencdo da homeostase do organismo, modulacéo da resposta imunoldgica a antigenos, na
prevencdo de doengas autoimunes e inibicao de infecgdes cronicas (RATAIJCZAK et al., 2018)

e as células Treg consistem em subtipos de células imunossupressoras T com diversidade
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funcional que tem um papel crucial na modulagéo da resposta imune e na reducdo da ativagéo
imune deletéria (FACCIABENE; MOTZ; COUKOS, 2012). A auséncia de células Treg devido
a perda da funcdo de FOXP3 leva a uma doencga autoimune, enquanto a alta prevaléncia de Treg
no sangue periférico devido a uma superexpressao de FOXP3 causa imunodeficiéncia pela
supressao de células Treg CD4+ e células Treg CD8+, células dendriticas, células B e células
natural killer (NK), o que suprime a atividade anti-tumoral (HORI; NOMURA; SAKAGUCH]I,
2003; VON BOEHMER, 2005). As células Treg além de estar associada a funcdo suprimida na
imunidade anti-tumoral do hospedeiro, esté diretamente ligada a um mau prognéstico (WOLF
et al., 2005). Além disso, evidéncias sugerem que a rea¢do imunocelular pode variar de acordo
com o grau de displasia da LO (SOUTO et al., 2018).

No presente trabalho observou-se um aumento significativo da expressao das células T
reg FOXP3+ nas amostras de individuos fumantes, do género feminino e graduadas como
displasia epitelial acentuada. Estes achados sdo inéditos na literatura e suportam a hipotese de
que fatores como habito de fumar, género e grau de displasia possam afetar o sistema imuno
anti-tumoral através da superexpressdo de células T reg. Esses achados corroboram com
resultados de outro estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa que observou que o habito
de fumar e a presenca de displasia epitelial estavam relacionados com a densidade de células
dendriticas e células mononucleares inflamatérias em amostras de LO, sugerindo que o sistema
de defesa imune anti-tumoral pode ser afetado por fatores clinicopatolégicos associados com
transformacdo maligna (SOUTO et al., 2018). Estudos relacionados a expressdo desse
marcador com outros marcadores imunologicos sdo importantes para entender melhor como a
resposta imunolégica afeta a transformacao maligna de lesdes leucoplasicas.

As LPM sdo relativamente comuns na préatica clinica e é importante aumentar a
conscientizacdo em saude publica dos indices de transformagdo malignas dessas lesGes. A

leucoplasia € o subtipo clinico mais comum, principalmente em fumantes e a maioria das lesdes
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apresentam baixo risco de transformacao maligna. No entanto, fatores clinicos, histopatologicos
e moleculares parecem aumentar o risco de progressao das lesdes. O desenvolvimento futuro
de ferramentas que auxiliam o diagndstico patoldgico e progndstico das lesdes, baseado em
marcadores moleculares ou de perfil genético, além de estudos clinicos que permitem uma
abordagem mais personalizada de pacientes com LPM, podem diminuir os indices de
transformacdo maligna, aumentar o diagndstico precoce e, consequentemente, a sobrevida dos

pacientes.
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Tabela 1 — Dados demograficos, clinicos e histopatologicos das amostras de individuos
diagnosticados com Leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia

Variaveis categoricas Leucoplasia Eritroplasia  Leucoetritroplasia
(n=656) (n=24) (n=60)
Demograéficas
Género (mulher /homem) 327/329 13/11 26/34
Idade minima e méaxima 9-93 39-78 29-87
Idade (média em anos + desvio 55,7+14 54,9+£11,0 55,0+£10,8
padréo)
Clinicas
NUmero de Unicas 424 20 37
lesbes Multiplas 183 4 20
NI 49 - 3
Tamanho >2cm 101 6 12
<2cm 476 14 43
NI 79 4 5
Localizacdo Baixo risco 457 9 24
Alto risco 197 15 36
NI 2 - -
Hébito de Fumante 301 12 31
fumar
Né&o fumante 183 5 13
Ex fumante 99 2 11
NI 73 5 5
Histopatoldgicas
Hiperceratose 237 1 6
Displasia epitelial leve 258 5 16
Displasia epitelial moderada 137 8 21
Displasia epitelial acentuada 17 7 6
Carcinoma in situ 7 3 11
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Tabela 2 — Dados demogréficos, clinicos e histopatoldgicos dos individuos diagnosticados com

leucoplasia, eritroplasia e leucoeritroplasia que compareceram as consultas de

acompanhamento.

Variaveis categoricas Leucoplasia Eritroplasia Leucoetritroplasia
Individuos contactados 153 4 18
Individuos agendados 14 0 2
Compareceram 10 0 1

Demograficas

Género (mulher /homem) 7/3 - 1 (mulher)
Idade minima e maxima 46-69 50
Idade (média em anos + 55,67+8,4 - 50
desvio padréao)
Clinicas
NGmero de Unicas 7 - 1
lesBes Multiplas 3 - 0
Tamanho >20mm 2 - 0
<20mm 7 - 1
NI 1 - 0
Localizacdo Baixo grau 6 - 0
Alto grau 4 - 1
Habito de Fumante 5 - 0
fumar
Né&o 3 - 1
fumante
Ex 2 - 0
Histopatoldgicas -
Hiperceratose 4 - 0
Displasia epitelial leve 4 - 0
Displasia epitelial 2 - 1

moderada
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Tabela 3 — Dados demogréficos, clinicos, histopatolégicos e de tempo de transformacéo maligna dos individuos com diagnosticados de lesGes

potencialmente malignas

Paciente sexo Idade Diagnostico Numero Tamanho Localizacdo Habito de Diagnosticos histopatol6gicos Tempo de
clinico de lesdes fumar para uma ou mais bidpsias evolucdo maligna
(meses)
1° Displasia epitelial Severa
) . Borda lateral Nao ] o
1 F 55 Leucoplasia Unicas >2cm i 2° Displasia epitelial Leve 55
de lingua fumante
3°CCE
) ] . Borda lateral EX- 1° Displasia epitelial Severa
2 M 60 Eritroplasia Unicas <2cm 13
de lingua fumante  2°CCE
Lingua e NG 1° Displasia epitelial Severa
. do
3 F 78 Leucoplasia Unicas >2cm assoalho ; . 2° Displasia epitelial Moderada 26
umante
bucal 3°CCE
] ) . 1° Displasia epitelial Moderada
4 M 49 Leucoeritroplasia ~ Unicas <2cm Palato mole Fumante ) ] 6
2° Carcinoma In Situ
] ) . Borda lateral EX- 1° Displasia epitelial Moderada
5 F 68 Leucoeritroplasia  Mdltiplas >2cm . 7
de lingua fumante  2°CCE
1° Displasia epitelial Moderada
) . Borda lateral ) o
6 F 41 Leucoplasia Maltiplas <2cm de If NI 2° Displasia epitelial Severa 12
e lingua
3°CCE
) . Rebordo Né&o 12 Displasia epitelial Severa
7 F 81 Leucoplasia Unicas >2cm NI
alveolar fumante  2°CCE
] Rebordo Néo 12 Displasia epitelial Moderada
8 F 81 Leucoplasia NI >2cm 18
alveolar fumante  2°CCE
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Tabela 4 — Dados demograficos, clinicos e histopatologicos das amostras de individuos

diagnosticados com Leucoplasia Oral (LO) fumantes e ndo fumantes e amostras de mucosa oral

normal (MON).

Variaveis categoricas

LO Fumante (n=25)

Mucosa oral normal (n=8)

Demograficas
Género (mulher /homem)
Idade (média em anos +desvio
padréo)
Cor da pele Leucoderma
Feoderma

Melanoderma

Clinicas

NGmero de Unicas

lesBes Multiplas

Sintomatologia Com
Sem

Habito de fumar Fumante

N&o fumante

Histopatologicas
Displasia epitelial leve
Displasia epitelial moderada
Displasia epitelial acentuada

13/12
54.5+11.5

18

3

4

23

21

15
10

13

4/4
50

NI
NI
NI




48

FIGURAS

Figura 1 — A) Amostra histopatologicamente diagnosticada como displasia epitelial moderada
e compativel com o diagndstico clinico de Leucoplasia Oral (LO) (hematoxilina-eosina,
aumento de 50x). B) Observa-se em maior aumento a presenca de queratinécitos displasicos
nas camadas basal e escamosa, perda da estratificacdo epitelial, figuras de mitose e
hipercromatismo nuclear (hematoxilina-eosina, aumento de 400x). Marcacao
imunohistoquimica, nuclear, de células FOXP3+ na lamina propria (streptavidina-biotina,
aumento de 50x em C) e 400x em D).
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Figura 2 — A) O gréafico mostra as comparaces entre as densidades de células T reg FOXP3+
B)

Comparacao entre as amostras de LO do género feminino e masculino. C) Comparagdo entre

no grupo de Leucoplasia Oral (LO) fumante, LO ndo fumante e mucosa normal.

amostras de individuos com até 54 anos e acima de 54 anos. D) Comparacdo entre amostras de
individuos com lesOes de até 2 cm e acima de 2 cm. E) Comparacdo entre amostras localizadas
em sitios de alto risco e baixo risco. F) Comparagdo entre amostras de LO graduadas em
leve, moderada e acentuada.

displasia *Teste Mann-Whitney U mostra diferenca

estatisticamente significativa para P<0.05.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho mostram que no levantamento realizado no periodo de 15
anos, dentre 11499 amostras, as LPM tiveram 6,4% de prevaléncia aproximando da média
encontrada no Brasil de 7,6%, em um estudo realizado por Martins-De-Barros et al. (2021) e
aproxima-se também da prevaléncia geral mundial de 4,5% entre adultos encontrada no estudo
realizado por Mello et al. (2018), porém encontra-se quase o0 dobro do estudo que cita que a
prevaléncia em populagdes sul-americanas e caribenha é de 3,93%.

Embora o presente estudo ainda esteja com o nimero de amostras limitadas, os resultados
sdo significativos diante dos dados expostos pelo INCA a respeito da representatividade do
CCE diante dos tumores malignos mais prevalente no mundo. Portanto enfatiza-se a
importancia deste estudo para utilidade publica que é util para estimular o desenvolvimento de
politicas publicas para realizagdo de campanhas de prevencao e diagnostico precoce de lesdes
cancerizaveis no sentido de aumentar a sensibilizacdo populacional a respeito da severidade de
uma lesdo potencialmente maligna e a possibilidade de transformacdo maligna. Mais estudos
s&0 necessarios (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2010).

Em relacdo ao acompanhamento clinico, observou-se um grande interesse dos pacientes
em comparecer as consultas de retorno. No entanto, observamos grande absenteismo dos
pacientes que possivelmente estd associado as dificuldades relacionadas ao momento de
pandemia. Analises futuras sdo necessarias para maior entendimento. Quanto ao potencial de
transformacdo maligna, observou-se um indice de 1,1% da amostra. Estes achados podem estar
relacionados aos fatores clinicos, patol6gicos e regionais da amostra avaliada.

Em relacdo a FOXP3 observou-se aumento da expressao das células em amostras de LPM
comparadas a amostras controle. Observou-se ainda aumento da expressao das células FOXP3
em amostras de pacientes fumantes em relacdo a ndo fumantes e aumento da expressdo de 33
FOXP3 no género feminino e nas displasias com maior gravidade. Desta forma, sugere-se que
FOXP3 possa ser um marcador importante na avaliacdo da relacéo entre fatores imunologicos
com a transformacdo maligna. Estudos avaliando a associa¢do de FOXP3 com a transformacao

maligna de LPM sdo necessarios.
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