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Arroyo Ormeno EA. Busca de potenciais biomarcadores para leucoplasia verrucosa
proliferativa [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 95% de todas as neoplasias malignas
que acometem a cavidade oral e muitas vezes estes tumores sdo precedidos por alteracoes
clinicas que apresentam um evidente potencial de transformacdo maligna, as quais sdo
chamadas de desordens potencialmente malignas orais (DPMO). Dentre estas, a leucoplasia
oral (LO) ¢ a mais importante das DPMOs com uma de incidéncia de 3,4% e uma taxa de
transformagdo maligna que varia de 0,2% até 17,5%. Uma forma menos reconhecida e ainda
pouco compreendida de leucoplasia, denominada leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP),
representa uma variante de comportamento persistente e progressivo para malignidade, com
uma taxa de transformagdo maligna maior que 70%. O diagnéstico da LVP atualmente sé ¢
possivel por meio da observagao temporal e individual de cada paciente, com a demonstracao
de progressdo clinica e histoldgica das lesdes para um CEC. No entanto, ainda ndo existem
métodos moleculares ou biomarcadores que possam de forma confidvel auxiliar no
diagnoéstico diferencial e precoce entre LO e LVP. Além disto, a LVP frequentemente
apresenta resposta inadequada a todas as modalidades de tratamento e sofre altas taxas de
recidiva. Diante disto, identificar potenciais biomarcadores para LVP poderd auxiliar no
diagnostico diferencial, progndstico e tratamento desta DPMO. Assim, a principal hipdtese
deste projeto é: O perfil protedmico entre LO e LVP ¢ distinto e a sua caracterizagio podera
auxiliar no entendimento do comportamento clinico distinto entre estas DPMOs. Para testar
esta hipoOtese, os objetivos especificos deste estudo consistem em (1) identificar potenciais
biomarcadores por meio da associacdo da microdisseccao a laser (ML) e espectrometria de
massas em tandem (MS/MS); (2) avaliar possiveis mecanismos biologicos associados aos
principais biomarcadores identificados por meio de ferramentas bioinformaticas e; (3) realizar
estudos de validagdo in vitro.

Palavras chave: Leucoplasia oral. Protedmica. Biomarcadores.



Arroyo Ormeino EA. Researching of potential biomarkers for proliferative verrucous
leukoplakia [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) represents more than 95% of all malignant neoplasms
in the oral cavity and often these tumours are preceded by clinical entities which have a clear
potential for malignant transformation, these are so-called oral potentially malignant disorders
(OPMD). Among these, oral leukoplakia (OL) is the most prevalent OPMD with an incidence
of 3.4% and a malignant transformation rate ranging from 0.2% to 17.5%. A less recognised
and still poorly understood form of OL, is the proliferative verrucous leukoplakia (PVL),
which represents a variant of recalcitrant and progressive behaviour towards malignancy, with
a malignant transformation rate higher than 70%. Currently, the diagnosis of PVL is only
based on the temporal and individual observation, with demonstration of clinical and
histological progression of these lesions to OSCC. Regardless, there are still no molecular
methods or biomarkers that can reliably assist in the differential and early diagnosis between
OL and PVL. Moreover, PVL often shows an inadequate response to all treatment modalities
and suffers high rates of recurrence. Therefore, identifying potential biomarkers for PLV may
help in the differential diagnosis, prognosis and treatment of this OPMD. Thus, the main
hypothesis of this research is: The proteomic profile between LO and LVP is different and its
characterization may help in the understanding of the distinct clinical behaviour between
these OPMD. To prove this, the main goals of this study are (1) identify potential biomarkers
through the association of laser microdissection (LM) and mass spectrometry in tandem
(MS/MS); (2) assess possible biological mechanisms associated with the main biomarkers
founded by the aid of bioinformatics tools and; (3) performing in vitro validation assays.

Keywords: Oral leukoplakia. Proteomics. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 95% de todas as
neoplasias malignas da boca'?, possui uma alta incidéncia e letalidade, apresentando
354.900 novos casos e 177.400 6bitos por ano aproximadamente®. Mesmo que existam
avangos na compreensao e protocolos de tratamento para diferentes tumores malignos,
as taxas de sobrevida em cinco anos para pacientes com CEC nao excede os 50%-
60%'#. Dessa forma, a prevencio e o diagndstico precoce sdo extremamente
necessarios para melhorar o progndstico desses pacientes.

As desordens potencialmente malignas orais (DPMO) sdo condigdes clinicas
que podem preceder ao CEC, e tem uma capacidade de transformacdo maligna
variavel. As DPMOs estdo compostas por leucoplasia, leucoplasia verrucosa
proliferativa, eritroplasia, eritroleucoplasia, liquen plano, estomatite nicotinica, queilite

6

actinica, entre outras>>°, A leucoplasia oral (LO) ¢ clinicamente definida como uma

"placa branca com um risco questionavel de malignidade, uma vez que todas as outras

lesdes clinicas semelhantes que ndo apresentam risco foram excluidas">’

, € apresenta
taxas de transformagdo maligna dentre 2% a 8%>°%’. Esta lesdo pode apresentar
aspectos microscopicos, que podem variar desde hiperceratose, com ou sem grau de
displasia (baixo ou alto), até um carcinoma in situ>*’,

Por outra parte, a Leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) ¢ considerada de
maneira geral como uma variante agressiva da LO®!%'2, Clinicamente, a LVP aparece
como uma leucoplasia ndo homogénea que afeta locais Unicos ou multiplos, com
envolvimento de areas contiguas ou nao contiguas ao longo do tempo, de crescimento
lento e resistente a todas as formas de tratamento, além disso afeta principalmente a
mulheres por sobre os 60 anos de idade, e sem presenca de fatores de riscos como o
fumo e 4lcool'*~!". Histopatologicamente, a LVP pode variar desde hiperceratose com
ou sem displasia a hiperplasia verrucosa, carcinoma verrucoso ou CEC, seja in situ ou
infiltrante!%8,

A LVP ¢ a DPMO com a maior taxa de transformac¢do maligna, recentemente
foi determinada uma taxa cumulativa de 49,5% (1C99%: 26,7% - 72,4%) entre estudos

com 12 a 20 anos de acompanhamento e uma taxa de transformac¢do maligna por ano

de 9,3%8. Além disso, devido ao alto potencial de recorréncia e o comprometimento
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varios sitios concomitantemente na cavidade bucal, ndo héd tratamento disponivel,
mesmo antes do processo de transformacdo maligna'®?2. Assim, o diagndstico precoce
da LVP ¢ extremamente necessario para melhorar o progndstico dos pacientes.

Por fim, o liquen plano oral (LPO) ¢ uma doenga inflamatéria cronica de
etiologia desconhecida, comumente caracterizada pela presenca de lesdes reticulares
brancas bilaterais, em sua maioria simétricas’?**?>. Histologicamente é caracterizada
pela presenca de uma zona em forma de faixa bem definida de infiltragdao celular
confinada a parte superficial do tecido conjuntivo, consistindo principalmente em
linfocitos*’.  Atualmente, o LPO ¢é considerado a DPMO com a menor taxa de
transformacgdo maligna®, entretanto esta ideai é ainda controversa, em grande parte
atribuivel aos diferentes critérios diagndsticos empregados>®2+2°. Além disso, alguns
estudos tém demonstrado que a LVP, principalmente em estagios iniciais, pode
apresentar aspectos clinicos e microscopicos que mimetizam o LPO*7!
Adicionalmente, desde o ponto de vista histologico a LVP apresenta um infiltrado
inflamatério com predominio de linfécitos T na lamina propria, semelhante as
caracteristicas histopatologicas encontradas no LPO?.

Deve-se destacar ainda, que a classificagdo proposta pela OMS enfatiza os
critérios microscopicos para definir o estagio clinico das DPMOs, mas esses métodos
representam um problema, pois sdo pouco reprodutiveis, t€ém alta variabilidade inter-
observador e sdo limitados quando se trata de lesdes com caracteristicas histologicas
semelhantes, principalmente para as lesdes de LVP ou aquelas que podem ser
confundidos com ela*!?3273%_ Apesar dos diferentes critérios desenvolvidos ao longo do
tempo o diagnostico da LPV ainda ¢ controverso devido a falta de caracteristicas
clinicas, microscopicas e moleculares patognomonicas'®!83638  Contudo, ha
evidéncias recentes que refor¢am a falta de consenso para o diagndstico de LVP com
base aos critérios histopatologicos®®, dessa maneira, ainda nio hd um método objetivo
padronizado disponivel para o diagndstico da LVP assim como a sua detecgao precoce,
prevenc¢ado e reconhecimento da progressao tumoral a partir dessas lesdes.

Além disso, ndo ha dados sobre a caracterizacao das células imunes nas DPMO,
as quais tém se mostrado como um fator contribuinte na transformacao maligna, bem

39-43

como na patogénese de diferentes tipos de tumor e também como um provavel
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fator etiologico para o desenvolvimento do LPO, por meio da desregulagdo do sistema
imune, envolvendo tanto a resposta inata como a adaptativa* 6.

O uso de técnicas moleculares pode melhorar significativamente a detec¢cdo de
alteracdes que sdo imperceptiveis na andlise histopatoldgica, melhorando a precisdo na
identificagdo de pacientes com maior risco de desenvolver um carcinoma'**” . Ainda,
as inovacdes no campo da identificagdo de proteinas que envolvem varios
procedimentos altamente sensiveis como as técnicas de espectrometria de massas tém
possibilitado melhorar a resolugcdo da detec¢do de proteinas nos tecidos € mesmo até
quando sdo aplicadas a fluidos complexos como a saliva®® %,

Contudo, sabe-se que a saliva ¢ uma matriz complexa, cuja composi¢do pode
variar em fun¢dao da estimulacdo do sistema nervoso autonomo, ritmo circadiano,
habitos, estado de saude-doenca, entre outros>” ¢!, Isso tem despertado grande interesse
no uso da saliva como método de diagndstico e controle de diversas doencas, tanto
sistémicas quanto da cavidade oral®®®!| devido ao abundante contetido molecular,
menor invasividade e facilidade de extragdo, bem como o baixo custo envolvido®. Os
avancos no campo da saliva estabeleceram sua utilidade como fonte de biomarcadores

50,55,60,61
b

comparaveis ao sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido pleural e urina que

permitiria a triagem precoce de diferentes doencas por meio de "bidpsias
liquidas">3-°6-61,

Por fim, diferentes softwares possibilitam a anélise qualitativa e quantitativa do
proteoma, permitindo explorar clusters e nos de diferentes redes, bem como suas vias
bioldgicas, funcionais e metabolicas®>>7>862-64 Entretanto, atualmente nio existe um
consenso sobre quais biomarcadores podem ser uteis para diagnosticar e/ou tratar a
LVP®,

Consequentemente, a busca por marcadores no tecido e na saliva ¢ de suma
importancia, pois abre novas possibilidades de diagnostico e possiveis alvos
terapéuticos na LVP, o que levaria a melhorar a prevengao da progressao do carcinoma

oral.
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4 CONCLUSAO

A leucoplasia verrucosa proliferativa ¢ a doenca potencialmente maligna oral que mais
acrimdnia gera na clinica de estomatologia, pelo seu comportamento recalcitrante e pela alta
taxa de transformacdo maligna que possui. Resulta evidente pensar que a leucoplasia
verrucosa proliferativa ¢ uma entidade clinica verdadeiramente diferente da leucoplasia oral
convencional, ndo unicamente pelas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, mas também
pelos atributos moleculares que possui, os quais tem mostrado uma deplecdo marcada dos
mecanismos de defesa mediados pela resposta imune inata e adaptativa, assim como a
magnitude de expressdo de proteinas ambivalentes que limitam e favorecem os processos de
malignidade. Adicionalmente, constata-se que as diferengas moleculares expressas dentre as
doencgas potencialmente maligna orais, carcinoma espinho celular e controles saudaveis sdao o
suficientemente nitidas para manifestar diferengas perceptiveis no proteoma salivar dos

pacientes em questao.
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