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Lanca MLA. Expressao da Indoleamina 2,3 dioxigenase em carcinoma espinocelular
intraoral, labial, leucoplasia oral e queilite actinica [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima com efeito imunossupressor e a
sua expressao no microambiente tumoral auxilia a fuga imune das células tumorais.
Neste estudo, determinamos e associamos a expressdo de IDO em carcinoma
espinocelular (CEC) intraoral e labial, leucoplasia oral (LO) e queilite actinica (QA).
Métodos: analise morfolégica e imuno-histoquimica foi realizada em espécimes de
CEC intraoral (n = 21), CEC labial (n = 20), LO (n = 24) e QA (n = 20). As amostras
de LO e QA foram classificadas, morfologicamente, de acordo com a auséncia ou
presenca de displasia de alto e baixo grau. As amostras de CEC foram
morfologicamente classificadas de acordo com a OMS. Resultados: a expressao de
IDO foi observada em células epiteliais neoplasicas e nao-neoplasicas, bem como
em células imunes. Todos CEC orais e apenas 30% dos casos de CEC labiais
expressaram IDO. Nos grupos LO e QA, 71% e 25% dos casos foram positivos para
IDO, respectivamente. O CEC intraoral apresentou o maior nUmero de amostras
positivas com alta expressdo de IDO, seguido pela LO com displasia de alto grau.
Conclusbées: O CEC intraoral apresenta alta expressdao de IDO, o que,
possivelmente, fomenta o seu comportamento mais agressivo e pior prognéstico em
relacdo ao CEC labial, que apresenta pouca expressao de IDO. A IDO atuaria,
indicando uma progressao tumoral, mais especificamente para a LO do para a QA,
pois a LO com displasia de alto grau expressou mais IDO em relagdo a de baixo
grau.

Palavras — chave: Imuno-Histoquimica. Diagndstico. Carcinoma.



Lanca MLA. Indoleamine 2,3 dioxygenase expression in oral and lower lip squamous
cells carcinoma, leukoplakia and actinic cheilitis [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO) is an enzyme with an immunosuppressive effect
and its expression in the tumor microenvironment helps the immune escape of tumor
cells. In this study, we determined and associated the expression of IDO in
squamous cell carcinoma (SCC) oral and labial, oral leukoplakia (OL) and actinic
cheilitis (AC). Methods: morphological and immunohistochemical analysis was
performed on specimens of oral SCC (n = 21), labial SCC (n = 20), OL (n = 24) and
AC (n = 20). OL and AC samples were classified, morphologically, according to the
absence or presence of high and low grade dysplasia. The SCC samples were
morphologically classified according to the WHO. Results: the expression of IDO was
observed in neoplastic and non-neoplastic epithelial cells, as well as in immune cells.
All oral SCC and only 30% of cases of lip SCC expressed IDO. In the OL and AC
groups, 71% and 25% of the cases were positive for IDO, respectively. The oral SCC
presented the highest number of positive samples with high expression of IDO,
followed by OL with a high degree of dysplasia. Conclusions: oral SCC has a high
expression of IDO, which, possibly, promotes its more aggressive behavior and
worse prognosis in relation to lip SCC, which presents little expression of IDO. IDO
would act indicating a tumor progression, more specifically for OL than for AC, as OL
with high-grade dysplasia expressed more IDO compared to low-grade.

Keywords: Immunohistochemistry. Diagnosis. Carcinoma.
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1 INTRODUCAO

Dados referentes a incidéncia global mostram que, em 2018, houve 354.864
novos casos de cancer de labio e cavidade oral em todo o mundo, resultando em
177.384 mortest, O carcinoma espinocelular (CEC) de cabeca e pescoco representa
a maioria desse grupo de tumores. O tratamento convencional envolve combinacdes
de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, resultando em significativa morbidade a
curto e longo prazo?. Nesse contexto, apesar dos avangos no conhecimento sobre o
CEC em relacédo as abordagens de diagnostico e tratamento multidisciplinar, a taxa
de sobrevida em cinco anos permanece, aproximadamente, de 50%, tendo
aumentado, ligeiramente, para 57% nos ultimos 10 anos®* . Pacientes com cancer
oral, especialmente, em lingua, assoalho de boca e gengiva apresentam uma taxa
de sobrevida, apds cinco anos, 2 ou 3 vezes menor em comparacao aos pacientes
com cancer de labio””.

A maioria dos casos de cancer orais é precedida por alteracbes clinicamente
evidentes na mucosa oral, chamadas desordens potencialmente malignas orais
(DPMO)°. Posto isso, a definicdo de DPMO pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), em 2017, é “apresentacbes clinicas que apresentam risco de
desenvolvimento de cancer na cavidade oral, seja em uma lesdo precursora
clinicamente definivel ou na mucosa clinicamente normal” (traducéo nossa)®***2,

Nesse sentido, numerosas DPMO tém sido associadas a um risco aumentado
de CEC intraoral, incluindo leucoplasia, eritroplasia, liguen plano, fibrose
submucosa, queilite actinica, queratose palatina associados ao fumo invertido, IUpus
eritematoso discéide e algumas doencas hereditarias, como disqueratose congénita
e anemia de Fanconi®.

Vale salientar, que a deteccdo precoce salva vidas, e diminui,
significativamente, a morbidade, contudo estratificar individuos em relacdo ao risco
para o desenvolvimento do céncer oral, incluindo aqueles com DPMO, continua
sendo desafiador'®**. Assim, embora o grau de displasia epitelial seja o indicador
mais usado para determinar o risco de transformacdo maligna, esse parametro
envolve subjetividade e apresenta valor de previsdo baixo, levando a resultados
imprecisos'**®. Desse modo, o uso de biomarcadores confiaveis para identificacéo,
especialmente aqueles detectaveis em DPMO e CEC orais iniciais, pode oferecer

oportunidades para deteccéo e intercessao preventiva eficaz®.
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N&o obstante, apesar do aumento do nimero de pesquisas hesse campo, as
caracteristicas moleculares das DPMO e CEC orais ainda necessitam de muitos
estudos. Com um diagnéstico molecular adequado, poder-se compreender a
sequéncia de alteracBes que ocorrem para causar primeiro o aparecimento de uma
queratose com o minimo ou nenhuma displasia, displasia leve a grave, carcinoma “in
situ” e, finalmente, o carcinoma invasivo. Tal entendimento aprimorado do processo
de evolucdo da doenca permitird seu diagnéstico precoce, auxiliando na melhor
intervencdo e reduzindo a morbidade e a mortalidade dos pacientes'®**.

Recentemente, varios estudos tém demonstrado que a interagdo de células
tumorais e células imunocompetentes no microambiente tumoral (MAT) exercem
importante influéncia na progressdo do cancer e na resposta ao tratamento. As
células malignas podem desenvolver diferentes estratégias para impedir ou reduzir a
resposta imune, por exemplo, a perda dos componentes responsaveis pela
apresentacdo de antigenos tumorais, bem como perda ou ganho de funcdes
celulares que tornam o cancer resistente & morte celular’. A indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO) é um fator intrinseco que atua na resposta imune, esta associada
a varias neoplasias e tem atraido grande atencdo no campo dos estudos sobre
imunologia tumoral*®*’.

A IDO é expressa em células tumorais e em células associadas ao tumor. Ela
€ uma enzima induzivel que metaboliza o triptofano ao longo da via da quinurenina,
e desempenha um papel importante no desenvolvimento de um meio
imunossupressor para O tumor, pois possui propriedades contrarreguladoras
(controle da inflamacao) e tolerogénicas (criando tolerancia especifica ao antigeno
adquirida nas células T, além de afetar a sua proliferacdo). Para ilustrar isso,
recentes achados revelam que a IDO, quando superexpressa em tumores, promove
a tolerancia imune a antigenos tumorais, facilitando a sobrevivéncia das células
tumorais'®*®. Ademais, uma recente revisdo sistematica mostrou que a elevada
expressdo de IDO estd associada a maus resultados clinicos'®. A IDO poderia,
entdo, servir como biomarcador de progndstico e potencial fator de previsdo
clinicopatolégico em varios tipos de cancer.

Dessa maneira, no presente estudo, propusemos comparar a expressao da
IDO em carcinomas intraorais e em labio, além de estudar duas DPMO (leucoplasia

oral e queilite actinica) sob esta perspectiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Determinar a expressao da IDO no carcinoma espino celular oral, leucoplasia

oral e queilite actinica.

2.2 Objetivos Especificos

Associar a expresséo da IDO entre as amostras de carcinoma espino celular
oral, leucoplasia oral e queilite actinica.

Avaliar se a expressao se correlaciona com o infiltrado inflamatério e com o

grau de displasia da leucoplasia oral e queilite actinica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Desordens Pontencialmente Malignas Orais (DPMO)

A prevaléncia mundial de DPMO varia de 1% a 5%°%%'. Estimativas precisas
da epidemiologia das DPMO e uma melhor compreensédo dos fatores associados a
sua ocorréncia sao essenciais para o estabelecimento de condicbes adequadas, as
medidas preventivas para o cancer oral e & promogéo da satde®.

A maioria das DPMO pode ser assintomética nos estagios iniciais e ser
detectada pelo cirurgido-dentista no exame bucal de rotina. Para isso, € essencial
gue os profissionais de saude tenham conhecimento sobre seus aspectos clinicos a
fim de realizar o diagndstico e tratamento adequado®. Em todos os casos, acima de
tudo, € necessério realizar a bidpsia para estabelecer o diagndstico definitivo e
investigar displasia ou CEC?*.

Ainda nessa perspectiva, o diagnostico e a classificacdo da displasia epitelial
nas DPMO ocorrem de acordo com uma combinacdo de fatores baseados em
critérios arquitetbnicos e citolégicos, usando a classificacdo binaria proposta pela
OMS, 2017%.

Pacientes com DPMO apresentam pior qualidade de vida com impacto no
bem-estar psicologico e social. A maioria relata experiéncias traumaticas, como
muitas visitas a varios profissionais e realizacdo de diferentes tipos de tratamentos,
corriqueiramente, sem alivio, com comprometimento fisico e limitacdes funcionais,
frustracdo relacionada a natureza crénica da doenca sem tratamento especifico e,
sobretudo, o medo da transformacg&o maligna®.

A taxa de transformacdo maligna varia consideravelmente nos estudos
dependendo principalmente do subtipo clinico e do grau de displasia. Na meta-
anélise realizada por Mehanna?’, a taxa de transformac&o maligna foi de 12,1% e a
DMPO com displasia de alto grau obteve duas vezes mais chances de sofrer
transformacao maligna (baixo grau 10,3% vs alto grau 24,1%).

A historia natural da DPMO é variavel, sua evolugcdo ndo é necessariamente,
linear e sua propensao a transformacéo maligna é dificil de prever. Hodiernamente,
€ impossivel predizer com precisdo quais lesdes terdo transformacdo maligna com
base no grau histologico da displasia, o que gera desafios na avaliagdo e no

tratamento®*28.
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Marcadores moleculares mais precisos, prevendo a progressao para o0
cancer, permitirdo o direcionamento dessas lesdes para tratamento mais agressivo e
periodos mais curtos entre as consultas de acompanhamento. Estudos longitudinais
ja indicam que a perda de heterozigosidade, a instabilidade alélica em locais
especificos, a positividade para survivina e MMP 9 e o teor de DNA (n&o diploide)
também aumentam o risco para transformac&o maligna®®.

Uma meta-analise avaliou a amplificacdo do gene CCND1 e superexpressao
da proteina ciclina D1 como marcadores de risco de transformacédo maligna em DPM
da cabeca e pescogo e encontrou associagéo significativa com um maior risco de
progresséo para o CEC, principalmente, nas DPMO?°. Na meta-anélise realizada por
Alaizari et al.** os autores perceberam que a aneuploidia no DNA em DPMO
significa um alto risco de transformacéo maligna, ja um resultado diploide néo revela,
necessariamente, algum risco. Por isso, € indispensavel ser interpretado com
cautela.

A estratificacdo de risco de pacientes com DPMO parece ser a chave para
selecionar um plano de conduta apropriado a cada paciente, pois favorece a
individualizag&o do tratamento proporcional ao grau de risco para o desenvolvimento

de cancer®.
3.2 Leucoplasia Oral (LO)

Dentre as DPMO, a leucoplasia oral (LO) é a mais comum. Ela foi definida
pela OMS como “placas brancas de risco questionavel, excluindo (outras) doengas
ou disturbios conhecidos que nao apresentam risco aumentado de cancer” (traducéo
nossa). Além disso, LO € um termo clinico e a lesdo nao possui padrdo histolégico
especifico. Pode mostrar atrofia ou hiperplasia (acantose) e pode ou ndo apresentar
displasia epitelial. Deve-se notar, ainda, que a displasia epitelial oral ndo tem
aparéncia clinica especifica e o termo ndo deve ser usado como descritor clinico de
uma lesdo branca. A LO possui um padrdo comportamental varidvel com uma
tendéncia, todavia a transformacéo maligna®".

Para chegar ao diagnostico final, outras lesdes brancas benignas devem ser
excluidas, como a hiperqueratose friccional, hiperqueratose da crista alveolar,
leucoedema, nevo branco esponjoso, candidose hiperplasica, liquen tipo placa, entre

outras. A LO pode ser assintomatica e exibir uma aparéncia clinica benigna,
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dificultando diferencia-la dos disturbios reativos ou inflamatorios comuns na mucosa
oral. Clinicamente, pode variar em tamanho, desde uma area bastante pequena e
circunscrita, a uma lesdo extensa, envolvendo uma grande area da mucosa oral®.

Sao reconhecidos dois principais tipos clinicos de LO: homogénea e ndo
homogénea. A distin¢cdo entre elas & puramente clinica, baseada na cor e na textura
superficial, no entanto apresentam influéncia no prognéstico. A LO homogénea €&
uniformemente plana, fina e apresenta fissuras na queratina superficial e seu risco
de transformacdo maligna €, relativamente, baixo. A LO ndo homogénea apresenta
risco muito maior de transformacé&o maligna e se apresenta na forma mosqueada,
nodular e verrucosa. Os sintomas mais associados a LO ndo homogénea incluem
desconforto, formigamento e sensibilidade ao toque e ao ingerir bebidas quentes ou
alimentos condimentados. Vale ponderar também que a leucoplasia verrucosa
proliferativa representa um terceiro subtipo mais raro e de alto risco®>".

Qualquer localizacdo anatémica oral pode ser afetada pela LO, entretanto é
mais frequente na mucosa jugal, assoalho bucal, face ventral da lingua e palato
mole, com menor frequéncia na comissura bucal, palato duro e gengiva. As
localizacbes afetadas apresentam muitas variagbes dependendo da regido
geografica mundial, ja que, comumente, ela esta associada aos hébitos culturais de
cada local®®%%3,

Geralmente, sdo diagnosticadas apdés a quarta década de vida e a
prevaléncia global varia entre 1 e 5%2°?%?%_ As estimativas fornecidas por estudos
individuais variam, consideravelmente, dependendo do pais de origem, da natureza
da populacdo investigada, do padrdo de uso de tabaco e da definicdo clinica
utilizada®.

A LO é seis vezes mais frequente em fumantes do que em nao fumantes,
levando a sugestdo de muitos autores de que a etiologia esta, intimamente,
relacionada ao uso do tabaco. A predilecdo pelo sexo masculino (proporgao
homem/mulher = 3,22: 1) reforca este conceito, pois 0s homens estdo mais expostos
a esse fator?®?23®, Em alguns casos, elas s&o idiopaticas, ndo apresentando fator de
risco conhecido®.

O exame histopatolégico é de vital importancia para o diagnostico e
acompanhamento®. A bidpsia deve ser realizada para excluir outras doencgas, como
o CEC, e avaliar o grau de displasia epitelial, eventualmente, presente®’. Lesdes

extensas requerem multiplas biopsias periodicas e em locais diferentes para detectar
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os diferentes graus de displasia ou a transformacdo maligna®. E importante
ressaltar que um resultado histopatologico negativo para carcinoma em uma regiao
pode ndo excluir, completamente, a presenca de carcinoma ou seu potencial de
desenvolvimento de maneira confiavel®,

Em contrapartida, a LO, em mulheres, apresenta taxa de transformacao
maligna, significativamente, maior em comparacdo aos homens. A idade avancada
também é considerada um importante fator de risco, assim como lesdes superiores a
2 cm?, que apresentam cinco vezes mais chance de transformacdo maligna®*°.

A medida que a compreensdo da patogénese molecular do cancer oral
aumenta, hd um interesse ativo em se identificar biomarcadores que possam
fornecer aos clinicos a capacidade de rastrear os principais sinais moleculares
associados a DPMO e intervir antes que ocorra a transformacéo neoplasica. Sob
esse ponto, diversos biomarcadores ja foram utilizados como marcadores
inflamatoérios ou oxidativos, fatores de crescimento, de sinalizacdo celular, fatores
reguladores genéticos e celulares, canais ionicos, fatores de angiogénese e
biomarcadores epigenéticos. Os biomarcadores foram derivados de trés fontes
anatémicas diferentes: soro, tecido e saliva. Porém, atualmente, as evidéncias sdo
insuficientes para apoiar biomarcadores que poderiam melhorar os métodos atuais
de deteccéo da progressado da LO para malignidade®”.

3.3 Queilite Actinica (QA)

A radiacdo ultravioleta (UV) do sol, a qual é parcialmente filtrada pela
atmosfera, pode causar alteracbes mutagénicas nos labios, culminando no
aparecimento da queilite actinica (QA). Ela € uma DPMO resultante da expanséo
clonal dos queratinécitos induzidos por radiacdo UV, caracterizados por alteraces
moleculares que causam instabilidade gendmica. Alteracdes genéticas adicionais
induzidas por radiagdo UV sdo necesséarias para a transformacdo maligna com
potencial de invasdo e metastase®®. A taxa de transformacao maligna da QA para
CEC é cerca de 16,9%, sendo que os homens mostram maiores indices de
transformac&o em comparacéo as mulheres®°.

A QA é mais frequente em pessoas acima de 50 anos e 0 seu

desenvolvimento esté associado, além da exposi¢ao solar, a predisposicao genética,
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a latitude geogréfica de residéncia, a ocupacao profissional, e a falha no uso de
protetores solares labiais e a atividades de lazer®.

O labio inferior € o mais afetado, porque, anatomicamente, apresenta maior
exposicao a radiacdo UV. Individuos com pele clara também apresentam maior risco

de desenvolvimento da QA®*,

As QA caracterizam-se por atrofia, perda de delimitacdo entre a pele e a
semimucosa labial, fissuras verticais, manchas brancas e vermelhas, consisténcia
endurecida por perda de elasticidade, superficie ondulada e, esporadicamente,
ulceracdo®*°. O estudo de Markopoulos et al.** revelou erosdes ou Ulceras (48%) e
lesBes brancas ndo ulceradas (29%), e 23% de ambas na mesma QA, considerando
as alteracdes clinicas mais graves encontradas em trabalhadores que sofreram pelo
menos 185 meses (aproximadamente 15 anos) de exposi¢do a luz solar durante o

trabalho.

A partir do pressuposto de que os danos causados pelo sol sdo cumulativos,
lesGes mais graves estdo relacionadas ao maior tempo de exposicdo a radiacao
UV. Pacientes com tempo de exposi¢cdo considerado curto podem apresentar
secura, edema, descamacao, eritema, manchas acastanhadas, consisténcia flacida
ou normal do labio, superficie lisa ou com crostas e envolvimento de 1/2 ou 1/3 dos

labios. Essas caracteristicas definem, clinicamente, uma QA menos agressiva®.

As caracteristicas histopatoldgicas da QA incluem aumento da espessura da
camada de queratina, alteracbes da espessura da camada celular espinhosa,
displasia epitelial, e alteracdes do tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério
perivascular e alteracdes basofilicas do tecido conjuntivo, conhecidas como elastose

solar®®*!,

Quase metade dos pacientes com cancer de labio apresentavam lesdes
maiores que 1,0 cm de didmetro no momento do diagnéstico. Indubitavelmente,
portanto, o diagndstico precoce das lesbes malignas em areas de QA é, altamente,
relevante®.

O tabagismo pode desempenhar papel crucial na ocorréncia da QA. No
estudo realizado por Rocha*), foi constatado que a probabilidade
de malignizagdo é maior quando a QA estd associada a fatores, como o alcool,

fumo e a higienizacdo oral precéria. Markopoulos et al.**, relatou que a maioria dos



19

pacientes com historico de tabagismo preferiam o lado direito para segurar o cigarro
e este foi o lado mais frequentemente afetado pela QA.

A prevencdo da QA pode ser alcancada pela reducdo da exposicdo a
radiacdo UV, pelo uso de bonés e chapéus com protecéo solar e uso de protetores
solares topicos que devem ser introduzidos desde a infancia e continuar ao longo da
vida®®,

Diversos biomarcadores vém sendo estudados na evolucao da transformacéao

maligna da QA. Custédio et al.*®

avaliou a expressdo de marcadores de células-
tronco e encontrou que CD44, ALDH1 e p75NTR estao presentes na QA e no CEC
labial, sem variacdo de expressao. Por outro lado, p7S5NTR mostrou aumento da
expressao conforme o agravamento do grau da displasia epitelial. Ja a expresséo
imunologica foi avaliada pela expressdo de PD-L1, HLA-G, CD8, e granzyme B, e
apenas PD-L1 demonstrou ser um mecanismo de escape do tumor da resposta
imunolégica®.

Apesar dos estudos publicados, marcadores moleculares e eventos
imunorregulatérios capazes de prever o potencial de malignidade da QA ainda néo

estao bem estabelecidos.

3.4 Microambiente Tumoral (MAT)

Antes entendido como um conjunto de células alteradas em proliferacéo, hoje,
o cancer é melhor compreendido como um microambiente, em que as interacdes
entre os elementos celulares e moleculares que o compdem sdo determinantes na
progressao tumoral. Quando o tumor esta estabelecido, ele contém ndo apenas
células tumorais, mas também células inflamatérias, células estromais,
vascularizagdo, matriz extracelular, células imunes e imunorreguladoras, chamadas
de microambiente tumoral (MAT)*.

A dindmica das células tumorais passa a ser avaliada como parte de um
verdadeiro tecido tumoral, sujeita a condicbes de vascularizacdo, oxigenacao,
pressdo intersticial e necrose tecidual que influenciam na cinética tumoral.
Constantemente, estdo sendo identificados novos componentes desse nicho tumoral
e as suas respectivas atuagbes. Entre esses integrantes do nicho tumoral,

encontram-se os elementos da imunidade, cuja modulacdo tem sido demonstrada
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tanto no sentido da vigilancia imunol6gica quanto no favorecimento da progressao
tumoral. Por essas razbes, o MAT tem sido considerado um importante alvo para
terapias anticancer*®.

A resposta imune é um processo dinamico e complexo, no qual
diferentes mecanismos se encontram em equilibrio para proteger o hospedeiro, 0s
tecidos e as células locais, incluindo a destruicdo das células tumorais®®. Todavia, as
células cancerigenas realizam diversas funcdes, dentre essas, 0 escape do sistema
imune®’.

Uma forma pela qual isso ocorre é a partir da expressdo da indoleamina
2,3-dioxigenase (IDO) pelas células tumorais. A IDO altera o microambiente,
protegendo as células tumorais do sistema imunoldgico. Estudos preé-clinicos
indicam que esse mecanismo de resisténcia imune pode ser bloqueado pela
administracdo sistémica de inibidores farmacologicos de IDO, como o 1-metil-I-
triptofano™.

3.5 Indoleamina 2,3 Dioxigenase (IDO)

A IDO é uma enzima monomeérica endocelular a qual contém um grupo heme
que participa da via quinurenina, catalisando a primeira e limitante etapa do
catabolismo do triptofano, por meio da quebra da ligacéo 2,3-dupla do anel indol em
triptofano, quando um oxigénio molecular é incorporado & molécula aberta®. As
células T parecem ser especialmente sensiveis a falta de triptofano, ja que a sua
auséncia inibe a proliferacdo dessas células e impede a sua ativacao pelas células
apresentadoras de antigenos®®.

A IDO se caracteriza por ser uma enzima indutiva e citossolica, ou seja, sua
producéo é induzida pela presenca de uma substéncia especifica e esta presente no
citosol, sendo encontrada em varios 6rgaos, como o pulmao, baco, figado, rim e
cérebro'®*°. Como a IDO é uma enzima intracelulares e ndo secretada, 0s seus
efeitos metabolicos comegcam como sinais inerentes ao local. No entanto, os efeitos
imunologicos ndo se limitam apenas as células que expressam a IDO, as células ao
redor também podem detectar e responder aos metabdlitos da via quinurenina que
também foram secretados e ao acesso reduzido ao triptofano®°.

O Triptofano e seus catabdlitos da via quinurenina formam um ambiente

imunossupressor para contribuir com a formagédo de locais imunes, como olhos,
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cérebro, placenta e testiculos®. Tais substancias sdo reconhecidos como um fator
essencial na imunidade inata e adaptativa, estando presentes em infeccoes,
inflamacdes e outras doencas como o cancer?.

A expressdao da IDO pode ocorrer em muitas células, como as células
dendriticas, os monécitos e os macr6fagos™®>*°®. As células tumorais expressam a
IDO de maneira ampla, mas variavel, como as células imunes inatas do MAT e os
linfonodos que drenam o tumor*®. Além disso, algumas citocinas inflamatérias, como
interleucina (IL) 6 e fator de necrose tumoral-a (FNT-a), podem induzir a expressao
da IDO®.

A maior expressao da IDO esté relacionada a muitas doencas inflamatorias, a
saber, cancer, diabetes, depresséo, HIV e rejeicdo de transplantes de 6rgdos®. A
imunossupressao por IDO foi descrita pela primeira vez, em 1998, na placenta de
ratos, para prevenir a rejeicdo do feto, permitindo a tolerancia imunolégica materno-
fetal®>. Camundongas gravidas que receberam inibidores de IDO mostraram rejeicéo
fetal alogénica, mostrando que a IDO impede que as células T maternas danifiquem
os aloenxertos fetais®®. Camundongos com doencas autoimunes e alérgicas,
portadores de tumor e com desenvolvimento fetal, apresentaram exacerbacéo da
destruicdo imune mediada por células T quando utilizaram inibidores de IDO®.
Nesse sentido, esses estudos evidenciam que a IDO serve como um mediador
facilitando a formacdo de ambientes imunossuprimidos, promovendo a tolerancia
das células apresentadoras de antigenos e a morte das células imunoldgicas®®.

A tolerancia periférica adquirida, definida como um estado funcional de falta
de resposta imunolégica a um antigeno, € um processo continuo o qual impede que
antigenos indcuos e externos estimulem imunidade excessiva, causando danos aos
tecidos. Tomados em conjunto, tais estudos sugerem que a via IDO restringe a
quebra progressiva da autotolerancia periférica em situacdes de inflamacgéo crénica
e cria tolerdncia sistémica a antigenos inGcuos e externos em situacBes de
autoimunidade e transplante®°.

O suprimento do sistema imunolégico pela IDO agrava o0 crescimento, a
migracao e a invasao de células cancerigenas de trés maneiras. Precipuamente, a
IDO promove a formagdo de células apresentadoras de antigenos
imunossupressoras por atuar como uma molécula de sinalizag&o intracelular direta,
independente de sua atividade enziméatica. Posteriormente, a superexpressao de

IDO em células apresentadoras de antigenos induz a via quinerunina para facilitar a
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liberacdo de quinerunina e o consumo de triptofano. A formagdo de quinerunina
pode ativar as células T CD8 + e as células NK. Finalmente, a IDO induz as células
supressoras derivadas de mieloides, influenciando a condicdo inflamatéria. Essas
células podem migrar para o0s tecidos tumorais para criar um MAT
imunossupressor. Outrossim, a IDO promove a angiogénese para facilitar o

crescimento do cancer!®194857,

Muller et al.*®

encontraram que a expressao de IDO também esta elevada no
ambiente inflamatério que promove o desenvolvimento tumoral, mesmo na auséncia
de iniciacao tumoral, indicando, claramente, que sua presenca é um evento precoce
o qual ocorre antes do inicio da programacdo de um microambiente inflamatorio pré-
tumorigénico.

A IDO é expressa em diferentes tipos de cancer, incluindo o CEC de cabeca e

pescoco®®. Em uma metandlise realizada por Jia et al.”®

, & maior expresséao de IDO
foi associada a pior sobrevida global dos pacientes com céncer de cabeca e
pescoco. Até o0 momento, existem apenas oito trabalhos publicados que avaliaram a
expressdo da IDO em cancer de cabeca e pescoco e apenas um que avaliou a IDO

na QA.
3.6 IDO em Cabeca e Pescoco

A intensidade da expressdo da IDO depende do tipo de tumor e dos fatores
de risco que eles estao expostos durante a sua vida. O CEC intraoral foi comparado
em pacientes que nunca fumaram e que ndo bebiam com pacientes fumantes e que
bebiam. Pacientes que nunca fumaram e ndo bebiam com CEC intraoral tiveram

uma expressao, consideravelmente, maior da IDO em ralagéo ao outro grupo>°.

Laimer et al.®®

avaliaram a expressdo da IDO no tecido tumoral de 88
pacientes com CEC intraoral e orofaringe. A alta expresséao foi observada em 44,2%
dos pacientes e ndo foi encontrada qualquer correlagdo entre a expressdo e o
estagio clinico, sexo, idade, local, tamanho, metastase ou estadiamento do tumor. O
tempo médio de sobrevida global foi de 3,1 anos para pacientes com tumores com
baixa expressao de IDO, comparado a 1,36 anos para tumores com alta expressao.
A andlise por subconjunto de pacientes recebendo radioterapia ou quimioterapia

adjuvante também mostrou uma diferenca elementar na sobrevida global entre os
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tumores com baixa e alta expressao (3,35 e 1,26 anos para radioterapia e 7,76 e
1,33 anos para quimioterapia), sendo que 0s pacientes que fizeram quimioterapia e
apresentaram baixa expressao tiveram maior sobrevida.

Kuales et al.%*

analisaram em 47 casos de CEC em labio inferior a expresséo
da IDO juntamente com a expressdo de marcadores de células T (CD3), miel6ides
DCs (S100, CD11c), macrofagos (CD68, CD11c), células de Langerhans (CD1a,
Langerin (CD207), CD plasmocitdides (CD123) e células T reguladoras (Foxp3) por
analise imuno-histoquimica e imunofluorescéncia. Desses casos, 12 continham
células que expressavam IDO. Essa positividade esta fortemente associada a
intensidade do infiltrado inflamatério associado ao cancer. As células IDO positivas
estavam localizadas ao longo da fronteira entre o tumor em desenvolvimento e o
infiltrado inflamatdrio. A imunofluorescéncia mostrou que CD11c + S100 + CD68 e
células dendriticas (DCs) expressaram a IDO.

A expressdo da IDO no CEC da laringe foi avaliada por Ye et al.®? e ndo foi
associada ao estagio, a presenca de metastases, a histologia, ao estagio clinico, ao
estado nodal ou a diferenciacdo tumoral. Entretanto, a alta expressdo estava
associada a uma menor sobrevida e tempo livre da doenga, revelando-se como um
indicador para um mau prognéstico.

A IDO no carcinoma nasofaringeo (CNF) foi avaliada por Ben-Haj-Ayed et
al.®® A IDO apresentou maior atividade no plasma sanguineo dos pacientes com
CNF, especialmente, entre pacientes com cancer metastatico em comparacao ao
grupo controle. Na analise imuno-histoquimica, foi observada alta expressao de IDO
em 74% das amostras e a expressao epitelial foi, inversamente, correlacionada a
infiltracdo de células T. Pacientes com alta expresséo de IDO e baixa infiltracdo de
células T apresentam taxas de sobrevida significativamente menores; houve maior
expressao nos pacientes mais jovens. A atividade da IDO foi, especialmente, alta
entre pacientes com metastases locais ou distantes, sugerindo que alta atividade de
IDO no plasma pode ajudar na migracéo e invasao de células do CNF.

Seppala et al.%

avaliaram a associagdo e a relevancia prognostica da
expressao de IDO no CEC e hiperplasia de lingua em 108 amostras. A IDO foi mais
expressa na hiperplasia do que no CEC. No entanto, o escore de propor¢ao IDO e o
escore de intensidade de coloragcdo do CEC diferiram, de modo relevante, entre os
grupos classificados por T1 — T4, sendo que a expressao de IDO esta associada a

baixa sobrevida nos subgrupos com estagio primario do tumor T2-T4 e no subgrupo
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com forte inflamagéo. A pontuacéo total (intensidade e propor¢ao) de IDO do tumor
correlacionou-se positivamente com significancia com o numero de linfonodos
cervicais, com crescimento de metastase e com o numero de linfonodos cervicais
com invasao extranodal. No subgrupo de pacientes com IDO positivo para linfonodos
e nos quais o tumor teve profundidade de invasdo maior que 4mm, o progndstico foi
pior. No paciente que apresentou linfonodo metastatico, a taxa de Obito foi 3,54 e
quando o linfonodo foi positivo para IDO, a taxa foi 3,10 e quando o paciente
apresentava os dois fatores, a taxa de obito foi 9,76.

Wang et al.®®

examinaram os padrdoes de expressdo de IDO por imuno-
histoquimica em 36 pacientes com CEC oral durante terapia com Nimotuzumabe.
Em pacientes que ndo responderam clinicamente ao tratamento, a expressdo de
IDO aumentou, de maneira consideravel, durante a terapia com Nimotuzumabe e a
expressao de IDO antes da terapia medicamentosa ndo mostrou significancia com a
sobrevida global.

Vichaya et al.®®

utilizaram um modelo murino para cancer de cabeca e
pescoco por papilomavirus humano e confirmou que as células tumorais expressam
IDO e a expressdo foi aumentada pela radioterapia. O uso do 1-metil triptofano,
inibidor competitivo da ativacdo da IDO, interferiu, negativamente, no
comportamento dos camundongos, porque eles apresentaram menor taxa de
escavacao dos pellets de alimento e menor tempo andando na roda da gaiola. A
administracdo oral de um inibidor especifico de IDO nado proporcionou beneficio
aparente na resposta do tumor, contudo diminuiu a atividade fisica dos
camundongos, independentemente, do tratamento. Esses resultados indicam que,
apesar de seu potencial efeito na remocéo do tumor, a inibicdo da IDO ndo melhorou
0s sintomas relacionados ao cancer.

A caracteristica celular e a extensdo da expressdao de IDO na QA foi
correlacionada com a gravidade da atipia epitelial e extensédo da inflamacao por von

Bubnoff et al.®’

A expressao da IDO foi analisada, juntamente, com a expressao
marcadores para células T (CD3), células dendriticas e mieldides (S100, CD11c),
macrofagos (CD68, CD11c) e células de Langerhans (CDla) por analise imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia. As analises mostraram que a IDO foi expressa
em células dedriticas, mieloides, S100 e CD1l1l. Sendo que o epitélio foi,
consistentemente, negativo. Nao havendo correlacdo da expresséo da IDO com a

densidade do infiltrado inflamatorio.
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Compreender e manipular a IDO para beneficio clinico € uma estratégia nova
e promissora para melhorar as intervencdes imunoterapéuticas. Esses fatos estéao
gerando intenso interesse em elucidar o papel da IDO nas células e os mecanismos
gue explicam o fenbmeno da regulacéo de células T mediadas por ela, que contribui
para a criacdo e manutencdo de locais imunossuprimidos em tecidos sujeitos a
inflamacdo crénica®. No entanto, ainda faltam dados sobre o envolvimento da IDO
na patogénese do CEC intraoral, labial e DPMO.

Em um futuro proximo, podemos esperar melhores resultados sobre os
mecanismos bioquimicos subjacentes que estimulam e mantém a atividade da
enzima IDO em tipos especificos de células e métodos aprimorados para controlar a
sua atividade para aplicacdes terapéuticas.

O prognostico e a sobrevida global dos pacientes com cancer oral dependem
da deteccéo precoce de qualquer lesdo que possa identificar um paciente com maior
risco antes da doenca metastatica®”.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Consideracdes Gerais

Esse estudo foi realizado mediante aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP,
CAAE: 34361814.9.0000.5416 (anexo A).

4.2 Critérios de Incluséo

e Pacientes com idade igual ou superior a 18 anos,

e Diagnadstico clinico de CEC intraoral, CEC labial, QA, LO,

e Auséncia de contra-indicacao para biépsia incisional ou excisional,
e Lesao com tamanho igual ou superior a 3 mm,

e Autorizacdo dos pacientes para realizar a pesquisa.

4.3 Critérios de Exclusao

e Amostras que apds a analise histopatoldgica, foram classificadas como
lesBes ndo pertencentes ao estudo.

e Casos com falta de informac@es clinicas nos prontuarios.

e Casos com histéria prévia de radioterapia e/ou quimioterapia ou qualquer

outro tratamento antes do procedimento cirdrgico.

4.4 Coleta da Amostra

Foi realizado um estudo transversal no qual os participantes voluntarios foram
recrutados durante o atendimento na Clinica do Servico de Medicina Bucal do
Departamento de Diagndstico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara da UNESP (FOAr-UNESP). Para cada paciente selecionado, foram
realizadas anamnese, bidpsia incisional ou excisional. Todo o material selecionado
foi identificado com o respectivo cddigo da pesquisa de maneira que a identidade
dos participantes se mantivesse preservada. Os diagndsticos clinicos de todos os

pacientes selecionados foram confirmados por analise histopatologica por um
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patologista oral (JEL) sem conhecimento prévio das caracteristicas demograficas ou
clinicas relacionadas as amostras. Tanto as caracteristicas morfoldégicas e os
resultados imuno-histoquimicos foram analisados usando um Leica Microscope
(Leica DM500 Biological Microscope acoplado a camera Leica ICC50) e o software
de processamento e analise de imagem Leica QWin (Leica Biosystems Newcastle,
Ltd., Inglaterra).

4.5 Analise Histopatoldgica

Todos os espécimes foram fixados em formalina neutra 10%, durante 24 horas,
em temperatura ambiente, embebidos em parafina a 55°C e foram realizados cortes
histolégicos paralelos e consecutivos com espessura de 5 ym e corados com
hematoxilina e eosina. A auséncia ou o grau de displasia epitelial nas lesées de LO
e QA foi classificada de acordo com a classificacdo binaria da OMS 2017, segundo a
qual a auséncia de displasia epitelial ou presenca leve displasia foi classificada
como baixo grau, a displasia moderada ou grave como alto grau®.

O grau de diferenciacdo celular nas amostras de CEC intraoral e CEC labial
também foram classificados de acordo com os critérios da OMS, 2017 %, segundo a
tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Critérios utilizados para a classificacdo do CEC. Faculdade de Odontologia de
Araraquara, Unesp, 2019

CEC Escala

Bem diferenciado 1
Moderadamente diferenciado 2
Pouco diferenciado 3

4

Indiferenciado

Fonte: Elaboracao prépria.

A intensidade do infiltrado inflamatorio associado (leve, moderado ou intenso) foi
analisada em 10 campos microscopicos representativos de alta poténcia (HPFs; 40x
objetiva e 10x ocular). A inflamacéao leve foi determinada quando a maioria dos
campos (>7 campos) demonstrou menos de 35% das células inflamatorias;

inflamac&o moderada quando a maioria dos campos (>7 campos) demonstrou entre
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35% a 70% das células inflamatodrias; e inflamacédo intensa quando a maioria dos
campos (>7 campos) demonstrou mais de 70% das células inflamatdrias, segundo a

tabela 2 abaixo®:

Tabela 2 - Critérios utilizados para a classificacdo do infiltrado inflamatério. Faculdade de
Odontologia de Araraquara, Unesp, 2019

Infiltrado inflamatorio Grau
Nenhum 0
Discreto <35%
Moderado 35-70%
Intenso >70%

Fonte: Elaboracédo prépria

4.6 Anélise Imuno-Histoquimica

Para as reacfes de imuno-histoquimica, foram realizados cortes histologicos de
3um de espessura, colocados sobre laminas, devidamente, revestidas com organo-
silano (Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, EUA). Para a desparafinizagdo, as laminas
ficaram na estufa a 70°C por duas horas antes dos banhos em xilol e apos esse
tempo foram realizadas duas trocas de xilol, 10 minutos cada. Em seguida, as
amostras foram hidratadas em alcoois 90°, 70°, 50° e lavadas em agua destilada por
dois minutos. As laminas exigiam recuperacao em pH6.0, entdo foram levadas para
a panela de pressao convencional com o tampao citrato de sédio 10 mM, seguindo o
tempo de 15 minutos de fervura. Apés o tempo da recuperacdo antigénica, as
amostras foram, novamente, lavadas em agua destilada e realizada a inativacédo da
peroxidase enddégena com Peréxido de Hidrogénio a 20 volumes por 10 minutos, e,
entdo, as amostras receberam dois banhos de PBS (pH 7.4). As sec¢Oes foram
incubadas sucessivamente com o anticorpo monoclonal primario contra IDO (clone
4D2, diluicdo 1: 2000; AbD Serotec, North Hills, EUA, cat- # MCA5433Z) e incubado
a 4°C por 16 horas.. Ap6s a incubacdo com o anticorpo primario, as laminas foram
lavadas em Washer Buffer (Dako), e aplicado o anticorpo secundario utilizados
anticorpos secundarios conjugados com estreptavidina-biotina-peroxidase (K0690;
Kit Universal Dako LSAB® +, Peroxidase, Carpinteria, CA, EUA), desenvolvidos com

diaminobenzidina e contrastados com hematoxilina de Carazzi e incubadas a 37°C
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por 30 minutos. Lavadas em Washer buffer, foi aplicado o cromdégeno doador de
elétrons (3,3’- diaminobenzidine in chromogen solution, DAB Dako) por 5 minutos e,
apos essa etapa, as laminas foram lavadas em agua corrente por 8 minutos. As
amostras foram desidratadas em trés trocas rapidas de alcoois absolutos, passadas
em xilol de diafanizagédo e de montagem. A montagem das laminas foram realizadas
com Entellan Merck e laminulas. Os controles negativos foram obtidos substituindo o
anticorpo primario pelo soro normal isotipico especifico. Uma amostra do baco
humano e do CEC intraoral (mostrado como fortemente positivo para IDO) serviu
como controle positivo.

A expressao da IDO nas amostras foi classificadas pelo mesmo examinador em
duas ocasides separadas, com um intervalo de 2 semanas, de acordo com 0s
mesmos critérios morfolégicos. O teste Kappa revelou boa concordancia. A
expressdo de IDO foi pontuada de acordo com a intensidade e porcentagem de

expressao (Tabela 3 e 4):

Tabela 3 - Critérios utilizados para a classificacdo da intensidade de expressédo do IDO.
Faculdade de Odontologia de Araraquara, Unesp, 2019

Intensidade da Marcacéao (M) Escala
Nenhuma 0
Discreta 1
Moderada 2
Intensa 3

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 4 - Critérios utilizados para a classificagcdo da porcentagem de células expressando
IDO. Faculdade de Odontologia de Araraquara, Unesp, 2019

Porcentagem (P) Escala
Nenhuma 0
<10% céls 1
10-50% céls 2
51-80% céls 3
>80% céls 4

Fonte: Elaborag&o prépria.
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A expressao da IDO, nas amostras, também foi avaliada por um escore total de
imunocoloragédo. Ele foi calculado, multiplicando o escore da intensidade de
expressdo pelo escore porcentagem de células. Como o escore de porcentagem
reflete a fracdo estimada de células infiltradas positivamente coradas (escore O,
nenhum; escore 1, <10%; escore 2, 10-50%; escore 3, 51-80%; escore 4,> 80%) e 0
escore de intensidade representa a intensidade estimada de coloracdo (escore O,
sem coloracédo; escore 1, fraco; escore 2, moderado; escore 3, forte), a pontuacao
total variou de 0 a 12. Um escore total de IDO <4, a amostra foi classificada como

IDO baixo e >4 como IDO alto, como descrito anteriormente por Gastl et al.®®.

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica das variaveis qualitativas foi realizada pelo teste exato de
Fisher, Qui Quadrado e teste G. Quando necessério, foi realizada a andlise de
residuos. Para variaveis quantitativas, para verificar a distribuicdo da normalidade,
foi realizado o teste de Shapiro Wilk, assimetria e curtose por meio da estatistica
descritiva. Para a verificacdo da homostaticidade, foi utilizado o teste de Levene.
Para comparacdo entre os grupos, foi usada a andlise de variancia a um fator
(Anova One Way) seguida de pos teste de Tukey. Foram consideradas diferencas

estatisticas significantes quando o p>0,05.
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5 RESULTADO

A expressédo da IDO foi analisada no total de 85 amostras de CEC intraoral (n
= 21), CEC labial (n = 20), LO (n = 24), QA (n = 20). A idade média dos pacientes
dos grupos analisados foi de 61 anos, sendo a menor média para o grupo LO e a
maior para o grupo CEC labial. O teste ANOVA ONE WAY apresentou diferenca
estatistica significante entre esses dois grupos (p = 0.0218). A maioria dos pacientes
(64%) era do género masculino, sendo o grupo QA com mais pacientes do género
masculino e o grupo LO com mais do género feminino com diferenca estatistica
entre 0s géneros desses grupos de acordo com o teste Qui Quadrado (p = 0.0004).
As caracteristicas dos pacientes de acordo com 0s grupos estdo resumidas nos

graficos 1 e 2.

Grafico 1 - Média de idade dos pacientes por grupo. Faculdade de Odontologia de
Araraquara, 2020
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*diferenga estatisticamente significante (p = 0.0218).
Fonte: Elaboracéao prépria.
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Gréfico 2 - Género dos pacientes por grupo. Faculdade de Odontologia de Araraquara,
2020
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*diferenca estatisticamente significante (p = 0.0004).
**diferenca estatisticamente significante (p = 0.0004).
Fonte: Elaboracao prépria.

5.1 Escore de Intensidade da IDO

A expressdo da IDO foi detectada nas amostras, sendo que o padrao
predominante de marcacdo da IDO nas células epiteliais foi citoplasmético; no
entanto, cerca de metade dos casos positivos de IDO em cada grupo também
exibiram padrdo de coloracdo nuclear. Além disso, os casos mais positivos de IDO
mostraram também um numero varidvel de células mononucleares inflamatérias
positivas para IDO em localizac&o intravascular ou perivascular. O CEC intraoral
apresentou todas as suas amostras positivas, seguido da LO com 71% de
positividade. Ja o CEC labial e QA tiveram um menor nimero de amostras

expressando IDO, sendo 30% e 25% dos casos, respectivamente (grafico 3).
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Gréfico 3 - Quantidade de amostras positivas para IDO por grupo. Faculdade de
Odontologia de Araraquara, 2020
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Fonte: elaboracéo propria.

As amostras positivas foram dicotomizadas em dois grupos com baixa
expressao (IDO baixo escore < 4; n = 20; 40.82%) e alta expressao (IDO alto > 4; n
= 29; 59.18%). O grupo de CEC intraoral apresentou mais de 90% das suas
amostras no grupo IDO alto e com diferenca estatistica relevante em relacdo aos
outros grupos (p = 0.0011). Os outros trés grupos apresentaram mais da metade de
suas amostras com baixa expressao de IDO, sendo a QA com 80% de amostras IDO
baixo (Figura 1, 2, 3 e 4). As diferencas dos escores de intensidade dos grupos sao

mostradas no gréfico 4.
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Figura 1 - Andlise imuno-histoquimica da expressao de IDO no CEC intraoral (A a F)

Expressao da IDO baixo (A e B) e expressado da IDO alto (C a F). Observando a expressao
de IDO, notamos que apresenta uma intensidade variavel. Assim, em relagéo ao escore de
intensidade, os casos com menor expressdo apresentaram padrdo citoplasmatico
preferencialmente (A, ampliacéo original de 100x; B, 400x MO); 0s casos com expressao
moderada mostraram padrdes citoplasmaticos e nucleares (C, 100x; D, 400x; MO); e nos
casos com forte expressdo, o padrdo nuclear era muito evidente (E, 100x; F, 400x; OM).
Observe as células mononucleares inflamatérias positivas para IDO (setas) (B e D, 400x
OM). Fonte: Elaboracao propria.



35

Figura 2 - Analise imuno-histoquimica da expresséao de IDO no CEC labial

Apenas 30% do CEC labial foi positivo para IDO, em A vemos IDO baixo e em B IDO alto (A,
200x; B, 200x; MO). Em C e D temos casos negativos (C, 100x; D, 400x; MO). Fonte:
Elaboragé&o propria.
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Figura 3 - Analise imuno-histoquimica da expressdo da IDO naLO (AaF)

LO com displasia epitelial de baixo grau e IDO alto (A, ampliacdo original de 100x; B, 400x;
MO). Em C e D também notamos a presenca de células mononucleares inflamatorias
(setas) (C, 100x; D, 400x; MO). Em E temos LO com displasia epitelial de alto grau e IDO
alto (E, 400x MO). No entanto, 29% dos casos de LO foi negativa para IDO (F, 400x MO).
Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 4 - Analise imuno-histoquimica da expresséo da IDO na QA

e ity gl EE R —
A maioria dos casos de QA foi negativa para IDO (A, 400x MO); entretanto, houve um caso
de QA diagnosticado com displasia epitelial de baixo grau que mostrou expressdo de IDO
alto (B, 400x MO). Em C vemos um caso de displasia epitelial de baixo grau que mostrou
expressdo de IDO baixo (D, 200x MO). Fonte: Elaboragéo prépria.
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Gréfico 4 - Caracteristicas da IDO alto e baixo. Faculdade de Odontologia de Araraquara,
2020
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*diferenca estatisticamente significante (p = 0.0011).
Fonte: Elaboragé&o proépria.

5.2 Escore de Intensidade e Infiltrado Inflamatério

Quando o infiltrado inflamatério foi analisado de acordo com o escore de
intensidade, o CEC intraoral apresentou todas as suas amostras IDO alto com
discreto infiltrado inflamat6rio e a Unica amostra IDO baixo com intenso infiltrado
inflamatorio. O teste G apresentou diferenca estatistica nesse grupo (p = 0.005). Ja
no grupo de CEC labial e LO, ndo houve diferenca estatistica entre os escores alto e
baixo (p = 0.5012 e p = 0.242, respectivamente). Na QA, ndo foi possivel anélise
devido ao grupo apresentar apenas uma amostra com infiltrado inflamatdério discreto
e nao ter mais amostras com infiltrado inflamatdrio associado a IDO positivo, sendo
assim, o tamanho da amostra foi insuficiente para andlise. As diferencas do infiltrado
inflamatoério nos grupos de acordo com o escore de intensidade sdo mostradas nos

graficos 5, 6, 7 e 8.
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Gréfico 5 - Porcentagem do infiltrado inflamatério do CEC intraoral de acordo com o escore
de intensidade da IDO (p = 0.005). Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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. Fonte: Elaboracao propria.

Grafico 6 - Porcentagem do infiltrado inflamato6rio do CEC labial de acordo com o escore de
intensidade da IDO (p = 0.5012). Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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Gréfico 7 - Porcentagem do infiltrado inflamatério da LO de acordo com o escore de
intensidade da IDO (p = 0.242). Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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Fonte: Elaboracao prépria.

Grafico 8 - Porcentagem do infiltrado inflamatério da QA de acordo com o escore de
intensidade da IDO Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.3 Escore de Intensidade e Classificacdo Histoldgica

Ao observar os grupos de CEC de acordo com a classificacdo histologica e
escore de intensidade, notamos que o CEC intraoral apresentou 50% das suas
amostras IDO alto com classificacdo histolégica bem diferenciada, mas ndo houve
diferenca estatistica de acordo com o teste Qui Quadrado (p = 0.2735). O CEC labial
também nado apresentou diferenca estatistica pelo teste Exato de Fisher (p = 0.3333)

entre a classificacao histolégica e o escore de intensidade (gréafico 9 e 10).

Grafico 9 - Porcentagem de amostras positivas de acordo com a classificagé@o histolégica e
escore de intensidade do CEC intraoral (p = 0.2735). Faculdade de Odontologia de
Araraguara, 2020
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Fonte: Elaboracédo prépria
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Gréfico 10 - Porcentagem de amostras positivas de acordo com a classificacéo histologica e
escore de intensidade do CEC labial (p = 0.3333). Faculdade de Odontologia de Araraquara,
2020
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.4 Escore de Intensidade da LO

A LO apresentou mais amostras IDO alto com displasia de alto grau e IDO
baixo com displasia de baixo grau, porém ndo houve diferenca estatistica entre a
classificacdo histologica de alto e baixo grau e o escore de intensidade pelo teste
Exato de Fisher (p = 0.1340). Quando o escore foi analisado de acordo com o
género, também nado apresentou diferenca estatistica (p = 0.4286 e p = 0.200),
assim como a classificacdo do infiltrado inflamatério, pelo teste Exato de Fisher e o
teste G (p = 0.5357 e p = 0.4286). Tanto a LO com displasia de alto, como de baixo
grau, ndo apresentaram amostras sem infiltrado inflamatério e houve apenas uma

amostra com infiltrado inflamatorio discreto (graficos 11, 12 e 13).
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Gréfico 11 - Porcentagem da displasia da LO de acordo com o escore de intensidade da
IDO (p = 0.1340). Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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Fonte: Elaboracao prépria.

Gréfico 12 - Porcentagem da incidéncia do género da LO de acordo com o grau de displasia
e 0 escore de intensidade da IDO (p = 0.4286 e p = 0.2000). Faculdade de Odontologia de
Araraguara, 2020
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Fonte: Elaboragéo proépria.
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Gréfico 13 - Porcentagem do infiltrado inflamatério da LO de acordo com o grau de displasia
e 0 escore de intensidade da IDO (p = 0.5357 e p = 0.4286). Faculdade de Odontologia de

Araraquara, 2020
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.5 Positividade da QA

Displasia Baixo Grau

A QA apresentou 70% das suas amostras negativas para a IDO. Quando as

amostras positivas foram analisadas de acordo com a classificacdo histolégica de

alto e baixo grau pelo teste Qui Quadrado, ndo houve diferenca estatistica (p =

0.9964). As amostras positivas e negativas da QA de acordo com a displasia de alto

e baixo grau estdo resumidas no grafico 14.
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Gréfico 14 - Amostras positivas e negativas da QA de acordo com o grau de displasia.
Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2020
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6 DISCUSSAO

O potencial de transformacdo maligna de algumas desordens estimulou o
interesse crescente em pesquisa em niveis celulares e moleculares, contudo a
evolucdo da LO e QA para o CEC ainda ndo esta bem esclarecida. Assim sendo, um
passo fundamental para melhorar os resultados dos tratamentos contra o cancer oral
€ identificar os fatores que impulsionam o inicio e a progressao da doenca, posto
que esses fatores possam representar bons candidatos a terapias especificas e

individualizadas®3.

Esse é o primeiro estudo da literatura que avaliou e correlacionou a
expressdo de IDO em CEC intraoral, labial, LO e QA. Existem apenas quatro
estudos sobre IDO em carcinoma em cavidade oral®*®®®  Qutros dois estudos
fizeram analises em labio inferior, um em CEC e o outro em QA, sendo este ultimo, o
anico que estudou a expressao da IDO em uma DPMO, ndo existindo assim, até o

momento, nenhum estudo em LO%%7,

bY

O mau prognoéstico de alguns tipos de céncer esta relacionado a alta
expressao da IDO, ja que ela atua, facilitando o desenvolvimento do cancer por meio
da formacao de tolerancia imunolégica. A IDO pode atuar melhorando a proliferacéo
e invasao celular, além de contribuir com a metastase de células cancerigenas.”® No
presente estudo, todas as amostras de CEC intraoral foram positivas para IDO,
considerando que mais de 90% das amostras apresentavam uma alta expressao.

Laimer et al.®°

encontrou todas as amostras de CEC intraoral positivas para IDO,
sendo que os pacientes que tiveram uma alta expressao apresentaram menor tempo
de sobrevida em relagédo aos pacientes com baixa expressao. A alta expresséo de
IDO representou um fator progndéstico negativo significativo em pacientes com CEC
intraoral, especialmente naqueles pacientes submetidos a radioguimioterapia. No
CEC em lingua e em outras doencas oncologicas, a expressao de IDO também esta

associada ao mau progndstico®°.

Os casos de CEC intraoral, no estudo de Laimer et al.%o

, exibiram positividade
para IDO em células tumorais com um padrdo predominante de coloracao
citoplasmatica. Alta expressdo de IDO foi observada em 44,2% desses casos,

representando um fator progndstico negativo significativo. Da mesma forma,
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observamos a positividade do IDO em todos os casos de CEC intraoral; no entanto,
algumas diferencas eram evidentes. A coloracdo nuclear do IDO nas células
tumorais também foi visualizada em cerca de metade dos casos, 0s tecidos epiteliais
de aparéncia normal adjacentes ao tumor, bem como as células mononucleares
inflamatoérias também eram frequentemente positivos para IDO. Embora o padrédo de
coloracéo citoplasmatica da IDO seja frequentemente observado em muitos tipos de
canceres humanos, o padrao de coloragéao nuclear IDO também pode ser observado
como evidenciado no presente estudo e principalmente nos casos de CEC intraoral,

que mostram um forte padrdo de imunocoloragéo® .

Quando o0s niveis
citoplasmaticos da IDO sao altos, ele pode se translocar para o nucleo e se envolver
na regulacdo de genes e / ou fatores de transcricdo, caminho que ainda néo foi
discutido. Além disso, a positividade da IDO observada nos tecidos epiteliais de
aparéncia normal adjacentes ao tumor pode indicar alteragdes morfologicas e / ou
moleculares precoces envolvidas na carcinogénese oral.

Pacientes com cancer intraoral, especialmente de lingua, assoalho

bucal e gengiva apresentam sobrevida de cinco anos 2 a 3 vezes menor em

5,6,7 | 61

comparacdo a pacientes com cancer de labio Kuales et a avaliaram a
expressédo da IDO no CEC labial e observaram positividade em 25% dos casos,
preferencialmente expressa em células mieléide CD11, S100 e células dendriticas,
enquanto o epitélio foi uniformemente negativo. No entanto, diferentemente, a
positividade da IDO nos casos de CEC labial foi significativamente associada a
intensidade do infiltrado associado ao céncer. No nosso estudo, observamos
positividade da IDO em percentual semelhante ao estudo de Kuales et al.®*; no
entanto, preferencialmente o epitélio e as escassas células mononucleares
inflamato6rias foram positivas para IDO, sem associacdo significativa com a
intensidade do infiltrado inflamatério. Esses achados podem indicar que a expressao
de IDO nas células tumorais e nas células inflamatdrias / imunoldgicas contribui para
a patogénese do CEC labial.

Diversos fatores influenciam o desenvolvimento do CEC labial e QA,
entretanto a exposicéo a radiacdo UV e, fortemente, aceita como a principal causa
de desenvolvimento do CEC labial”*. No entanto, a perda do controle do
microambiente determina o desenvolvimento da QA e posteriormente do CEC labial.
Apenas um estudo avaliou a expresséo de IDO na QA, que mostrou positividade em

48% dos casos, preferencialmente expressa em células mieléides S100, CD11c, e
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células dendriticas, enquanto o epitélio foi consistentemente negativo para IDO. A
expresséo do IDO foi correlacionada significativamente com o grau de atipia epitelial,
mas ndo com a extensdo da inflamac&o®’. Diferentemente, na série atual, apenas
25% dos casos de QA apresentaram positividade para IDO e que foi expressa
preferencialmente no epitélio e em células mononucleares inflamatérias escassas,
sem correlagdo com o grau de displasia epitelial. Esses achados sugeriram uma
heterogeneidade fenotipica de subconjuntos celulares em relacdo a expressao de
IDO na QA e possiveis mecanismos imunomoduladores para evitar respostas
imunes antitumorais. Sendo assim, a IDO parece ndo ser um fator necessario para a
evolucédo da QA em CEC labial.

O perfil demografico de pacientes com QA relatado na literatura € de homens
com mais de 50 anos, pele clara e elevado tempo de exposicdo solar®®. Os
resultados do presente estudo estdo de acordo com esse perfil de pacientes, ja que
mostrou uma média de idade de 59 anos nos pacientes com QA, enquanto que nos
pacientes com CEC labial, a média de idade foi de 68 anos e, em ambos, 0 género
predominante foi o masculino. As mulheres podem ter menor probabilidade de
desenvolver QA durante a vida devido ao uso de batom e protetor solar labial, o que
protege parcialmente os labios do sol, além do tipo de ocupacao de trabalho que ela
realizam’®. As nossas amostras de LO tiveram uma predominancia do género
feminino, diferente do perfil demogréafico relatado na literatura, porém condizente
com o perfil encontrado no nosso Servico, que mostra um predominancia feminina.
Tal fato pode ser explicado pelas mulheres procurarem mais atendimentos
odontoldgicos para avaliacdo de lesdes em estagio inicial do que os homens, sendo
essa uma caracteristica encontrada no nosso Servico.

Ao utilizar um sistema de classificacdo microscépica binaria, em que a
displasia oral foi classificadas como de baixo ou alto grau, a LO com displasia
classificada como de alto grau apresentou mais amostras com alta expressao de
IDO em relagéo a LO com baixo grau, que teve mais amostras com baixa expressao.
Tal fato demonstra que, embora ndo estatisticamente significante, a IDO foi,
predominantemente, expressa em displasias de alto grau em comparacdo as de
baixo grau. A auséncia de diferencas comparando a expressdo IDO e lesbes com
displasia de baixo ou alto grau nos grupos de LO e QA poderia sugerir o
envolvimento da IDO na regulagcdo das respostas imunes, e ndo nas alteragbes

morfolégicas e / ou moleculares precoces observadas nas DPMO. Nesse caso,
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possivelmente, a LO com displasia de alto grau, provavelmente, esta em processo
de carcinogénese, apesar de ndo Vvisivel morfologicamente na analise
anatomopatoldgica. Em conjunto, € possivel que a expresséo da IDO na LO apoie a
progressao do cancer inibindo as respostas imunes mediadas por células.
Comparando a expresséo de IDO do CEC intraoral com as displasias de alto
e baixo grau na LO, verifica-se que a maior expressédo ocorre no CEC intraoral,
porém a LO também apresenta uma grande quantidade de amostras positivas. A
expressao de IDO nesta DPMO sugere que a medida que essa lesdo se desenvolve
para um cancer, em algum estagio especifico, ocorrerd a expressao de IDO. Esse
evento pode facilitar o crescimento do tumor ou, se ele ndo ocorrer, manter o status
de DPMO®. Tal fato aumenta a evidéncia de que a IDO esta envolvida na formacéo

do ambiente que apoia o crescimento tumoral®.
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7 CONCLUSAO

O CEC intraoral apresenta alta expressdo de IDO, o que, possivelmente,
fomenta o seu comportamento mais agressivo e pior prognéstico em relagdo ao CEC
labial, que apresenta pouca expressdo de IDO. Nesse cenario, as abordagens
imunoterapéuticas direcionadas as células que expressam IDO podem melhorar a
sobrevivéncia de pacientes com CEC intraoral.

A IDO atuaria, indicando uma progressdo tumoral, evidenciando a sua
participacdo em mecanismos importantes para o desenvolvimento do cancer. Porém,
esse fato ocorre mais especificamente para a LO que teve maior expressdo, sendo
gue a LO com displasia epitelial de alto grau teve predominio de alta expresséo de
IDO. Na QA a expresséao foi, predominantemente, negativa e sem diferenca com o
grau de displasia.
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