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SILVA RS. Avaliacéo de populacdes de macrofagos M1 e M2 em desordens potencialmente
malignas orais [Trabalho de Conclusao de Curso — Graduacdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Inimeras evidéncias sugerem que o0s macréfagos estdo relacionados com
crescimento, invaséo e metastase de varios tumores soélidos. No entanto, ainda nao
foi bem esclarecido o papel destas células em desordens potencialmente malignas
orais (DPMOs). O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente a densidade de
macréfagos CD68+ e CD163+ em amostras de liquen plano oral (LPO), leséo
liquendide oral (LLO), leucoplasia oral (LO) e leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP),
buscando correlacionar estes achados com o distinto potencial de transformacao
maligno entre estas DPMOs. Neste estudo, foram avaliadas amostras de tecido
parafinado de pacientes com diagndstico clinico-patolégico de LPO (n=15), LLO
(n=16), LO (n=19) e LVP (n=27 amostras provenientes de 12 pacientes).
Adicionalmente, amostras de hiperplasia fibrosa inflamatoria (HFI) foram utilizadas
como controle. Dados demograficas e clinico-patolégicas foram coletadas dos
prontuarios clinicos. A densidade de macro6fagos foi avaliada por meio da marcacgéo
imuno-histoquimica para CD68 e CD163. Posteriormente, realizou-se fotos de cinco
campos representativos das areas intraepitelial e subepitelial com a objetiva de 20x
usando uma camera Olympus DP25 acoplada ao microscopio Nikon Eclipse E600.
Em seguida a quantificacdo das células positivas foi realizada por dois examinadores
independentes (R.S.S. e M.P.P.), utilizando o software Image J. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia multivariada (two-way e four-way), considerando
um nivel de significancia de 5%. Os resultados deste estudo revelaram que a grande
maioria das células C68+ e CD163+ foi distribuida no compartimento subepitelial de
todos os grupos estudados. De modo geral, foi observado uma quantidade
ligeiramente maior de células CD163+ do que células CD68+; exceto para o grupo LO
gue mostrou um predominio de células CD68+ e CD163+, tanto na regido intraepitelial
como subepitelial. Andlise estatistica dos dados mostrou que o nimero de células
CD68+ na regido subepitelial no grupo LPO foi significativamente maior em relacao
aos outros grupos. Por outro lado, foi encontrada uma reducdo estatisticamente
significativa de células CD163+ na LO em relacdo ao LPO (p<0.0001) e LVP
(p=0,001), assim como no HFI em relacdo ao LPO (p=0,011). Nenhuma associa¢ao
entre a densidade de células CD68+ ou CD163+ com o grau de displasia epitelial ou
histéria de transformacdo maligna foi evidenciada nos grupos. Adicionalmente, foi
encontrado um aumento estatisticamente significativo da razdo CD163+/CD68+ em
amostras de LVP em relacéo a HFI (p=0,001) e LO (p<0,0001). Contudo, os resultados
revelaram uma associagao significativa entre a diminuigdo da razdo CD163+/CD68+
com o histérico de transformacao maligna tanto em lesfes displasicas de baixo e alto
risco na LVP (p<000,1). Deve-se destacar que a taxa de transformacdo maligna da
LVP é a maior entre estas DPMOs. Conclui-se que a avaliacdo baseada puramente
na quantificagédo de macrofagos CD68+ e CD163+ em diferentes DPMOs, néo é capaz
de explicar as diferencas nas taxas de transformacgé&o maligna. Contudo, distintas
formas de interacdo destas células com outras células do sistema imunoldgico pode
explicar a associagdo encontrada entre a diminuigcdo da razdo CD163+/CD68+ e o
historico de transformacao maligna na LVP.

Palavras-chaves: Leucoplasia. Liquen Plano. Macréfagos.



SILVA RS. Evaluation of M1 and M2 macrophage populations in oral potentially malignant
disorders [Trabalho de Conclusao de Curso — Graduacao em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Numerous evidences suggest that macrophages are related to the growth, invasion
and metastasis of several solid tumors. However, the role of these cells in oral
potentially malignant disorders (OPMDs) is still unclear. The objective of this study was
to comparatively evaluate the density of CD68+ and CD163+ macrophages in samples
of oral lichen planus (OLP), oral lichenoid lesion (OLL), oral leukoplakia (OL) and
proliferative verrucous leukoplakia (PVL), seeking to correlate these findings with the
distinct potential for malignant transformation among these OPMDs. In this study,
samples of paraffin tissue from patients with a clinicopathological diagnosis of OLP
(n=15), OLL (n=16), OL (n=19) and PVL (n=27 samples from 12 patients) were
evaluated. Additionally, samples of fibrous inflammatory hyperplasia (FIH) were used
as controls. Demographic and clinicopathological data were collected from clinical
records. Macrophage density was evaluated using immunohistochemical staining for
CD68 and CD163. Subsequently, photos were taken of five representative fields of the
intraepithelial and subepithelial areas with a 20x objective using an Olympus DP25
camera coupled to a Nikon Eclipse E600 microscope. Then, the quantification of
positive cells was performed by two independent examiners (R.S.S. and M.P.P.), using
the Image J software. The data were submitted to multivariate analysis of variance
(two-way and four-way), considering a significance level of 5%. The results of this study
revealed that the vast majority of C68+ and CD163+ cells were distributed in the
subepithelial compartment of all studied groups.In general, a bit more CD163+ cells
than CD68+ cells was observed; except for the OL group, which showed a
predominance of CD68+ and CD163+ cells, both in the intraepithelial and subepithelial
regions. Statistical analysis of the data showed that the number of CD68+ cells in the
subepithelial region in the OLP group was significantly higher compared to the other
groups. On the other hand, was found a statistically significant reduction of CD163+
cells in OL compared to OLP (p<0.0001) and PVL (p=0.001), as well as in FIH
compared to OLP (p=0.011). No association between the density of CD68+ or CD163+
cells with the degree of epithelial dysplasia or history of malignant transformation was
evidenced in the groups. Additionally, was found a statistically significant increase in
the CD163+/CD68+ ratio in PVL samples in relation to FIH (p=0.001) and OL
(p<0.0001). However, the results revealed a significant association between the
decrease in the CD163+/CD68+ ratio and the history of malignant transformation in
both low and high-risk dysplasic lesions in PVL (p<000.1). It should be highlighted that
the rate of malignant transformation of PVL is the highest among these OPMDs. In
conclusion, the evaluation based purely on the quantification of CD68+ and CD163+
macrophages in different OPMDs is not able to explain the differences in the rates of
malignant transformation. However, different forms of interaction of these cells with
other cells of the immune system may explain the association found between the
decrease in the CD163+/CD68+ ratio and the history of malignant transformation in
PVL.

Keywords: Leukoplakia. Lichen Planus. Macrophages.
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1 INTRODUCAO

No modelo atual de oncogénese, o cancer surge a partir de uma sequéncia de
alteracdes celulares resultantes de fatores intrinsecos e extrinsecos; sendo bem
estabelecido e aceito que existem seis alteragdes fundamentais na fisiologia celular
que determinam o inicio da oncogénese!. Segundo este conceito as células tumorais
caracteristicamente fornecem seus proprios sinais de crescimento, ignoram 0s sinais
inibidores do crescimento, evitam a morte celular (evasédo da apoptose), replicam-se
de forma ilimitada, sustentam a angiogénese e invadem os tecidos através da
membrana basal e da parede dos capilares (invasao tecidual e metastase). Além
disso, como recentemente proposto, evitar a vigilancia imunolégica pode ser a sétima
caracteristica do cancer?3. Este conceito mostrou que apesar das evidéncias a favor
do papel fundamental do sistema imunoldgico no combate a formagéo do céancer
(“imunovigilancia”), as células e fatores que compdem este sistema podem agir
selecionando ou editando os tumores emergentes*. Neste contexto, surgiu o conceito
da “imunoedigado” que é composto por trés fases conhecidas como os trés “Es” da
imunoedigao: (i) eliminagéo, (ii) equilibrio e (iii) escape?*. Recentemente e baseado
no conceito da imunoedic¢ao, foi reconhecido também que as células tumorais tém a
interessante capacidade de utilizar a presencga do infiltrado inflamatério tumoral em
seu favor. Processo chamado de cooptagdo e subversao do sistema imunologico®>®.

O conceito de imunovigilancia tumoral presume que o sistema imunolégico
pode reconhecer precursores de cancer e, na maioria dos casos, destruir esses
precursores antes de se tornarem clinicamente aparentes. Neste contexto, lesdes
potencialmente malignas orais (DPMOSs) séo entidades clinicas que apresentam maior
potencial de transformac&o maligna em relacdo ao tecido clinicamente normal. As
principais lesdes que fazem parte deste grupo sao leucoplasia oral (LO), leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP), eritroleucoplasia, liquen plano oral (LPO), estomatite
nicotinica, queilite actinica, entre outras’®. Entdo, se a imunovigilancia tem um papel
importante na supressao de tumores, seria de esperar que pacientes com DPMOs
apresentassem respostas imunologicas vigorosas. Contudo, a maioria dos estudos
indica que desordens potencialmente malignas provavelmente representam um
estado de equilibrio entre ativagdo do sistema imune e a proliferagcdo de células

displasicas, como originalmente sugerido por Dunn?“ Sendo assim, o estudo



detalhado do infiltrado inflamatério nas DPMOSs, pode contribuir para o entendimento
da inicial da carcinogéneas nestas lesdes.

Deve-se destacar que as diferentes DPMOs possuem taxa de transformacéo
maligna e perfil epidemioldgico distintos. A LO, por exemplo, possui uma incidéncia
de 3,4% e taxa de transformacgdo maligna de 0,2 a 17,5%°1°. A LO é mais comumente
encontrada em homens caucasianos acima de 40 anos, e sua prevaléncia aumenta
com o avanco da idade, e quando associada a fatores de risco como o tabaco e o
alcool*>'?, Apesar de apresentarem caracteristicas clinicas semelhantes, as LOs
possuem um grau de heterogeneidade microscopica. E possivel identificar 5 aspectos
histopatoldgicos que variam de hiperplasia epitelial com presencga ou nao de displasia
(podendo ser leve, moderada e severa) até um carcinoma in situ'3. Atualmente estes
achados microscopicos sao utilizados para predizer o risco de transformagao maligna
deste grupo de lesées. No entanto, ndo ha métodos objetivos ainda disponiveis para
tipificar lesdes displasicas e permitir resultados consistentes e reprodutiveis, uma vez
gue nem todas as lesées orais com displasia progridem para uma neoplasia maligna'4.
Outra DPMO, descrita pela OMS como a de maior risco para progressao para o CEC
é a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). Definida pela primeira vez por Hansen
et al.’®>, que descreveram a LVP como uma desordem agressiva de etiologia
desconhecida e tendéncia a se tornar multifocal ao longo do tempo. A LVP é
caracterizada por placas brancas difusas e multiplas, com prevaléncia quatro vezes
maior no género feminino, sendo frequentemente diagnosticada a partir da sexta
década de vida em individuos usualmente ndo fumantes. Apresenta alta taxa de
recorréncia e um indice de transformacéo maligna que varia de 70 até 100% dos casos
ap6s acompanhamento a longo prazo'®'’. Segundo Gillenwater et al.'61%, Millert®22,
Lopes et al.?%, Garcia-Pola et al.?!, o diagnéstico da LVP ndo pode ser baseado
somente nos achados microscépicos de uma lesdo clinicamente isolada, e sim no
decorrer da evolucéo clinica e patolégica do caso, uma vez que inicialmente esta lesao
pode ter aspectos clinicos e microscépicos que mimetizam outras lesées, como a LO,
LPO e lesbes liguendides orais (LLO).

Neste contexto, as diferencas encontradas na capacidade de transformacéao
maligna das diferentes DPMOs, particularmente LO, LVP e LPO, podem ser
explicadas pelo padréo de resposta imunoldgico desenvolvido por cada umas destas
desordens. Os macrofagos sédo células inflamatérias que tem sido amplamente

relacionadas com o prognostico tumoral e capacidade de transformacdo maligna em
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desordens potencialmente malignas?®. Os macréfagos sédo derivados dos monécitos
e tem uma importante fung&o no sistema imune, como o reconhecimento e morte de
patdgenos, bem como iniciar e resolver a inflamacdo e modular o sistema imune
adaptativo?*. Além do nimero de macréfagos, o estado de ativagéo, conhecido como
polarizacéo (tipo M1 e M2), séo relacionados a biologia do tumor. Os macré6fagos do
tipo M1 sdo conhecidos pela sua capacidade pré-inflamatéria, uma vez que estéo
associados a destruicdo do tecido e a defesa antitumoral; jA& os macréfagos M2 tem
propriedades anti-inflamatorias relacionadas a cicatrizacdo de feridas, reparo de
tecidos, neoangiogenese, como também a imunossupressao e progressao tumoral®.
Um estudo recente do nosso grupo, mostrou que o LPO tem um perfil de macréfagos
M1 que podem estar relacionados a imunopatogénese, isto €, resposta pro-
inflamatéria em relacéo as lesdes liquendides orais?®. J& um outro estudo mostrou que
polarizacdo de macrofagos M2 nas leucoplasias orais foi significamente maior
naquelas que tiveram uma transformacdo maligna no acompanhamento de 5 anos
comparadas com as lesdes que néo sofreram transformacéo maligna neste periodo?®.

Entdo, surgiu um interesse do nosso grupo em comparar o perfil dos
macrofagos M1/M2 em DPMOs, especificamente em LPO, LO e LVP, de modo a
buscar compreender os diferentes potenciais de transformag&o maligna que existem
entre estas DPMOs, possibilitando entender mais profundamente o aspecto molecular

existente entre elas.
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2 PROPOSICAO

Considerando os problemas apresentados acima, a principal hipotese deste
projeto considera que diferencas na resposta imune adaptativa entre casos de LPO,
LLO, LO e LVP, podem estar correlacionadas com o distinto potencial de
transformacao maligna entre estas DPMOs. Para testar esta hipétese, foram avaliados
comparativamente a densidade de macréfagos M1/M2 intraepitelial e subepitelial em
amostras de LPO, LLO, LO e na LVP.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura sera dividida conforme os assuntos que nela serdo
abordados, sendo eles: Displasia Epitelial e Desordens Potencialmente Malignas
Orais, Leucoplasia Oral, Leucoplasia Verrucosa Proliferativa, Liquen Plano Oral e

Macroéfagos e imunologia tumoral.

3.1 Displasia epitelial e desordens potencialmente malignas orais

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2017) define displasia epitelial como
um espectro de alteracdes epiteliais arquitetbnicas e citolégicas causadas pelo
acumulo de alteracdes genéticas, associadas a um risco aumentado de progressao
para carcinoma espinocelular’. Portanto, representa alteracdes histopatolégicas do
epitélio que caracterizam o risco aumentado de malignizacdo de lesGes orais?’.

Porém evidéncias comprovam que, mesmo quando ha a presenca da displasia,
nao significa que ocorrera essa malignizacdo e nem todas as DPMOs apresentam
displasias em seu histopatoldgico, sendo que estas podem persistir sem progredir?’.

Warnakulasuriya et al.?8 P-1864 definiram as desordens potencialmente malignas
como “um grupo significativo de disturbios da mucosa que podem preceder o
diagnodstico de carcinoma oral de células escamosas”, portanto se tratam de lesées
gue tem um risco de desenvolver cancer.

Entdo, ela compreende um grupo de lesdes que expostas a fatores ambientais
podem resultar no desenvolvimento de um carcinoma (Johnson 2017 citado por Odell
et al?’), no entanto isso ndo quer dizer que todas as lesdes se transformardo, ou que
0 paciente tera cancer apenas no local onde se encontra essa DPMO?8. Speight et al.
(citados por Odell, Kujan, Warnakulasuriya, Sloan??) disseram que a presenc¢a de uma
dessas lesfes, é apenas um dos fatores que aumentam o risco de cancer.

O paciente entdo apresenta uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de
cancer, sabendo que esse local apresenta maior probabilidade do que na mucosa
normal, mas ndo necessariamente ocorrera malignizacdo?®.

A incluséo de lesdes na classificacdo de desordens potencialmente malignas
orais (DPMOs) auxilia no direcionamento de tratamentos e prevencao em pacientes
diagnosticados. Com revisbes sistematicas, foi realizada a atualizagcdo pela
Organizag¢do Mundial da Saude em 2020, de forma a incluir distdrbidos como lesdes

liguendides orais, (Warnakulasuriya, citado por Warnakulasuriya et al.?8) sendo que
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alguma das principais e que serdo discutidas posteriormente sdo a leucoplasia,
leucoplasia verrucosa proliferativa e o liquen plano oral.

As DPMOs apresentam variadas caracteristicas clinicas, como cor, que pode
variar de branco, vermelho a mista, alteracées de superficie, podendo ser do tipo
placa, verrucosa, lisa, atrofica, entre outras, e ainda podem ter diferentes tamanhos
(Speight et al., Williams et al., citado por Warnakulasuriya et al.?8). Elas podem se
apresentar em qualquer sitio oral e de forma unilateral ou multifocal (Farah et al.,
citado por Warnakulasuriya et al.?). H4 uma maior predominancia dessas lesdes em
pacientes de meia-idade ou idosos, sendo mais comuns em homens do que mulheres
(Napier, Speight, Speight et al. citados por Warnakulasuriya et al.?¢), mas algumas
etnias, populacdes e habitos podem modificar essas taxas, devido a fatores de
exposicao e até mesmo habitos (Lee, Ko et al., 2012; Lee, Min-Shan Ko, et al., 2012;

Mello e outros, 2018, citados por Warnakulasuriya et al.?8).

3.2 Leucoplasia oral

A Leucoplasia Oral (LO) é a desordem com maior incidéncia entre as DPMOs,
sendo descrita como “uma placa branca com um risco questionavel de cancer que s6
pode ser diagnosticado uma vez que outras condi¢cdes especificas tenham sido
descartadas” (Warnakulasuriya et al., 2007 citado por Warnakulasuriya et al.28 p-1864),

Ela é utilizada para exclusdo de lesdes brancas e lesbes mistas brancas e
vermelhas, no estabelecimento de diagndsticos clinicos (Warnakulasuriya, 2019
citado por Warnakulasuriya et al.?8).

Sua prevaléncia é maior em homens tabagistas e/ou alcoolistas!! e se
apresenta em duas formas clinicas, podendo ser homogénea (LOH) e ndo homogénea
(LOHN) (van der Waal, 2019; Warnakulasuriya et al.,, 2020 citados por
Warnakulasuriya et al.?8), que séo diferenciadas com base nas caracteristicas clinicas
de cor e textura da superficie.

A leucoplasia homogénea se apresenta como uma placa/mancha branca
uniforme e fina (Lee et al., 2006; Pentenero et al., 2003 citados por Warnakulasuriya
et al.?8). Ja4 a leucoplasia ndo homogénea pode ser encontrada com varias
caracteristicas clinicas, como por exemplo nodular ou verrucosa. Ela apresenta maior
risco de malignizagdo em comparacao com a LOH e pode apresentar variados locais
de displasia (Diz et al., 2011; Speight et al., 2018 citados por Warnakulasuriya et al.?8),

0 que prediz a importancia de selecionar o local correto na realizacéo da biépsia.
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Segundo a OMS 2017, a LO apresenta caracteristicas microscépicas que
variam de aspectos de hiperqueratose sem ou com graus de displasia, podendo ser
leve, moderada ou severa, até um carcinoma in situ’. Portanto, a bidpsia é obrigatéria
para o estabelecimento do diagnostico da leséo.

Em relacdo a transformacdo maligna, revisdo sistematica atual definiu
estimativas superiores de 1,1% a 40,8%?° sendo relacionadas mulheres acima de 50
anos e um aumento do risco com o0 avanco da idade (Napier, Speight,
Warnakulasuriya, Ariyawardana citados por Aguirre-Urizar JM et al.?®). Além disso, o
tipo clinico ndo homogéneo e a presenca de displasia epitelial oral estdo entre esses
importantes indicadores de risco?®, apesar de nédo predizerem que todas as lesGes
com displasia sofrerdo transformacao. IARC, 2004 também estabeleceu a relacao
entre Betel quid e a malignizacgéo, principalmente entre pacientes asiaticos.?®

Warnakulasuriya et al.??, também constataram que o sitio oral de maior
malignizacdo da LO foi a lingua (56,3%), seguida do assoalho bucal, mucosa bucal e
labio (Qarsdashti et al., 2017; Wang et al., 2019 citados por Aguirre-Urizar et al.?°),
sendo que essa prevaléncia da localizacdo parece se relacionar ao estilo de vida e
geografia das diferentes populacdes.

Devido a grande heterogeinicidade das LOs, o maior desafio entre os casos €
a previsao de progressao para uma neoplasia maligna, por isso se torna necessario
estabelecer critérios clinico-patolégicos padronizados e universais para estudos mais
detalhados de malignizacdo, fundamental para determinacao de diagndstico precoce
e de um tratamento eficaz?®.

O tratamento definido para LO se trata de observacao cuidadosa e pode variar

até a ressecc¢do completa, quando se mostra necessaria®.

3.3 Leucoplasia verrucosa proliferativa

A LVP passou a ser reconhecida como uma Desordem Potencialmente Maligna
em uma atualizacdo recente do relatério que compreende cénceres de cabeca e
pescoco?®.

A Leucoplasia Verrucosa Proliferativa é definida como uma forma distinta de
leucoplasia oral multifocal caracterizada por ter um curso clinico progressivo,
alterando caracteristicas clinicas e histopatoldgicas (Cabay et al., locca et al. citados
por Warnakulasuriya et al.?8) e apresenta forte tendéncia a malignizacdo na maioria

dos casos, podendo variar de carcinomas verrucosos orais, convencionais ou de
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células escamosas (Gandolfo et al.; Silverman, Gorsky, Vila et al. citados por
Warnakulasuriya et al.?®).

Clinicamente, se apresenta por placas brancas difusas e mdltiplas, com
prevaléncia maior em mucosa jugal e gengiva, sendo a gengiva a que apresenta maior
nimero de maligniza¢6es®.

Etiopatogenia ainda n&o foi definida e ndo ha muitos fatores de risco que
possam ser associados a malignizacdo, apesar da maioria dos pacientes afetados
serem mulheres e com idades acima de 50 anos, e ndo apresenta forte associacéo
com alcool ou tabaco®°.

A caracteristica multifocal desse disturbio explica a manifestagédo que se inicia
com uma ou mais leucoplasias, que em seguida se disseminam para outros sitios
gradualmente (Batsakis et al.; Villa et al. citados por Warnakulasuriya et al.28).

Para diagndéstico definitivo, devido a progressao da doenca que ocorre de forma
lenta e das caracteristicas clinicas nem sempre serem o suficiente, € necessario um
longo tempo de observacdo e acompanhamento dos achados clinicos e
histoldgicos30:31,

Segundo sugerem Hansen et al.*®>, 0 método de diagndstico clinico-patolégico
propde a andlise de caracteristicas clinicas e histoldgicas para a observacdo da
malignizac&o. Posteriormente, foram definidos como alguns critérios, multiplos sitios
afetados e presenca de areas verrucosas (Cerero-Lapiedra et al.; Carrard et al. citados
por Warnakulasuriya et al.?®). Em sequéncia, foi definido que inicialmente podem se
tratar apenas de lesbes brancas planas (Batsakis et al.; Villa et al. citados por
Warnakulasuriya et al.?®), e foi incluido a possibilidade de aparéncia liquendide
(Garcia-Pola et al.; McParland, Warnakulasuriya citados por Warnakulasuriya et al.?®).

Se trata, portanto, de uma lesdo de caracteristica agressiva, com grande
guantidade de pacientes apresentando malignizacdo, com taxas entre 49,5% (locca
et al. citado por Warnakulasuriya et al.?) e que se apresentam sem tendéncia a
remissao espontanea e resistentes ao tratamento (Hansen et al. citado por
Warnakulasuriya et al.?®). A necessidade de padronizacdo, de mais estudos
longitudinais e do entedimento de mecanismos moleculares da leséo, é vital e pode

auxiliar na formulacao de tratamentos mais eficazes?8.
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3.4 Liquen plano oral

Segundo Carrozzo et al.*?, o liquen plano oral (LPO) é uma doenca com
manchas reticulares brancas bilaterais afetando mucosa bucal, lingua e gengiva, e
gue podem apresentar areas atréficas ou erosivas. Se trata de uma doenca autoimune
oral, que tem risco de progresséao significativa apés os 40 anos de idade®.

Para seu diagnostico e diferenciacdo da LPO e outras doencas, além das
caracteristicas clinicas, também foram determinados critérios histopatoldgicos que
Sdo aspectos autoimunes, no caso a presenca de um infiltrado inflamatério de
linfécitos T em banda em cérion e presenca de degeneracdo da camada basal do
epitélio (van der Meijj et al.; van der Meij e van der Waal citados por Gonzalez-Moles
et al.®3).

O indice de malignidade dessa DPMOs varia em diferentes estudos, de acordo
com o método de estudo. Esses valores ficam entre 1,09% (Fitzpatrick et al. citado
por Gonzalez-Moles et al.*3) e 2,28%, sendo esta uma revisdo mais recente33. Para
esse indice, assim como em outros estudos, foram realizadas variadas revisoes,
critérios metodologicos e, principalmente, foi considerada a presenca e a gravidade
da displasia epitelial como principal fator de risco®3. Estudos encontraram ainda taxas
maiores em lesdes erosivas ou com areas vermelhas, sendo a lingua o local com
maior incidéncia (Gonzalez-Moles et al., Idrees et al., citados por Gonzéalez-Moles et
al.34).

No entanto, esses indices ainda apresentam muitas variacbes e séo
necessarias mais pesquisas, sob melhores e mais minuciosos critérios, para uma
definicdo de qualidade, em relagcdo a LPO e as lesdes relacionadas®*.

O liquen plano também apresenta caracteristicas semelhantes com outras
lesBes, sendo a Lesao liqguendide oral aquela mais conflitante, sendo excluidas de
estudos apenas por se mostrarem clinicamente como lesdes unilaterais (Meij et al,;

van der Meij e van der Waal citados por Ramos-Garcia et al.3%).

3.5 Macréfagos e imunologia tumoral

O sistema imunolégico tem sido pouco explorado em estudos para predizer o
curso de transformacéo maligna de lesdes?®, mas a importancia dele na progresséo
e, também possivelmente, na iniciagdo dos tumores tem sido cada vez mais

evidenciada®®>38 e, por isso, hd& um maior interesse nos macréfagos, importantes
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células que possuem um papel na imunidade inata e adquirida e na
imunorregulacéo®.

Para a biologia tumoral, foi comprovada a notabilidade do nimero, estado de
ativacéo e polarizacdo dos macréfagos-42,

Quanto a polarizagdo, os macréfagos M1 sdo responsaveis pelas reacdes
inflamatorias, e os M2 pela imunorregulacdo, reparacdo tecidual, cicatrizacdo de
feriadas, imunossupresséo e progressao tumoral®.

Quanto aos marcadores, o0 CD68 € responsavel pela detec¢cdo de mondcitos
e macroéfagos independente de sua polarizagao*3-4°,

O estudo de Weber et al.?® revelou a associacdo da elevada presenca de
macrofagos e sua polarizacdo com malignizagéo do liquen plano oral, a partir de trés
marcadores, sendo eles CD68, CD163 e CD11c. Como ja havia sido comprovada uma
associacdo de macréfagos em carcinomas de células escamosas metastaticos®,
esses dados comprovam um aumento dessas células desde o estagio inicial da lesdo
até a transformacgédo maligna, e em seqguida até a evolugdo de metastases?>.

Além disso, também foi revelada um aumento do grau de polarizacdo M2,
associada a transformacgdo maligna no LPO?®, essa polarizagédo pode contribuir por
secretar crescimento celular e vascular?®.

Estudos com macrofagos, portanto, se tornam importantes tanto para previsao
de transformacdo maligna quanto para potencialmente virar alvo de tratamento e
auxiliar na producéo da melhor terapia para cada caso e paciente, ja que atualmente
s é utilizado a presenca e grau de displasia'®#74°, Essa avaliacdo histomorfol6gica
de displasia nem sempre é a ideal em todos os casos, no ambito do tratamento e do
diagndstico de lesdes de alto e baixo risco, sendo ainda pouco preditival3°0.52-56

No entanto, ainda sdo necessarios variados estudos para confirmar o valor dos
macréfagos como antecipacéo de malignizacdo do LPO?.

Ja o estudo de Troiano et al., evidenciou o papel dos macrofagos na imunologia
do carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco®’. No microambiente tumoral sdo
relatados macréfagos associados ao tumor (TAMs), sendo mais frequentes no ninho
do tumor e estroma®8, quanto a estes, inferiu-se que a polarizacdo revelava o

prognostico tumoral?:60,
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Portanto, foi demonstrado que os macrofagos M2 polarizados, pelo marcador
CD163°%%, e sua expressdo no estroma tem relacdo com um pior prognéstico e baixa

sobrevida dos pacientes®’.

Apesar de serem necessarios mais estudos prospectivos, esses resultados
podem evidenciar uma terapia direcionada, baseada em imunoterapia®’, o que pode
auxiliar no fato da maioria dos tumores desenvolverem mecanismos de resisténcia a

drogas anticancerigenas?®.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi submetido e aprovado pelo CEP/FOAr - Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraguara da UNESP (CAAE:
34361814.9.0000.5416).

4.1 Avaliacdo da densidade e polarizacdo de macrofagos M1/M2 no LPO e em
lesdes leucoplésicas de LO e LVP

Foram utilizadas amostras de tecidos parafinados, previamente coletadas
durante o periodo de 2015 e 2016, divididas em 5 grupos. O grupo 1 foi composto por
6 amostras de hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) que foram utilizadas como
controle. O grupo 2 foi composto por 15 amostras de LPO com tempo minimo de
acompanhamento de 5 anos. O grupo 3 foi composto por 16 amostras de tecido
parafinado oriundas de pacientes com diagnéstico clinico-patolégico de LLO. O grupo
4 foi composto por 19 amostras de tecido parafinado oriundas de pacientes com
diagnéstico clinico-patologico de LO. O grupo 5 foi composto por fragmentos de
bidpsias obtidos em diferentes momentos do acompanhamento clinico de 12
pacientes com diagndstico clinico-patolégico de LVP. Este arquivo foi constituido de
27 blocos de tecido parafinado, obtidos em um periodo médio de acompanhamento
de 88 meses com uma média de 2 biépsias por individuo. Foram excluidas amostras
gue revelavam microscopicamente um carcinoma in situ, carcinoma espinocelular ou
carcinoma verrucoso.

As informacdes clinicas, demograficas, de tratamento, recidiva e transformacéo
maligna foram coletadas dos prontudrios clinicos e os blocos de parafina foram
submetidos a dois novos cortes com 5 um de espessura, 0s quais foram corados com
hematoxilina-eosina (H&E), e posteriormente analisados para descricdo morfologica
e confirmagdo do diagnostico. As reagdes de imuno-histoquimica (IHQ) foram
realizadas em cortes histolégicos de 3 ym de espessura, 0os quais foram colocados
sobre laminas devidamente revestidas com organo-silano (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA). Os cortes obtidos foram submetidos a técnica IHQ com dupla marcagéao
antigénica por meio do sistema EnVision™ G|2 Doublestain System, Rb/Mo
(DAB+/Permanent Red, K5361, Dako). Este sistema emprega a ac¢do de duas

enzimas, a peroxidase (HRP) que utiliza o cromégeno DAB, e a fosfatase alcalina (AP)
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que utiliza o cromdgeno Permanent Red. Os anticorpos primarios utilizados neste

projeto estao descrito em detalhes na Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos primarios que serao utilizados nos experimentos de IHQ para
identificacdo de macrofagos

Marcador Anticorpo | Espécie Fornecedor Diluigao
Monoclonal Mouse Anti-

M1-M¢ CD68 DAKO 1:80
Human
Monoclonal Mouse Anti- _

M2-M¢ CD163 Leica 1:200
Human

Macrofagos M1 (M1-M¢) e Macréfagos M2 (M2-Mé).

Fonte: Elaboracao prépria.

Para a quantificacdo foram realizadas fotos de cinco campos representativos
das areas intra-epitelial e sub-epitelial separadamente com uma camera Olympus
DP25 (Olympus, Center Valley, PA, EUA) acoplada ao microscépio Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Toéquio, Japdo) utilizando objetiva 20x. As células positivas foram
contadas por dois examinadores independentes, utilizando o software Image J (versao
1.52, NIH, Bethesda, MD, EUA).

Os dados foram tabulados e a distribuicAo normal ou nao-normal foi
determinada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e pela analise descritiva de
Skewness and Kurtosis para posterior aplicacdo de testes estatisticos adequados
segundo a distribuicdo dos dados. A analise estatistica para comparacao dentro dos
grupos foi realizada pelo teste T-student e teste de Wilcoxon-Mann-Whitney quando
nao ha distribuicdo normal dos dados. Para analise das comparacdes multiplas dentro
dos grupos foram realizadas analises de variancia (ANOVA ONE-WAY) e Kruskal
Wallis, segundo a distribuicdo das amostras (normal ou ndo-normal). Na presenca de
diferenca estatistica significativa, o pés-teste de Tukey e o pds-teste de Dunn foram
executados, respectivamente. Quando apropriado, alguns resultados (por exemplo,
polarizagdo da resposta de células T) foram avaliados também de forma
descritiva/qualitativa. O nivel de significancia adotado nas analises sera de 95%
(p=0.05) e o software utilizado para as analises sera o Prism 4, GraphPad Software

Inc.
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5 RESULTADOS

Um total de 62 pacientes foram incluidos neste estudo, sendo 15 pacientes de
LPO, 16 pacientes de LLO, 19 pacientes de LO e 12 pacientes de LVP. Todos os

dados clinico-patolégicos dos pacientes foram resumidos na Tabela 2.

5.1 Caracteristicas clinicas das amostras

Todas as amostras de LPO e LLO incluidas nesse estudo ndo apresentavam
displasia epitelial ou transformacéo maligna. Por outro lado, as amostras de LO e LVP
foram divididas de acordo com o risco de transformacdo maligna, revelando 13
(68,4%) e 16 (59,3%) amostras de baixo risco e 6 (31,6%) e 11 (40,7%) amostras de
alto risco, respectivamente para cada grupo. Destes, 7 pacientes do grupo LVP
(58,3%) revelaram transformacédo maligna para CEC ou carcinoma verrucoso (CV),
enguanto apenas 3 pacientes do grupo LO (15,8%) mostraram transformacéo maligna
para CEC. Mulheres brancas que néo faziam uso de tabaco ou alcool representaram
a maioria dos casos nos grupos LPO, LLO e LVP enquanto o grupo o LO foi
representado principalmente por homens (57,9%). Todos os pacientes dos grupos
LPO, LLO e LVP tinham lesdes em multiplos sitios e a mucosa jugal foi o sitio mais
afetado, seguido pela lingua. Os pacientes do grupo LO apresentaram um Unico sitio
oral afetado, sendo o sitio oral mais comum a lingua.

Todos os pacientes incluidos nesse estudo tiveram um acompanhamento de no
minimo 5 anos apés a confirmacdo do diagnéstico. No grupo de LVP, 7 pacientes
(46,6%) apresentaram uma aparéncia liquenodide antes do estabelecimento do
diagnéstico de PVL, sendo erroneamente diagnosticados como LPO (Tabela 3). Neste
ponto, a aparéncia clinica mais comumente observada nos 7 casos foram de lesGes
brancas reticulares com &reas erosivas. Em 3 casos 0s pacientes reportaram
sintomatologia e foi realizado tratamento tépico e sistémico. O periodo médio de
acompanhamento antes do diagnéstico de LVP foi de 7 anos (variando de 2 a 15
anos). Considerando esses casos, houve uma predominancia de displasia epitelial
leve e 3 casos sofreram transformacéo maligna para CEC ou CV. As alteragcbes nas
caracteristicas clinicas e microscopicas que levaram ao estabelecimento do
diagnéstico de LVP ndo se restringiram aos sitios orais com o aspecto clinico
liquendide inicial. As figuras 1 e 2 representam 0s aspectos clinicos do paciente 1

citados na tabela 3.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos individuos do grupo LO e LVP
selecionados para a analise imuno-histoquimica

Parametros LLO (n=16) LPO (n=15) LO (n=19) LVP (n=12)
n (%) n (%) n (%) n (%)

Idade
Média de anos 53,8 49,7 55,2 64,3
Sexo
Masculino 4 (25,0) 4(26,7) 11 (57,9) 6 (50,0)
Feminino 12 (75,0) 11(73,3) 8 (42,1) 6 (50,0)
Raca
Brancos 13 (81,3) 13 (86,7) 15 (78,9) 12 (100)
N&o-brancos 3 (18,8) 2 (13,3) 4(21,1) 0 (0,0)
Tabaco
Nao 9 (56,3) 11(73,3) 9 (47,4) 8 (66,7)
Sim 7 (43,7) 4 (26,7) 10 (52,6) 4 (33,3)
Alcool
Nao 16 (100) 13 (86,7) 18 (94,7) 10 (83,3)
Sim 0 (0,0) 2 (13,3) 1(5,3) 2 (16,7)
Sitios orais
Mucosa jugal direita 14 (87,5) 13 (86,7) 4 (21,0) 6 (50,0)
Mucosa jugal esquerda 14 (87,5) 13 (86,7) 4 (21,0) 6 (50,0)
Assoalho bucal 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4(33,3)
Gengiva maxilar 4 (25,0) 5 (33,3) 0 (0,0) 2 (16,7)
Gengiva mandibular 2 (12,5) 3 (20,0) 2 (10,5) 4 (33,3)
Mucosa labial superior 0(0,0) 1(6,7) 0 (0,0) 2 (16,7)
Mucosa labial inferior 1(6,3) 3 (20,0) 1(5,2) 2 (16,7)
Lingua 14 (87,5) 9 (60,0) 6 (31,5) 5(41,7)
Palato 3(18,8) 0 (0,0) 2 (10,5) 3(25,0)
Risco histopatolégico
Baixo risco - - 13 (68,4) 16 (59,3)1
Alto risco - - 6 (31,6) 11 (40,7)TT
Transformacé&o maligna
N&o 14 (100) 14 (100) 16 (84,2) 5 (41,7)
Sim 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (15,8) 7 (58,3)
Recidiva
Nao - - 19 (100) 3(25,0)
Sim - - 0 (0,0) 9 (75,0)

** Numero de eventos considerando a quantidade de amostras parafinadas (n=27) obtidas a partir do grupo LVP (n=12).
*Valor de p <0.05 indicam diferencga estatisticamente significativa.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos casos que apresentavam aspecto liquendide antes do estabelecimento de diagndéstico de

Caso Sexo

#1 F
#2 M
#3 M
#4 F
#5 F
#6 F
#7 F

Idade

67

63

58

27

38

75

45

Tabaco

Sim

Sim

Sim

N&o

Sitio oral®

RBM, LBM,
T

FM, T

MBD, MBE,
MxG, MbG,

MBD, MBE,
L, AB, P

MBD, MBE,
MxG, AB

MBD, MBE,
MdG, L, AB

MBD, MBE,
MdG, L

Tipo clinico®

Eros/Ret

Ret

Ret

Eros/Ret

Ret

Eros/Ret

Ret

LVP

Acompanhamento?

4 anos

2 anos

4 anos

10 anos

15 anos

4 anos

12 anos

Terapia®

CT

CS, LLLT

CT

Nao

Diagnéstico clinico-patolégico da LVP

Sitio oralf

MLI, MdG,
L, AB, P

AB, L

MBD, MBE,
MLS, MxG,
MdG, L

MBD, MBE,
MdG, L, P

MBD, MBE,
MLS, MxG,
MdG, AB, P

MBD, MBE,
MdG, L, AB

MBD, MBE,
MdG, L

Histopatol6gico?

MIED, MoED

H, MIED

H, MoED, CV, CEC

H, MoED, SeED,
HV, CV

H, MIED, SeED,
HV, CV, CEC

H, MiIED, HV

H, MIED, MoED

Acompanhamento”

5 anos

20 anos

12 anos

28 anos

10 anos

5 anos

12 anos

Estado

Vivo com
LVP

Vivo com
LVP

Morreu com
CEC

Vivo com
LVP

Morreu com
CEC

Vivo com
LVP

Vivo com
LVP

(®)F=Feminino; M=Masculino. (°)Sitios orais que mostraram lesGes com aspecto liquendide. MBD=Mucosa Bucal Direita; MBE=Mucosa Bucal Esquerda; MLS=Mucosa labial
superior; MLI=Mucosa labial inferior; L=Lingua; AB=Assoalho Bucal; MxG=Gengiva maxilar/rebordo alveolar; MdG= Gengiva mandibular/rebordo alveolar; P=Palato.
(°)Padréo clinico no momento do diagndstico de LPO. Eros=Erosivo; Ret=Reticular. (Y)Tempo de acompanhamento antes do estabelecimento de diagnostico de LVP.
(®)Tratamento para controlar os sintomas de lesdes com aspecto liguenoide. CT=Corticosterdide Topico; CS=corticosterdide Sistémico; LLLT= Terapia a laser de baixa
intensidade. ()Sitios orais que apresentaram alteracGes clinico-patoldgicas compativeis com o diagnostico de LVP. (9)H= Hiperqueratose sem displasia epitelial;
MIED=Displasia epitelial leve; MoED=Displasia epitelial moderada; SeED= Displasia epitelial severa; HV=Hiperplasia verrucosa; CV=Carcinoma verrucoso; CEC=Carcinoma

de células escamosas. (") Tempo de acompanhamento apds o estabelecimento do diagndstico de LPV.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 1 - Caso 1 descrito na tabela 2

/ 'f&bi&i
(a-d) Achados clinicos de um paciente com LVP antes do estabelecimento do diagndstico
demonstrando aparéncia de liquen plano oral. (e) Caracteristicas histopatolégicas mostrando
inflamacéo liquendide na interface do tecido conjuntivo associada a acantose (H&E, aumento
de 10x) e (f) em detalhes a degeneragéo da liquefagcéo (H&E, aumento de 20x).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 2. Caso 1 descrito na tabela 2

(a-e) ApGs 4 anos de acompanhamento o paciente apresentava lesées brancas em placas
verrucosas em multiplos sitios orais. (f) As caracteristicas histopatoldgicas revelaram
hiperplasia verrucosa e queratose proeminente com displasia epitelial leve/moderada (H&E,
aumento de 10x).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.2 Densidade e polarizagdo de macréfagos M1/M2

Na analise de polarizacdo de macrofagos M1/M2 foi observado que a grande
maioria das células C68+ e/ou CD163+ foram distribuidas no compartimento
subepitelial dos trés grupos estudados. De modo geral, foi observado uma quantidade
ligeiramente maior de células CD163+ do que células CD68+; exceto para o grupo LO
que mostrou um predominio de células CD68+ no compartimento epitelial e

subepitelial.

Andlise estatistica dos dados mostrou que o niumero de células CD68+ na
regido subepitelial no grupo LPO foi significativamente maior em relagdo aos outros
grupos. Por outro lado, encontramos uma reducéo estatisticamente significativa de
células CD163+ na LO em relacédo ao LPO (p<0.0001) e LVP (p=0,001), assim como
no HFlI em relacdo ao LPO (p=0,011) (Figura 3). Nenhuma associacdo entre a
densidade de células CD68+ ou CD163+ com o grau de displasia epitelial ou historia
de transformacdo maligna foi evidenciada nos grupos. Adicionalmente, encontramos
um aumento estatisticamente significativo da razdo CD163+/CD68+ em amostras de
LVP em relacdo a HFI (p=0,001) e LO (p<0,0001). Contudo, os resultados revelaram
uma associacao significativa entre a diminuicdo da razdo CD163+/CD68+ com o0
histérico de transformacdo maligna tanto em lesdes displasicas de baixo e alto risco
na LVP (p<000,1). Na figura 4 observam-se os graficos descritivos obtidos com a
analise da razdo CD163+/CD68+. Deve-se destacar que a taxa de transformacao

maligna da LVP é a maior entre estas DPMOs.

Figura 3 — Analise estatistica Intra e Subepitelial
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Analise estatistica dos dados mostrou que o0 niumero de células CD68+ na regiao subepitelial
no grupo LPO foi significativamente maior em relacdo aos outros grupos. Por outro lado,
encontramos uma reducao estatisticamente significativa de células CD163+ na LO em relacdo
ao LPO e LVP , assim como no HFI em relagdo ao LPO . * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 4 — Resultados entre a razdo CD163+/CD68+

A ®)
2.04

fad (C) “baixo risco” “alto risco

ey

e

1.5q

1.0 y
0.5‘ T LvP Lo LvP Lo
W Sem malignizagao
0 T T T T 0- on zec?
HFI LLO LPO LO LVP

HFI  LLO LPO LO LVP Com malignizagéo

Intraepitelial
CD163+/ CD68+
Subepitelial

CD163+ / CD68+
N w
Subepitelial
CD163+ / CD68+

L I

-

Resultados revelaram um aumento da razédo CD163+/CD68+ em amostras de LVP em
relacdo a HFI e LO. Por outro lado, uma diminuicdo da razdo CD163+/CD68+ parece estar
associado com o histérico de transformacdo maligna em lesdes displasicas de baixo e alto
risco na LVP (p>0,0001). ** p <0,01 e *** p <0,001.

Fonte: Elaboragéo prépria.



27

6 DISCUSSAO

Existem alguns estudos na literatura atual que avaliam a densidade dos
macrofagos no liqguen plano oral e lesdo liguendide oral (Vered et al., Motta et al.,
citados por Ferrisse et al.?%). O primeiro estudo a avaliar a densidade de macréfagos
CD163+ (M2) na LPO foi em 2013, no qual os autores concluiram que tais macréfagos
sdo menos expressos do que outros biomarcadores dendriticos e linfociticos pro-
inflamatérios (Vered et al. citado por Ferrisse et al.?®). No entanto, macréfagos
CD163+ foram encontrados por serem mais frequentemente expressos na forma
variante erosiva de LPO do que nas formas hiperqueratécicas (Vered et al. citado por
Ferrisse et al.?®). Apesar de estudos anteriores mostrarem o contrario, o presente ndo
houve diferencas significativas observadas na densidade dos subtipos de macréfagos
CD68+ e CD163+ quando comparada a variante clinica de LPO e LLO. Apesar dos
diferentes aspectos clinicos entre as formas erosiva e reticular do LPO, existem alguns
sintomas especificos associados a cada variante clinica, sendo que a forma erosiva
geralmente é relatada precedida de dor e queimacdo, enquanto esses sintomas
geralmente est&o ausentes na forma reticular (Bofiar-Alvarez et al. citado por Ferrisse
et al.?%). Outros estudos sdo necessarios para o estabelecimento de diferencas entre
caracteristicas clinicas de LPO e LLO.

Semelhante aos nossos resultados, outro estudo avaliando as diferencas na
densidade de macréfagos CD163+ na doenca crbnica do enxerto contra o hospedeiro
e LPO né&o encontrou resultados significativos (Motta et al. citado por Ferrisse et al.?5).
Para método de estudo, foi avaliado macréfagos CD68+ (M1) em LLO e comparado
com o LPO. Anteriormente, este marcador havia sido mais frequentemente observado
na LPO, em comparacgdo com o CD163 (Merry et al. citado por Ferrisse et al.?®).

CD68 é uma glicoproteina transmembrana tipo | altamente glicosilada, que esta
principalmente associada aos compartimentos endossomais e lisossdmicos da célula.
Este marcador pode ser usado para identificar células da linhagem de macroéfagos,
como histiécitos, células gigantes multinucleadas e osteoclastos (Holness e Simmons,
citado por Ferrisse et al.?%), e para os diferenciar imuno-histoquimicamente de células
dendriticas, ja que o0 CD68 néo é expresso por elas (Brooks et al., Bobryshev, citados
por Ferrisse et al.?%). Ainda néo é claro o papel do CD68 na inflamacé&o e imunidade
(Chistiakov et al. citado por Ferrisse et al.?6). Certas evidéncias indicam que a

auséncia da expressao de CD68 nao afetou a capacidade das células de apresentar
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antigenos ou induzir respostas imunes humorais (Song et al. citado por Ferrisse et
al.?6). Ademais, as células com essa auséncia quando comparadas com as
densidades de células dendriticas mostraram maior capacidade de apresentacdo das
células T CD4+, portanto foi constatada que o CD68 pode atrapalhar tanto a captacéo
de antigeno quanto o trafico complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il (Song et al. citado por Ferrisse et al.?®).

Assim sendo, pode-se presumir que o aumento dos niveis de macrofagos
CD68+ no LPO pode resultar em uma resposta autoimune citotdxica, ja que é
associada predominantemente a molécula de MHC | e os linfécitos CD8+ se
apresentam como a maioria dos linfécitos infiltrantes (Vered et al., citado por Ferrisse
et al.?). Além disso, o aumento do nimero de infiltracdo de células CD4+ quando
comparadas aos linfocitos CD8+ esta associada a uma resposta favoravel ao
tratamento de LPO (Vered et al. citado por Ferrisse et al.?%). Portanto, este marcador
e seus mediadores inflamatérios, como TNF, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, CCL5, CCLS,
CXL4 e CXL12, podem ser o caminho para a definicio de uma terapéutica mais
especifica, agindo como um alvo futuro para o tratamento e assim diminuindo os
efeitos adversos da corticoterapia, jA& que esse macréfago realiza a modulagdo da
resposta imune (Merry et al., Di Benedetto et al. citados por Ferrisse et al.?6). J4 o
LLO, diferente do LPO, apresenta um infiltrado com maior de linfécitos CD4+, isso
pode auxiliar na distincdo dessas lesdes, em casos que apenas 0s critérios clinicos
nao sao suficientes (van der Wall, van der Meij e van der Waal, citados por Ferrisse
et al.s).

O receptor scavenger de hemoglobina ou CD163 é uma proteina de membrana
gue pode indicar a resposta tecidual a inflamacdo pelos macréfagos (Etzerodt e
Moestrup, citado por Ferrisse et al.?%). Além do CD68, o CD163 também pode ajudar
a distinguir imuno-histoquimicamente macréfagos de células dendriticas (Etzerodt e
Moestrup citado por Ferrisse et al.?%). Além disso, muitos estudos comprovaram que
esse marcador também é predominante em doencas inflamatorias crénicas (Greisen
et al., Nakayama et al., citados por Ferrisse et al.?®), e a reducdo deste no
desenvolvimento de doengas autoimunes é controversa na literatura (Smith et al.,
2009; Nielsen e Ainsworth, 2013 citados por Ferrisse et al.?®).

Segundo nossos resultados, a densidade de macréfagos CD163+ em LPO,
LLO e HFI, é praticamente a mesma, 0 que 0s associa a condi¢cdes de inflamagéo

cronica. Além disso, a maioria dos pacientes com LPO no presente estudo mostrou
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uma excelente resposta apos tratamento com propionato de clobetasol 0,05%.
Portanto, essa alta expressao de macréfagos CD163+ pode estar associada que a um
melhor prognostico nos pacientes ap0s o uso de corticosteroides, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para estabelecer o papel preciso de CD163 em doencas
inflamat6rias?®.

A partir da razdo entre os marcadores, constatou-se que eles séo variaveis que
se elevam juntas direta e positivamente. Em outras palavras, a densidade de
macrofagos CD68+, que tem perfil pré-inflamatério, ndo reduz diretamente a
densidade de macréfagos CD163+, que atuam com uma resposta anti inflamatoria.
Além disso, a IL-6 e o TNF-a. sdo um dos mais potentes estimuladores da expressao
de CD163, e ambos podem ser produzidos por macrofagos CD68+ (Etzerodt e
Moestrup, Di Benedetto et al. citados por Ferrisse et al.?6). A diferenca entre esses
tipos de macrofagos em LPO e LLO devem analisar de forma complementar com um
modelo de regressao linear para avaliar se existem dependéncias entre as expressdes
uns dos outros.

A taxa de transformacgdo maligna do LPO é um assunto ainda controverso,
sendo que revisdo sistematica recente mostrou que ela ndo foi significativa, ndo
indicando a possibilidade de malignizagdo (Giuliani et al. citado por Ferrisse et al.?®).
Porém, outras revisdes demonstram uma taxa que varia entre 1,14% e 2,28%
(Gonzéalez-Moles et al., Gonzales-Moles, Ramos-Garcia e Warnakulasuriya, locca et
al. citados por Ferrisse et al.?6). Entre as inimeras variaveis clinicas e histol6gicas
associadas para diagnosticar LPO, o fumo, alcool, aparéncia clinica vermelha e a
regido geogréfica foram relacionadas a transformacgéo maligna (Gonzalez-Moles et al.
citado por Ferrisse et al.?®), sendo que a inflamacdo liqguendide na auséncia de
displasia em lesdes orais também demonstrou correlacdo no aparecimento do
carcinoma de células escamosas oral (Goodson et al. citado por Ferrisse et al.?%). Este
fato também pode auxiliar na inclusdo de LLO como desordem potencialmente
maligna da mucosa oral com transformacao maligna geral de 2,11% (Gonzales-Moles,
Ramos-Garcia e Warnakulasuriya citados por Ferrisse et al.?6). Em relacdo aos
macréfagos, sdo necessarios mais estudos para estimar seu papel na malignizagéo
das lesdes, no entanto, o carcinoma espinocelular oral ja mostra que a alta presenga
de macrofagos CD68+ e CD163+ demonstra um pior prognostico nos casos (Alves et

al. citado por Ferrisse et al.?®).
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Assim como outros estudos, este apresenta como limitagdo uma amostra
reduzida e que pode influenciar nos resultados, no entanto calculos amostrais foram
utilizados e este se mostrou suficiente, podendo considerar os resultados do estudo
como confiaveis. Na imuno-histoquimica, foram utilizados critérios de coloracao forte
e consecutiva para a contagem de células CD68+ e CD163+. Além disso, 0 uso de
andlises multivariaveis também pode eliminar o viés relacionado a avaliagdo imuno-
histoquimica, uma vez que este tipo de andlise estatistica leva em consideracédo 0s
valores de todas as variaveis dependentes?®.

Adicionais estudos devem ser incentivados e planejados com amostras maiores
para confirmacao dos resultados, preferencialmente com coortes prospectivos. Além
de estudos para avaliar o papel dos macrofagos na malignizacdo do LPO e de

correlacdo de sua funcéo associada a linfécitos?®.
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7 CONCLUSAO

Concluindo, uma avaliacdo baseada puramente na quantificacdo de
macrofagos CD68+ e CD163+ em diferentes DPMOs, ndo é capaz de explicar as
diferencas nas taxas de transformacdo maligna. Contudo, distintas formas de
interacdo destas células com outras células do sistema imunoldgico podem explicar a
associacdo encontrada entre a diminuicdo da razao CD163+/CD68+ e o histérico de

transformacao maligna na LVP.
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