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RESUMO

O carcinoma espinocelular de boca usualmente se desenvolve a partir de uma lesdo oral
potencialmente maligna, como por exemplo, a leucoplasia ou eritroleucoplasia. O sistema
imune, por sua vez, desempenha importante papel no reconhecimento de células malignas
precursoras. No entanto, as células tumorais através do mecanismo de imunoedi¢do sdo

capazes de escapar da imuno vigilancia.

Objetivo: Avaliar a expressdo de células dendriticas de Langerhans (CDL) imaturas e
maduras, cé€lulas dendriticas plasmocitoides (CD plasmocitoides) e linfocitos T em displasia
epitelial oral (DE), leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) e carcinoma espinocelular bucal

(CEC) e correlacionar essa expressao com os dados clinicos disponiveis.

Material e métodos: Cinquenta casos de CEC, 48 casos de DE e 15 casos de LVP foram
submetidos a técnica imunoistoquimica para os anticorpos CD1la, CD83, CD303 e CDS8. Os
resultados dessas imunomarcagdes foram avaliados através da andlise quantitativa de cinco

campos consecutivos de cada lamina utilizando um aumento de 400x.

Resultados: A analise mostrou diminui¢ao significativa da expressao de CD83 no grupo CEC
em comparacdo ao grupo DE. CD303 mostrou aumento significativo no grupo CEC em
comparacao ao grupo DE. A expressao de CD8 ndo apresentou diferenga significativa entre os
grupos avaliados. Para o grupo LVP a expressdo de CD1a e CD8 apresentou aumento gradual
nas lesdes de hiperqueratose, displasia leve/moderada e displasia epitelial intensa. A
expressao de CD83 apresentou diminuicdo gradual nas lesdes de hiperqueratose, displasia
leve/moderada e displasia epitelial intensa. Nao houve correlagdo estatistica com os dados

clinicos.

Conclusao: O aumento no nimero de CDL maduras no grupo DE em rela¢do ao grupo CEC
sugere que essas células possam ter migrado até os linfonodos para dar inicio a resposta
imune. O aumento no numero de CD plasmocitoides no grupo CEC, sugere que essas células
desempenham papel importante na defesa do organismo contra lesdes tumorais, no entanto
nao esta claro se promovendo ou inibindo a progressdao tumoral. No grupo LVP a expressao
de CDL imaturas e linfocitos T CD8 sugere que o sistema imune encontra-se vigilante e ativo,
respectivamente. No entanto, a expressao de CDL maduras sugere que pode haver algum tipo

de falha na resposta imune.



Palavras-chave: sistema imunoldgico, células dendriticas, células dendriticas
plasmocitoides, carcinoma de células escamosas, leucoplasia, leucoplasia verrucosa

proliferativa, displasia epitelial.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinomas (OSCC) may arise from potential malignant lesions, such as
leukoplakia. The immune system plays an important role recognizing tumor precursor cells.
However, due to the immunoediting mechanisms cancer cells are able to escape the immune

system surveillance.

Objective: Evaluate the profile of imature and mature dendritic Langerhans cells (DLC),
plasmacytoid dendritic cells (plasmacytoid DC) and T cells in epithelial displasya (OED),
proliferative verrucous leukoplakia (PVL) and OSCC and correlate these fndings with clinical

data available.

Study design: Fifty cases of OSCC, 48 of OED and 15 of PVL were immunostained for
CDla, CD83, CD303 and CDS followed by a quantitative analysis.

Results: Analysis revealed a significant decrease in the number of CD83 positive cells in
OSCC compared with OED group. CD303 positivity was significantly increased in the OSCC
group when compared to OED whilst there was no statistical difference in CD8 positivity
between OSCC and OED. In the PVL group analysis revealed increased expression of CDla
from hyperkeratosis to severe epithelial dysplasia and decreased expression of CD83 from
hyperkeratosis to severe epithelial dysplasia. The expression of CDS8 increased from
hyperkeratosis to severe epithelial dysplasia. No statisticant correlation was found for clinical

data.

Conclusion: The numbers of mature DLC were decreased in OSCC compared with OED
lesions suggesting that maybe these cells might have migrated to lymph nodes to present the
tumour antigen and activate the immune system. The numbers of plasmacytoid DC was
significantly increased in the OSCC group compared with the OED group. This suggests they
may play an important role in the defence against tumours although it is not clear whether this
is promoting or inhibiting malignant progression. In the PVL group, the expression of
immature DLC and CD8 T cells suggest that the immune system is vigilant and active,
respectively, however the expression of mature DLC suggest that in some extent it is

impaired.

Key words: immune system, dendritic cells, plasmacytoid dendritic cells, squamous

cell carcinoma, leukoplakia, epithelial dysplasia, proliferative verrucous leukoplakia
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INTRODUCAO
1.1 LESOES POTENCIALMENTE MALIGNAS

Em 2005, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reclassificou uma série de
lesdes da mucosa oral e orofaringea que apresentavam risco de transformacdo maligna e
convencionou chama-las de lesdes potencialmente malignas (LPM) (Waal, 2009). Dentre as
lesdes que apresentam risco de malignizagdo ¢€ possivel citar a leucoplasia, eritroplasia, liquen
plano oral, fibrose submucosa oral, queilite actinica, lapus eritematoso, epidermdlise bolhosa

e disceratose congénita (Warnakulasuriya et al, 2007).

Uma lesdo pode ser considerada como potencialmente maligna quando apresentar
alteracdes morfologicas teciduais que favorecam o desenvolvimento de um cancer em
comparacao a sua contraparte normal. Da mesma forma, existem alteragdes sistémicas que
estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Ambos os

casos sao ditos LPM (Nair et al, 2012).

Nesta tese iremos abordar duas alteragdes que se classificam como LPM: a

leucoplasia oral e a leucoplasia verrucosa proliferativa.

1.1.1 LEUCOPLASIA

De acordo com a OMS o termo leucoplasia deve ser utilizado para descrever uma
lesdo da mucosa oral caracterizada como uma mancha ou placa branca que nao pode ser
diagnosticada clinicamente como nenhuma outra patologia (Kramer et al, 1978). O termo
leucoplasia ¢ exclusivamente clinico ndo devendo ser usado para designar um diagnostico

histopatolégico (Neville & Day, 2002).

Leucoplasias ocorrem principalmente em individuos do género masculino com
idade superior a 30 anos e os sitios mais acometidos sdo mucosa jugal, mucosa alveolar e
labio inferior (Neville & Day, 2002). Além disso, tais lesdes sdo seis vezes mais frequentes
em paciente fumantes do que ndo-fumantes (Maserejian et al, 2006) e sua prevaléncia
mundial é de 2,6% (Petti, 2003), podendo variar em algumas regides. E considerada uma das
LPM com maior risco de transformacao maligna (1%, ou seja, 20/100.000 habitantes por ano)

(Waal & Reichart, 2008; Liu et al, 2012).
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Clinicamente as leucoplasias podem ser classificadas em dois tipos: homogénea e
ndo-homogénea. Lesdes homogéneas apresentam superficie lisa, uniforme e coloracao
exclusivamente branca. J4 as lesdes ndo-homogéneas apresentam superficie irregular ou
verrucosa e coloragdo mista (mesclando areas brancas e areas vermelhas) (Waal & Reichart,

2008).

Histologicamente essas lesdes classificam-se em displasicas ou nao-displasicas.
Acredita-se que as lesdes displdsicas sdo as que apresentam maior potencial de transformacao
maligna, o qual estd intimamente relacionado ao grau de severidade das lesdes, no entanto
essa questdao permanece controversa (Liu et al, 2012). O grau de severidade das displasias
compreende uma série de alteragdes arquiteturais na morfologia do epitélio, bem como atipias
celulares (Waal & Reichart, 2008). Existem varias classificagdes para graduar as displasias.
De acordo com a classificagdo da OMS de 2005 existem cinco estagios para a graduacao das

lesdes displasicas (Barnes et al, 2005):

- Hiperplasia escamosa: caracterizada pela acantose do epitélio ou duplicacao da

camada basal.

- Displasia epitelial leve: as alteragdes epiteliais estdo restritas ao terco inferior

da camada epitelial.

- Displasia epitelial moderada: as alteragdes epiteliais estdo restritas ao tergo

inferior e médio da camada epitelial.

- Displasia epitelial severa: as alteragdes epiteliais envolvem mais de dois tergos

da camada epitelial.

- Carcinoma in situ: toda a espessura do epitélio esta alterada e apresentando

pronunciada atipia celular.

Essa classificagdo preconizada pela OMS, apesar de amplamente utilizada
apresenta falhas como variabilidade inter e intra examinadores e baixa reprodutibilidade
(Tilakaratne et al, 2011; Fleskens et al, 2011). Na tentativa de minimizar essas falhas, outras
classificacdes foram propostas. Smith & Pindborg (1969) desenvolveram um sistema baseado
em treze caracteristicas histologicas a serem analisadas e pontuadas, ao final ¢ gerado um
escore que classifica as lesdes em ndo displasicas, com displasia epitelial leve, moderada ou

severa. Esse método ndo foi bem aceito pela sua subjetividade e tempo para categorizagdo de
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cada lesdo (Warnakulasuriya et al, 2007). Banoczy & Csiba (1976) avaliaram 500 casos de
leucoplasia baseados em nove critérios e a partir desses critérios as lesdes foram classificadas
em displasias leves, moderadas ou severas. Kramer et al (1978) avaliaram catorze
caracteristicas epiteliais e se duas delas estivessem presentes a lesdo seria considerada
displasica. Burkhardt & Maerker (1981) listaram seis caracteristicas histoldgicas e citologicas
nas quais se baseavam para diagnosticar a lesdo como displasia leve, moderada ou severa ou
carcinoma in situ (Sharma et al, 2010). Ljubljana propds um sistema com quatro categorias:
hiperplasia simples e anormal representando alteracdes benignas, hiperplasia atipica
representando alteracdes pré-malignas e carcinoma in situ considerado uma alteragdo maligna
com auséncia de invasdo evidente (Zerdoner, 2003). Lumerman et al (1995) avaliaram 308
casos de leucoplasia baseado em onze critérios, a partir desses critérios as lesdes foram
classificadas em displasias leves, moderadas ou severas, carcinoma in situ ou hiperplasia
verrucosa com displasia. Speight considerou a espessura do epitélio para graduar as lesdes
(Speight, 2007). Kuffer & Lombardi (2002) propuseram uma classificacdo baseada no sistema
ginecologico, no qual lesdes sem displasia seriam classificadas como lesdo de risco e lesdes

displasicas como lesdes precursoras de carcinoma espinocelular (CEC).

Kujan et al (2006) propuseram uma nova classificagdo bindria complementar a
classificacdo de 2005 da OMS. Nessa classificacdo as lesdes displasicas sao graduadas em
lesdes de baixo risco e alto risco de malignizacdo. Um estudo piloto com catorze lesdes que
evoluiram para CEC e catorze que nao evoluiram foram selecionadas e analisadas por dois
patologistas levando em consideracdo as caracteristicas arquiteturais e citologicas do epitélio.
Os resultados obtidos mostraram que as lesodes ditas de alto risco apresentaram quatro ou mais
alteragdes arquiteturais e cinco ou mais alteragdes citologicas, ja as lesdes de baixo risco
apresentaram menos de quatro alteragdes arquiteturais ¢ menos de cinco alteragdes

citologicas.

Speight et al (2015) propuseram uma metodologia na qual avaliaram 775 casos de
casos de LPM, 4 casos de CEC e 150 casos livres de lesdo. Cada caso foi avaliado por dois
patologistas, caso ndo houvesse concordancia entre ambos um terceiro patologista avaliaria o
caso, se ainda assim ndo houvesse concodancia o caso seria revisado em conjunto pelos trés
patologistas. Os resultados obtidos mostraram que ap6s a andlise inicial de dois patologistas
69.9% foram concordantes, apos a intervencdo do terceiro patologista 22.8% dos casos
restantes foram concordantes e com a avaliagdo conjunta dos casos restantes (7.3%) os

patologistas atingiram um consenso.
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Manchanda & Shetty (2012) classificaram 45 casos de displasia epitelial oral (15
casos de displasia leve, 15 moderada e 15 severa) utilizando os sistemas de Smith &
Pindborg, a classificacdo da OMS de 2005 e o sistema de Brothwell. Os resultados mostraram
maior concordancia inter examinador para o sistema de Brothwell e maior concordancia intra

examinador no sistema de Smith & Pindborg.

Zerdoner (2003) avaliou 135 bidpsias utilizando o sitema de Ljubljana. 121 casos
foram diagnosticados como hiperplasia simples ou anormal, 11 como hiperplasia atipica e 3
como carcinoma in situ. No acompanhamento clinico de 3 meses a 6 anos dois casos de
hiperplasia atipica evoluiram para CEC. Portanto, os autores concluiram que esse método de

classificacdo pode ser util na classificacao de lesdes epiteliais displasicas.

1.1.2 LEUCOPLASIA VERRUCOSA PROLIFERATIVA

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) ¢ uma variante da leucoplasia nao-
homogénea. E uma condigio rara descrita por Hansen et al (1985) no estudo em que os
autores acompanharam 30 pacientes que apresentavam uma forma distinta de leucoplasia, de
etiologia desconhecida e com alto risco de transformagdao maligna. Clinicamente a LVP se
inicia pelo aparecimento de uma lesdo branca de hiperqueratose, desenvolvimento lento que
tende a se manifestar em outras areas da mucosa bucal tornando-se multifocal. Com o passar
do tempo areas verrucosas, exofiticas e eritropldsicas se desenvolvem (Bagan et al, 2010).
Lopes et al (2015) descreveram que lesdes de LVP podem se apresentar inicialmente com
aspecto liquendide. Os autores relataram um caso clinico no qual uma paciente feminina de 64
anos de idade apresentou lesdo de aspecto liquenoide na borda lingual com diagnoéstico inicial
de reacdo liquenoide por restauracdo de amalgama. Apos a troca da restauracdo nao houve
regressdao da lesdo. Foi realizada uma bidpsia incisional e a histopatologia mostrou displasia
epitelial moderada. Essa paciente desenvolveu outras lesdes de aspecto liquenoide e
leucoplasico e o diagnostico de LVP foi estabelecido. Apds 15 meses de acompanhamento a
lesdo leucoplasica mudou de aspecto e nova bidpsia incisional foi realizada com diagndstico

de CEC.

Cabay et al (2007) definiram a LVP como uma forma de leucoplasia distinta, que
por sua vez ¢ definida pela sua evolugdo clinica progressiva, alteracdes das suas

caracteristicas clinicas e histopatologicas e alto potencial de transformag¢do maligna. Além
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disso, a LVP pode acometer qualquer sitio da cavidade bucal, apresenta predile¢do por
mulheres acima de 60 anos, forte tendéncia a recorréncia apds tratamento e geralmente ndo
estd associada ao uso de tabaco e alcool (Gouvéa et al, 2010; Carrard et al, 2013; Gouvéa et

al, 2013).

Cerero-Lapiedra et al (2010) definiram uma série de critérios para o diagndstico
de LVP os quais foram divididos em maiores e menores. Os maiores sdo acometimento de
mais de dois sitios; presenca de pelo menos uma area verrucosa; as lesoes devem mudar de
aspecto com o tempo; recorréncia de lesdo em sitio previamente tratado; histopatologicamente
apresentar hiperqueratose, displasia epitelial, hiperplasia verrucosa, carcinoma verrucoso ou
CEC in situ ou infiltrativo. Os critérios menores sdo area total somando todas as leucoplasias
igual ou maior a 3 cm; individuo feminino; individuo ndo fumante; tempo de evolucao da
doenca de mais de 5 anos. Para confirmar o diagnostico de LVP deve haver a combinagao de

dois ou trés critérios maiores associados a dois critérios menores.

Diversos estudos tém mostrado que a LVP apresenta maior risco de transformagao
maligna. Abadie et al (2016) em uma revisdo sistematica de 26 artigos cientificos, contendo
329 pacientes com LVP, encontraram uma taxa de transformac¢do maligna de 63.9%. Owosho
et al (2015) descreveram 7 casos de LVP com transformacdo maligna de 28%. Bagan et al
(2016) quantificaram os niveis de interleucina-6 (IL-6) em amostras de saliva de 20
individuos com LVP, 20 com CEC e 20 controles. Os resultados mostraram maior nivel de
IL-6 no grupo CEC quando comparado ao controle. No grupo LVP os niveis foram menores
que no CEC, porém maiores que no controle. Os autores concluiram que os niveis dessa

citocina podem servir para o monitoramento da progressao das lesdes de LVP.

Gouvéa et al (2013) avaliaram a imunoexpressdo de Mcm2, geminina e Ki-67,
bem como anormalidades no material genético em 21 casos de LVP. Os resultados desse
estudo mostraram correlagdo positiva entre a expressdo de Mcm2 e o grau de intensidade das
lesdes displasicas. Para os marcadores geminina e ki-67 ndo foram encontradas correlagdes
com o grau de intensidade das displasias. 95% dos casos nos quais foram analisadas
anormalidades no DNA mostraram aneuploidia. Os autores concluiram que a expressdo de
Mcm2 e a ploidia de DNA podem ser ferramentas uteis para indicar areas com maior

potencial de transformacdo maligna.
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Gouvéa et al (2010) avaliaram as caracteristicas clinico-patologicas e a
distribuicdo de marcadores da proliferagdo celular em 12 casos de LVP utilizando a técnica de
imunoistoquimica. Dos 12 casos estudados 4 sofreram transformac¢do maligna ao longo do
tempo. Os marcadores analisados foram p53, Ki-67, Mcm2 ¢ Mcm5. Os resultados obtidos
mostraram intensa imunomarca¢do para todos os marcadores nos casos de CEC.
Interessantemente, alguns individuos que apresentavam displasia moderada ou severa também
apresentaram intensa imunomarca¢do para Mcm2 e McmS5. Os autores concluiram que os
marcadores Mcm 2 e 5 podem ser uteis na indicagdo de quais lesdes apresentam maior risco

de transformacao maligna.

1.2 CARCINOMA ESPINOCELULAR ORAL

De acordo com a Global Cancer Statistics foram estimados 300.400 novos casos
de cancer de boca e 145.400 mortes pela doenga no mundo no ano de 2012 (Torre et al, 2015).
Nos Estados Unidos, segundo a American Cancer Society, foram estimados 45.780 novos
casos de cancer de boca e orofaringe e 8.650 mortes pela doenga no ano de 2015 (Siegel et al,
2015). Segundo a International Conference of Innovative Aproaches in Head and Neck
Oncology essa mesma lesdo representa 4% de todas as neoplasias malignas na Europa
(Stoeckli & Broglie, 2013). No Brasil, segundo estimativas do Instituno Nacional de
Cancer/INCA, 15.490 novos casos de cancer de boca serdo diagnosticados no ano de 2016,
representando 7.3% de todas as lesdes malignas. Ainda segundo o INCA o cancer de boca ¢ a
quinta lesdo maligna mais frequente em homens e a décima segunda mais frequente em

mulheres.

O CEC, dentre as lesdes malignas, ¢ a lesdo mais frequente representando
aproximadamente 90% dos casos (Chi et al, 2015). Muitas dessas lesdes sdo precedidas por
LPM (Nair et al 2012). Dentre elas podemos citar leucoplasia, eritroplasia, liquen plano oral,
fibrose submucosa oral, queilite actinica, lapus eritematoso, epidermolise bolhosa e

disceratose congénita (Warnakulasuriya et al, 2007).

Lesdes de CEC acometem principalmente individuos do sexo masculino com
idade superior a 50 anos (Carvalho et al, 2004). Os sitios mais acometidos sdo borda lateral de
lingua, assoalho bucal e labio inferior (Bagan et al, 2010). Tanto o CEC como as LPM

apresentam agentes causadores intrinsecos e extrinsecos (Zygogianni et al, 2011). Os fatores
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de risco mais comuns para o desenvolvimento de lesdes malignas sdo o fumo de tabaco e a
ingestao de bebidas alcoodlicas (Dissanayaka et al, 2012). De acordo com Gandini et al (2008)
o risco de individuos fumantes desenvolverem um cancer bucal é trés vezes maior do que
individuos ndo-fumantes. O consumo cronico de bebidas alcolicas causa aumento da
permeabilidade da mucosa bucal, alteragdo nos processos de sintese e reparo de DNA e
prejudica o bom funcionamento do sistema imunolégico (Reidy et al, 2011; Carrard et al,
2009). O papiloma-virus humano (HPV) também ¢é considerado fator de risco para o
desenvolvimento de CECs que acometem a regido posterior de lingua, tonsilas e orofaringe;
nesses casos os individuos comumente acometidos sdo jovens do sexo masculino (Gooi et al,

2016).

Clinicamente as lesoes classicas de CEC se caracterizam por uma placa branca ou
avermelhada que com o passar do tempo, se ndo tratadas, evoluem para uma lesdo ulcerada
endofitica ou exofitica de bordas elevadas e endurecidas. Dor ndo € um sintoma comum,
exceto para lesdes em estagios avancados (Scully & Felix, 2006). Outra variagdo clinica ¢ o
carcinoma verrucoso, que representa 3% dos CECs de boca e se caracteriza por ser uma lesao

de baixo grau de malignidade (Bouquot, 1998).

Histopatologicamente observa-se uma proliferagdo atipica das células epiteliais
seguida da invasao do tecido conjuntivo formando ilhas epiteliais no tecido subjacente.
Pleomorfismo celular, figuras de mitoses aberrantes e pérolas de queratina também sao
frequentemente observadas (Rinker et al, 2001). Diversas classificagdes histologicas foram
propostas com o objetivo de fornecer as caracteristicas bioldgicas e o comportamento tumoral.
Broder et al (1920) sugeriram uma classificagdo baseada no grau de diferenciacdo e na
queratinizagdo das células tumorais (Doshi et al, 2011). Jakobsson et al (1973) avaliaram em
sua classificagdo padroes morfologicos e a relagdo entre a lesdo e o hospedeiro. Diversos
autores modificaram a classificacao de Jakobsson (Doshi et al, 2011), dentre eles Anneroth et
al (1987) que omitiram o pardmetro invasdao vascular. Bryne et al (1989) propuseram uma
classificacdo na qual a avaliacdo das caracteristicas morfologicas e moleculares no fronte de
invasdo tumoral seriam mais relevantes para o progndstico. Em 2005 a OMS adotou a
classificacdo de Broder (Barnes et al, 2005). Brandwein-Gensler et al (2005) desenvolveram
um sistema de classificagdo baseado no padrao de invasdo tumoral, resposta imunitaria a lesdo
e invasdo perineural. Almangush et al (2015) sugeriram uma classificacdo baseda na analise

das ilhas tumorais e na profundidade de invasdo.
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Apesar dos avangos significativos nas modalidades de tratamento para esse tipo
de lesdo — cirurgia, quimioterapia e radioterapia — a taxa de sobrevida em cinco anos
permanece proxima aos 50% nas ultimos décadas. O progndstico ruim dessas lesdes se deve a
diversos fatores, dentre eles ao estadiamento clinico do tumor e a sua significativa influéncia
no sistema imune do hospedeiro (Patel & Shah, 2005; Duray et al, 2010). O estadiamento
clinico das lesdes € crucial para a escolha do tratamento mais adequado a ser empregado. Ele
¢ baseado no sistema TNM, onde T diz respeito ao tamanho da lesdo, N indica a presenga ou
auséncia de linfonodos regionais comprometidos € M se ha ou ndo metastases a distancia

(Barnes et al, 2005).

1.3 SISTEMA IMUNE, CELULAS DENDRITICAS E ONCOGENESE

O sistema imunitario, responsavel por combater possiveis agentes agressores que
alterem a homeostase do organismo, ¢ composto por uma grande variedade de células. As
células dendriticas (CD) sdo oriundas da medula 6ssea encontradas em grande parte dos
tecidos humanos (Banchereau et al, 2000; Steinman & Banchereau, 2007). Descritas por
Steinman ¢ Cohn em 1973 as CD sao células apresentadoras de antigeno que apresentam
namero elevado de moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) tipos 1 e II
responsaveis por dar inicio a resposta imune mediada por linfoécitos B e T (Banchereau &

Steinman, 1998).

Em humanos os subtipos de CD podem ser classificadas em CD convencionais,
CD plasmocitoides e CD derivadas de monocitos. As CD convencionais subclassificam-se em
c¢lulas migratérias ou células residentes em linfonodos. As CD migratodrias localizam-se em
orgdos periféricos como pulmdes, pele e figado e sdo capazes de migrar dos tecidos
periféricos até os linfonodos. As CD residentes em linfonodos residem nesses locais e nao
apresentam capacidade migratéria (Kushwah & Hu, 2011). As CD plasmocitoides
caracterizam-se por ser um subtipo raro de CD e por apresentarem o formato semelhante a um
plasmocito. Localizadas em tecidos linfoides e nao-linfoides, essas células sdo responsaveis
por produzir grandes quantidades de interferon tipo I (Lande & Gilliet, 2010). As CD
derivadas de mondcitos localizam-se em o6rgdos periféricos e sdo capazes de reconhecer
antigenos e migrar para os linfonodos (Kushwah & Hu, 2011). Na pele e mucosas essas

células recebem o nome de CD de Langerhans (CDL) (Banchereau et al, 2000). As CDL
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constituem uma subpopulacdo de 3-4% das células da epiderme que apresentam receptores

para imunoglobulinas e sistema complemento (Esteban et al, 2012).

As células do sistema imune desempenham importante papel na defesa do
organismo contra células tumorais e o desenvolvimento do cancer. Elas sdo capazes de
reconhecer células malignas precursoras e destrui-las (Ohman et al, 2012). As células
neoplasicas, por sua vez, apresentam diversas caracteristicas que lhes conferem resisténcia e
longevidade, dentre elas proliferagdo descontrolada, manutencdo da angiogénese, invasao
tecidual e mais recentemente foi descrita uma nova caracteristica denominada anulacao da
imunovigilancia (Zitvogel et al, 2006). Na anula¢do da imunovigilancia as células neoplasicas
sdo capazes de burlar ou até mesmo suprimir a resposta imune inata e adaptativa através de
mecanismos denominados de imuno-selecdo e imunoedic¢ao, respectivamente (Dunn et al,
2006). A importancia do papel desses mecanismos no processo de oncogénese ¢ bastante
controverso € ndo esta completamente elucidado, no entanto evidéncias de que o sistema
imune desempenha papel crucial no desenvolvimento do cancer tem se tornado cada vez mais

consistente (Zitvogel et al, 2006).

Diversos sao os marcadores imunoistoquimicos utilizados para evidenciar a
presenca de CD nos diversos tecidos humanos. As CDL podem ser encontradas em dois
estados distintos. No estado imaturo apresentam marca¢ao imunoistoquimica para CDla,
CD207, grande capacidade fagocitaria ¢ nimero reduzido de MHC, ja no estado maduro
apresentam marcacao imunoistoquimica para CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CDS6,
aumento do nimero de MHC na superficie externa da membrana celular, capacidade de
estimular células T e reducdao da atividade fagocitaria (Mellman & Steinman, 2001). Além
disso, apresentam outros marcadores de membrana para os antigenos HLA-DR e proteina S-
100 (Esteban et al, 2012). As CD plasmocitoides sdo imunomarcadas por CD4, CD45RA,
CD303, CD123 e ILT-3 (Rock et al, 2007; Vermi et al, 2009).

No presente estudo, optamos por estudar a presenga de CDL e CD plasmocitoides
através dos marcadores CDla, CD83 e CD303. CDla corresponde a uma glicoproteina
transmembranar responsavel por mediar a apresentagdo de antigenos as células T (Brigl &
Brenner, 2004). CD83 ¢ um glicoproteina associada a maturagdo das CD. Apos a captacao de
antigenos as CD passam a expressar CD83, essas células CD83 positivas sdo responsaveis por

migrar até os linfonodos e iniciar a resposta imunologica (Aerts-Toegaert et al, 2007). CD303
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ou BDCL2 corresponde a uma lectina tipo ¢ responsavel pela regulacdo e produgdo de

interferon tipo I (Boiocchi et al, 2013).

CcD

D plasmocitoide

CD derivadas

convencionais de mondcitos

Migratérias Residentes em Tecidos Tecidos ndo- Orgios
g linfonodos linfoides linfoides periféricos
| |
.. CDde
Orgdos Langerhans
periféricos
3-4%

Youne et al (1968) foram os primeiros autores a descrever a presenca de CDL em
CEC de cervix. Segundo Noone et al (1970) lesdes malignas apresentam melhor progndstico
quando linfécitos T estdo presentes nos tecidos tumorais. Sabe-se que o linfocito T quando
ativado pela apresentagdo de um antigeno atua na destruicdo das células malignas. Uma das
c¢lulas responsaveis pela apresentagdao de antigenos ao sistema imune sdao as CD (Karakdk et
al, 2002). O papel das CD vem sendo estudado em diversos tipos de canceres (Fujita et al,
2012; Esteban et al, 2012), além disso sugere-se uma associacdo entre prognostico e
intensidade do infiltrado inflamatorio mononuclear em lesdes tumorais (Gallo et al, 1991).
Segundo Gottfried et al (2008) as CD infiltram diversos tumores na tentativa de combater as
c¢lulas malignas, entretanto elas parecem estar fenotipica e funcionalmente alteradas por
diversos metabolitos produzidos pelas proprias células neoplésicas, como VEGF, IL-6, IL-10,
acido lactico. Esses autores sugerem que a correcdo dessas CD alteradas poderia representar

uma alternativa promissora no desenvolvimento de drogas anti-neoplasicas.

Abaixo segue uma revisdo da literatura de lingua inglesa a respeito dos artigos

que avaliaram o sistema imune em lesdes de CEC, DE e LVP.

Costa et al (2015) avaliaram a presenca de CDL maduras e imaturas em 39
espécimes de CEC, 23 de CEC de labio, 21 de leucoplasias e 13 de queilite actinica atraves da

immunomarcagdo para os anticorpos CD83 e CD1a. Os autores encontraram maior nimero de
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CDL nos tumores de labio em comparacio aos tumores orais, sugerindo maior resposta imune

nos casos de CEC de labio.

Rani et al (2015) em um estudo piloto avaliaram a presenga de CDL em 27 casos
de displasias epiteliais e 28 casos CEC através da immunomarcagdo para o anticorpo S100.
Os resultados mostraram um aumento significativo no niumero de células positivas para o
anticorpo em lesdes de CEC. Com isso, concluiram que CDL ndo funcionantes se acumulam
nos tecidos tumorais. Além disso, nos casos de displasia epitelial esse acimulo pode ser um

indicativo de lesdes mais agressivas com maior potencial de transformagdao maligna.

Ohman et al (2015) avaliaram a presenga de CDL e células T em leucoplasias
displasicas com ou sem transformag¢do para CEC através da técnica imunoistoquimica para os
anticorpos anti-CD1a, CD3, p53 e Ki67. Os resultados mostraram menor imunomarcagao para

CD3 nos casos que nao evoluiram para CEC.

Maloth et al (2015) avaliaram a presenga de CDL em 30 espécimes de mucosa
controle, 30 lesdes de liquen plano oral (LPO) e 35 CEC (15 tumores bem diferenciados, 14
moderadamente diferenciados e 6 pobremente diferenciados) através da immunomarcagao
para o anticorpo S100. Os resultados mostraram um aumento no nimero de CDL nos grupos

LPO e CEC e uma diminui¢ao na contagem de CDL com a progressao das lesdes de CEC.

Gomes et al (2015) avaliaram a distribuigdo de CDL em lesdes displasicas e
neoplasicas de labio. 63 lesdes e 42 lesdes controle (mucocele) foram submetidas a técnica
imunistoquimica para CDla e CD83. Os resultados mostraram aumento no nimero de CDL
nas lesdes em comparagao ao grupo controle. Os autores concluiram que a redu¢do no nimero

de CDL no epitélio desempenha papel importante no desenvolvimento do cancer de labio.

Schevchuk et al (2014) avaliaram a presenca de CDL em lesdes de queratose
actinica, carcinoma de células basais ¢ CEC através dos marcadores CDla ¢ CD207. 40
espécimes de cada lesdo e 11 espécimes controle foram submetidas a técnica de
imunoistoquimica. Os resultados mostraram nimero reduzido de CDL nos tumores em
comparacdo ao tecido controle. Os autores concluiram que o numero de CDL pode servir

como um fator prognostico para essas lesoes.

Ni et al (2014) avaliaram a distribuicdo de CD CD208 positivas em espécimes de

CEC de boca. Os resultados mostraram maior niimero de células positivas no estroma tumoral
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em comparacdo com as células neoplasicas. Além disso, o nimero de células positivas foi

maior no estroma tumoral de pacientes com envolvimento linfonodal.

Lasisi et al (2013) quantificaram a presenga de CDL em 30 espécimes de mucosa
controle e 48 casos de CEC (22 com baixo potencial de maligniza¢ao e 26 com alto potencial
de malignizagdo) através da immunomarcagdo para o anticorpo CDla. Os resultados
mostraram um numero significativamente maior de CDL no grupo controle quando
comparado ao grupo CEC. O nimero de CDL por milimetro quadrado foi significativamente
maior nos tumores com baixo potencial de malignizagdo quando comparado aos tumores com
alto potencial de malignizacdo. Os autores concluiram que o nimero de CDL nos tumores

poderia ser um indicativo para a graduacao da lesao servindo como fator prognostico.

Gongalves et al (2013) avaliaram a resposta imune em linfonodos de pacientes
com CEC de boca. A densidade de CD imaturas e maduras foi avaliada utilizando os
anticorpos CDla e CD83 respectivamente. Os resultados demonstraram maior densidade de
CD imaturas e menor densidade de CD maduras em lesdes metastaticas comparado a
linfonodos ndo-metastaticos. Esses achados sugerem uma imunosupressao do microambiente

tumoral que pode estar associado ao perfil metastatico dessas células.

Fujita et al (2012) investigaram o potencial das CDL isoladas em CEC humanos
em induzir a prolifera¢do e polarizagao de linfocitos T. Os achados desses autores mostraram
que as CDL dos CEC eram mais eficazes em induzir a proliferagdo das células T em
comparacao as CDL localizadas nas adjacéncias do tumor. Com isso, concluiram que as CDL

apresentam-se como um novo alvo terapéutico para o tratamento de pacientes com cancer.

Ohman et al (2012) avaliaram a presenca e distribuicdo de CDL e células T em
leucoplasias displasicas e ndo displasicas e em CEC através da técnica imunoistoquimica para
os anticorpos anti-CDla, CD207, CD3, CD4, CDS8 e Ki67. Os resultados mostraram maior
imunomarcagdo para CDla em leucoplasias displasicas comparadas as ndo displdsicas. A
presenca de CD207 foi semelhante em todas as lesdes. Leucoplasias displasicas e nao
displasicas apresentaram imunomarcagao semelhante para CD4 e CD8, no entanto houve um
aumento significativo desses marcadores em CEC. A velocidade de proliferagdo celular
mostrou-se significativamente maior em CEC comparada a leucoplasias displasicas. Este
estudo concluiu que células epiteliais displasicas e células malignas sdo capazes de induzir a

ativacao do sistema imune.
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Upadhyay et al (2012) avaliaram a presenga e o padrao de distribuicdo de CDL
em displasia epitelial oral e CEC. 45 espécimes de lesdo foram analisados através da
expressdo do anticorpo CD1a. Os resultados mostraram um declinio na contagem de CDL na
progressdo de ambas as lesOes analisadas. As camadas basal e suprabasal das displasias ¢ a
periferia dos CEC apresentavam aumento na densidade de CDL, além disso, a area de estroma
tumoral também apresentava altos niveis de CDL. Por outro lado displasias severas e CEC
pouco diferenciados apresentavam uma diminui¢do significativa na contagem dessas células.
Os autores concluiram que parece haver um recrutamento de CDL nos processos neoplasicos
e que as variagdes nos niveis de CDL dentro de cada lesdao podem ser interpretadas de acordo

com a sua funcao bioldgica.

Klatka et al (2012) analisaram a correlacdo entre CD imaturas e maduras e
parametros clinicos em espécimes de CEC de laringe e em sangue periférico de 66 pacientes.
Os resultados demonstraram que os espécimes tumorais indiferenciados apresentavam
aumento no numero de CD em comparacdo ao sangue periférico. Além disso, no sangue de
pacientes com maior estadiamento clinico (T4) o numero de CD era significativamente menor
que em tumores T1. Em pacientes com metéstases linfonodais o sangue periférico apresentava
menor quantidade de células imaturas e maior quantidade de células maduras do que os
tumores. Os autores concluiram que alteragdes na propor¢ao de CD de pacientes com CEC de

laringe podem resultar no desenvolvimento de resisténcia imunologica.

O’Donnell et al (2007) avaliaram a distribui¢do de CDL imaturas e maduras e CD
plasmocitoides em 63 CEC e 8 metastases linfonodais através da expressao imunoistoquimica
dos anticorpos CD207 e CD209. Os resultados mostraram que células imaturas estavam
presentes no tumor primario, no entanto raramente encontravam-se infiltrando o tumor. A
presenca de células maduras foi escassa e geralmente estava associada a pior prognostico. Os
autores concluiram que a resposta deficiente das CD em lesdes tumorais parece estar
relacionada a fun¢do alterada e ndo a falhas no recrutamento dessas células. Portanto, uma
estratégia mais eficaz para restabelecer a funcdo imunoldgica em resposta a lesdes malignas
seria manter o equilibrio dos fatores secretados no microambiente tumoral, ao invés de

restaurar somente uma tnica populag¢do de CD.

Sakakura et al (2006) avaliaram a propor¢do de CD e o perfil de citocinas de

células T no sangue periférico de pacientes com CEC de cabega e pescoco utilizando
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citometria de fluxo. Os resultados demonstraram uma diminuicdo na propor¢do de CD

circulantes nesses pacientes.

Goldman et al (1998) avaliaram a correlacdo entre recidiva e sobrevida de
pacientes com CEC de lingua e a quantidade de CD no tumor e em areas adjacentes. Os
espécimes foram submetidos a técnica de imunoistoquimica para os anticorpos S100 e CD1a.
Os resultados obtidos demonstraram que pacientes com imunoexpressao positiva de CD1a nas
CD adjacentes ao tumor apresentaram maior sobrevida e menor taxa de recidiva. Além disso,
a quantidade de CD positivas para CDla no epitélio peritumoral apresentou correlagao

inversamente proporcional ao estagio do tumor e a presenga de metastases linfonodais.

Gallo et al (1991) avaliaram a expressao de CDL em 88 espécimes de CEC de
laringe. Foram utilizados anticorpos para a proteina S100 e observou-se que havia uma
correlagdo positiva entre a densidade de CDL e a sobrevida dos pacientes, ou seja, pacientes
com densidade alta ou intermedidria apresentaram sobrevida maior quando comparados aos
pacientes com baixa densidade de CDL (sobrevida média: 61%, 62%, e 0%, respectivamente).
Além disso, a marcada presenga de infiltrado linfoide junto ao tumor também pode ser

considerada um bom fator progndstico para pacientes com CEC de laringe.

Kurihara & Hashimoto (1985) avaliaram o papel da CDL em 48 casos de CEC
oral. Foi realizada analise imunoistoquimica das CDL através do anticorpo S100. Os
resultados obtidos mostraram um aumento no numero de CDL e linfocitos nos casos
avaliados. Os autores concluiram que parece existir alguma influéncia do sistema

imunologico em carcinomas de boca.

Sendo assim, essa tese visa avaliar a expressao de CDL imaturas e maduras, CD
plasmocitoides e linfocitos T em leucoplasias com displasia epitelial, LVP e CEC de boca e
correlacionar esses achados com as caracteristicas clinicas. Para tanto, os resultados foram

divididos em dois artigos cientificos.

Tabela 1. Perfil das células dendriticas.

Localizagdo preferencial Anticorpos
CD madura linfonodo, pele e mucosa CD40, CD54, CD58, CD80, CD83,
CD86
CD imatura pele e mucosa CDla, CD207

CD plasmocitoide  tecidos linfoides e ndo- CD4, CD45RA, CD303, CDI123 e
linfoides ILT-3
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Tabela 2. Artigos publicados nos ultimos 10 anos (2007 a 2016) a cerca de CD, LPM e CEC.
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Autor Ano Numero Anticorpos Analise Conclusao
de casos
O’Donnell 2007 63 CD207 e CD209 semiquantitativa A resposta deficiente das CD em lesdes tumorais parece estar
et al relacionada a fun¢do alterada e nao a falhas no recrutamento
dessas células.
Klatka et al 2012 66 CDlc, CD123, citometriade  Alteracdes na propor¢ao de CD de pacientes com CEC de laringe
CD303, CD19-PE- fluxo podem resultar no desenvolvimento de resisténcia imunologica.
Cy5, CD83,CDlae
HLA-DR
Upadhyay 2012 44 CDla quantitativa Parece haver um recrutamento de CDL nos processos neoplasicos
et al e as variacdes nos niveis de CDL dentro de cada lesdo podem ser
interpretadas de acordo com a sua fungdo biologica.
Ohman et 2012 35 CDla, CD207, CD3, escaner a laser  Células epiteliais displasicas e células malignas sdo capazes de
al CD4, CD8 ¢ Ki67 induzir a ativacao do sistema imune.
Fujitaetal 2012 - - citometriade =~ CDL apresentam-se como um novo alvo terapéutico para o

fluxo

tratamento de pacientes com cancer.
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Gongalves
et al

Lasisi et al

Ni et al
Schevchuk
et al

Gomes et al
Maloth et
al

2013

2013

2014

2014

2015

2015

30

48

79

120

63

95

CDla, CD83, CDg,

perforina e Foxp3

CDla

CD208

CDla e CD207

CDla e CD83

S100

quantitativa

quantitativa

quantitativa

quantitativa

quantitativa

A maior densidade de CD imaturas e menor densidade de CD
maduras em lesdes metastaticas comparada a linfonodos ndo-
metastaticos sugere uma imunosupressio do microambiente
tumoral que pode estar associado ao perfil metastatico dessas
células.

O niimero de CDL nos tumores poderia ser um indicativo para a
graduacao da lesdo servindo como fator prognostico.

O actimulo de CD208 ndo esta correlacionado a sobrevida dos
pacientes com CEC.

O ntimero de CDL pode servir como um fator prognostico para
carcinoma de células basais e CEC.

A reducdo no nimero de CDL no epitélio desempenha papel
importante no desenvolvimento do cancer de labio.

Uma melhor compreensdo das CDL ¢ essencial para o
desenvolvimento de terapias.
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Ohman et 2015 16 CDla, CD3,p53 ¢ quantitativa A presenca de CD3 sugere menor risco de malignizagdo das
al Ki67 leucoplasias.
Ranietal 2015 55 S100 quantitativa CDL ndo funcionantes se acumulam nos tecidos tumorais. Além

disso, nos casos de displasia epitelial esse acimulo pode ser um
indicativo de lesdes mais agressivas com maior potencial de
transformac¢do maligna.

Costaetal 2015 96 CDlae CD83 quantitativa Os maior numero de CDL nos tumores de labio em comparacao
aos tumores orais sugere maior resposta imune nos casos de CEC
de 1abio.
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Abstract

Oral squamous cell carcinomas (OSCC) can arise from potentially malignant disorders, such
as leukoplakia. The immune system plays an important role recognizing tumour precursor
cells. However, due to immunoediting mechanisms cancer cells are able to escape immune

system surveillance.

Objective: Evaluate the profile of dendritic, plasmacytoid and T cells in oral epithelial

dysplasia (OED) and OSCC and correlate these findings with clinical data.

Materials and Methods: Fifty cases of OSCC and 48 of OED were immunostained for CD1a,
CD83, CD303 and CD8 followed by quantitative analysis.

Results: Analysis revealed a significant decrease in the number of CD1a and CD83 positive
cells in OSCC compared with OED group. CD303 positivity was significantly increased in
the OSCC group when compared to OED whilst there was no statistical difference in CDS8

positivity between OSCC and OED. No statistical correlation was found with clinical data.

Conclusion: The number of mature dendritic cells (DC) was increased in OED compared with
OSCC lesions suggesting that maybe these cells might have migrated to lymph nodes to
present the tumour antigen and activate the immune system. The numbers of plasmacytoid
DC was significantly increased in the OSCC group compared with the OED group. This
suggests they may play an important role in the defence against tumours although it is not

clear whether this is promoting or inhibiting malignant progression.

Key words: immune system, dendritic cells, plasmacytoid dendritic cells, oral

squamous cell carcinoma, epithelial dysplasia.
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Introduction

Global Cancer Statistics estimated 442,760 cases of oral and oropharyngeal
cancer worldwide in 2012 (1). Brazilian National Institute of Cancer showed that oral cavity
cancer accounted for 61% (31,583) of the cases analysed, whereas 39% (20,222) affected the
oropharynx in the period 2000-2010 (2). The majority of these tumours are squamous cell
carcinoma (OSCC) and some of them arise from previous lesions known as potentially
malignant disorders (PMD) (3). If these show oral epithelial dysplasia (OED) there may be an

increased malignant transformation rate (4).

According to the immunosurveillance and immunoediting hypothesis the immune
system plays an important role protecting the organism against precursor malignant cells (5).
Tumour cells have, however, developed mechanisms by which they can evade the immune
system (6). The hypothesis incorporates these evasion techniques and suggests that the
interaction between the host and the malignant cells is driven by three phases; tumour cells
are recognised and eliminated in the elimination phase, some malignant transformed cells
survive into the equilibrium phase, so that finally, in the escape phase, the persistent cells

proliferate into a tumour (7).

Dendritic cells (DC) are antigen-presenting cells responsible for recognizing
tumour cells and presenting tumour antigens to lymphocytes, consequently initiating the
immune response (8). DC localized in the epithelium are called dendritic Langerhans cells
(DLC). Immature DLC are vigilant cells with an increased capacity for antigen uptake whilst
mature DLC migrate from the epithelium to lymphoid organs to present antigens to T cells
(9). Plasmacytoid DC comprise a rare subset of DC that produce large amounts of type I

interferon, a tumour suppressor cytokine (10).

Multiple subsets of DC are involved in the activation of the immune system (11)
and while many studies have analysed the role DC play in different types of cancer (12, 13)
most have focussed on only one or two subsets. The aim of this study was to evaluate the
expression of immature and mature DLC, plasmacytoid DC and T lymphocytes in OED and
OSCC and correlate these findings with clinical data.

Materials and methods

Samples
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The samples used in this study were collected with ethical approval (protocol
number 086/2013). Fifty cases of OSCC and 48 cases of OED were retrospectively retrieved
from the files of two institutions: the Department of Oral Diagnosis of the University of
Campinas (Piracicaba Dental School, Brazil) and the Department of Pathology of Porto
Alegre University Hospital (Porto Alegre, Brazil). Clinical information was collected from

patients’ records.

The histopathological diagnoses were confirmed by reviewing the original Spm
histological sections stained with hematoxylin and eosin (H&E). OED were classified
according to WHO classification for dysplastic lesions (14). OSCC were classified according
to Broder’s grading system, which was the same grading system adopted by WHO (14).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was carried out on 3um sections of the original formalin-
fixed, paraffin-embedded tissues. Slides were de-waxed with xylene and hydrated in 100%
ethanol. Antigen retrieval (AR) was performed as stated in Table 1 and the slides were treated
with 3% hydrogen peroxide in methanol to quench endogenous peroxidase activity. After
washing in PBS buffer (pH 7.4), slides were incubated with 100% normal horse serum at
room temperature for 30 minutes and then incubated overnight at 4°C with the following
antibodies CD1a, CD83, CD303 and CDS diluted in the same serum previously mentioned.
The antibody dilutions, clone, AR used, stained cells and positive controls are given on table
1. The following day, a Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA),
containing an appropriate biotin-labelled secondary antibody, was used according to the
manufacturer’s instructions. Reactions were developed with a diaminobenzidine tetra-
hydrochloride (DAB) substrate kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA) according to the
manufacturer’s instructions, sections counterstained with haematoxylin, dehydrated with

xylene and mounted in distyrene, a plasticizer, and xylene (DPX).

Quantification of positive DC and T cells was performed by a single pathologist
using a light microscope (Nikon, Tokyo, Japan) with a 40x eyepiece in five sequential fields
randomly selected (16). In the OSCC group cells were counted in the epithelial nests and
surrounding stroma. In the OED group cells were counted in the epithelial layer and in the

lamina propria. In both groups cells from the five fields counted were taken as a total number.

Statistical analysis
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Analysis of variance (ANOVA) was applied to analyze data distributions. Tukey-
Kramer and t test were applied to perform multiple comparisons among groups. For all tests, a
P-value of < 0.05 was considered to be statistically significant. Statistical data were calculated
using SAS (SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.3. SAS Institute Inc., Cary, NC,
2010).

Results

Clinical data of the patients is shown in Tables 2 and 3. No statistical differences

were found when correlating clinical findings with DC and T cell number (data not shown).

The OSCC group comprised mainly males (78%), aged 45 years or more. The
most affected site was the floor of the mouth (38%) followed by the palate (22%) and thirty
(60%) cases were associated with symptoms of pain. With regard to the TNM system (14), 14
(28%) cases were T1/T2 and 35 (70%) cases T3/T4. 24 cases (48%) were NO for regional
lymph nodes, 20 (40%) were N1/N2/N3 and 3 (6%) cases could not be assessed. 40 cases
(80%) were MO for distant metastases, 2 (4%) were M1 and 5 (10%) cases could not be
assessed. According to the tumour stage, 8 cases (16%) were classified as stage 0/I/I1 and 39
(78%) were stage I1I/IV. The treatment consisted mainly of surgery with/without radiotherapy
and/or chemotherapy. Twenty-five (50%) patients showed signs of recurrence of the disease.
Thirty patients (60%) were alive, 14 (28%) died from their tumour and 2 (4%) died from other
causes (Table 2).

In the OED group, 25 (52%) cases were males, 23 (48%) females and thirty eight
(79%) were aged 45 or older. The most affected sites were the tongue with 16 (33%) cases
and the buccal mucosa with 15 (32%) cases followed by the floor of the mouth with 7 (15%)
cases, palate with 4 (8%) and alveolar ridge with 2 (4%) cases (Table 3).

According to Broder’s histological grading system 17 (34%) tumours were well
differentiated, 20 (40%) moderately differentiated and 10 (20%) poorly differentiated, 3 (6%)
cases were non available. The number of mature CD83 DLC was significantly increased in
poorly differentiated OSCC when compared to well and moderate differentiated tumours. The
dysplastic lesions were graded according to WHO classification (14) and 37 (74%) cases in
the OED group presented with mild or moderate dysplasia and 11 (22%) with severe
dysplasia (Table 4).
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Distribution of DC and T lymphocytes in all groups is shown in Table 5 and
Figure 1. CD1a positive cells were seen mainly in the epithelial compartment of the lesions as
dendritic cells and CD83 and CD303 positive cells were seen mainly in the connective tissue
and stroma as round shaped and plasmacytoid cells, respectively. The expression of immature
CDla positive DLC and mature CDS83 positive DLC was significantly lower in the OSCC
group when compared to OED. Conversely the expression of plasmacytoid DC CD303
positive cells was significantly higher in the OSCC group when compared with the OED
group. Quantification of CD8 positive T cells indicated no statistical difference between

OSCC and OED.
Discussion

The immune system plays an important role in the tumour microenvironment (17).
DC are important antigen presenting cells responsible for detecting tumour antigens,
recruiting T cells and thereby initiating the immune response (18). Grulich et al (2007) (19)
have shown that immuno-compromised patients are more susceptible to the development of
malignant diseases due to an impaired immune response. An adequate response of the
mucosal immune system is essential to protect the mucosa against malignant transformed
cells (20). In this study we analyzed the expression of immature and mature DLC and

plasmacytoid DC and T cells within OSCC and OED.

Several histological grading systems have been developed to categorize dysplastic
and malignant lesions. Broder’s grading system was based on level of keratinization, mitotic
activity, cellular and nuclear pleomorphism. This classification grades tumour into well,
moderately and poorly differentiated (14). In the present study Broder’s grading system was
used to evaluate OSCC lesions. Our results showed significantly greater numbers of mature
CD83 DLC in poorly differentiated compared with moderately and well differentiated OSCC.
Therefore, we may imply that as the number of mature DLC is higher in poorly differentiated
lesions the immune system might be identifying tumor antigens. Maybe DLC are recognizing
and presenting antigens, however their capacity to properly activate T cells and initiate the

immune response might be impaired.

According to the literature, Gomes et al (2016) (12) found that the number of
DLC is increased in OED and normal epithelium compared with lip SCC, while Costa et al
(2016) (20) found reduced number of DC in dysplastic lesions when compared to OSCC. Our
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results showed an increase in the number of mature DLC in OED compared with OSCC
lesions. Gomes et al (2016) stated that an imbalance in the immune response may be
responsible for the development of oral cancer. However, we suggest that maybe mature DLC
are reduced in number within the tumor because they might have migrated to lymph nodes to

present the tumour antigen and activate the immune system.

The presence of DC infiltrating solid tumours remains controversial, some studies
have found a negative correlation with prognosis whilst others have shown DC infiltration as
being beneficial in terms of prognosis (23, 24). Liao et al (2015) (23) evaluated mature DC in
esophageal OSCC and demonstrated increased expression of DC in cancer tissues was
associated with a poor prognosis. Ladanyi (2015) (24) analysed the role of DC infiltrating
melanomas and found that an increase in the number of T and B cells and DC was associated
with a better outcome, while an increase in the number of plasmacytoid DC was associated
with a poor prognosis. O’Donnell et al (2007) (13) suggested that the lack of immune
response, possible even in cases with increased numbers of DC, was due to a failure of the
recruited DC to initiate a powerful immune response. CD303 or blood dendritic cell antigen
(BDCA) is a type II lectin used to identify plasmacytoid DC. Plasmacytoid DC reside in
lymphoid and non-lymphoid organs and produce large amounts of type I interferon (IFN)
(25). Type 1 IFN, particularly IFN alpha, has been used in the treatment of several solid
tumours due to its antitumour behaviour (26, 27). Saadeh et al (2016) (28) reviewed the role
of pDC in inflamatory/autoimmune cutaneous diseases. Authors stated that in general type |
IFN levels play a protective role towards the organism. However, in some skin disorders this
cytokine is involved in the development of the disease. Moschos et al (2005) (27) suggested
that although plasmacytoid DC colonize tumours their effectiveness in producing IFN was
negatively affected. Our results indicated that numbers of plasmacytoid DC was significantly
increased in the OSCC group compared with the OED group. This suggests they may play an
important role in the defence against tumours although it is not clear whether this is
promoting or inhibiting malignant progression. However, we found no association with

clinical data.

According to Savina and Amigorena (2007) (27) an effective immune response
against tumour antigens requires the activation and recruitment of CD8 positive T cells. To
make this happen DC must take up the tumour antigen, process it via major histocompatibility
complex (MHC) class I or class II molecules and initiate the cytotoxic immune response.

Ohman et al (2012) (3) were one of the first authors to evaluate the role of CD8 positive cells
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in oral leukoplakias with and without dysplasia and OSCC. Results showed significantly
increased number of CD8 positive cells in the OSCC group when compared to the epithelial
compartment of dysplastic leukoplakias. In the present study the CDS8 positive cells response
showed no statistical differences between OED and OSCC. Our result might be different for
the study previous mentioned because we analysed the whole specimen of both lesions, while
Ohman et al (2012) compared OSCC lesions with the epithelial compartment of dysplastic
leukoplakias.

In conclusion, the immune system may play a role in the progression of PMD to
OSCC. According to our findings we can conclude that in both the OED and OSCC groups
antigen presenting cells and T lymphocytes are present. We further suggest that increased
expression of plasmacytoid DC in the OSCC group may play a role in the immune response
against OSCC. Finally, due to the multiple subsets of DC it would be interesting to fully
elucidate their function and activation status in OED and OSCC.
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TABLES

Table 1. Antibodies and AR specifications.

Antibody  Source Clone Dilution  Antigen Stained Positive
retrieval cells control
(AR)*
CD1a Abcam CD1a007 1:50 Citrate Imature Langerhans
buffer (pH DLC cell
6.0) histiocytosis
CD83 Abcam 1H4b 1:50 Tris/EDTA Mature lymph node
(pH 9.0) DLC
CD303 Dendritics 124B3.13 1:50 EDTA (pH pDC lymph node
8.0)
CDS8 Dako 144B 1:90 EDTA (pH cytotoxic T  lymph node
8.0) cells

* AR was performed using a microwave at 700W of power.
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Table 2. Clinical features of OSCC group.

Parameter n (%)
Gender
Male 39 78
Female 10 20
NS 1 2
Age
<45 6 12
> 45 43 86
NS 1 2
Site
Floor of the mouth 19 38
Tongue 8 16
Palate 11 22
Others 10 20
NS 2 4

NS: non specified
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Table 3. Clinical features of OED group.

Parameter n (%)
Gender
Male 25 52
Female 23 48
Age
<45 8 16
>45 38 79
NS 2 5
Site
Tongue 16 33
Buccal mucosa 15 32
Floor of the mouth 7 15
Palate 4 8
Alveolar ridge 2 4
Other 3 6
NS 1 2

NS: non specified
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Table 4. Quantification of positive cells for all the antibodies according to the histological

grading in each group.

Antibody Group Histological grading Mean and SD
OSCC* well differentiated 16.23421.99%
CDla
moderatelly 9.95+22.39*
differentiated
poorly differentiated 16.80 +11.84"
OED** mild/moderate 22.37 £19.094
severe 12.18 £10.28*
* A . :I: A
CDS3 OSCC well differentiated 13.17+14.74
moderatelly 11.90+19.42%
differentiated
poorly differentiated 100.1 +£174.23"
OED** mild/moderate 84.18+98.96%
severe 80.09+91.09%
* . . ) :I: ) A
CD303 0OSCC well differentiated 21.584+58.44
moderatelly 15.30426.93%
differentiated
poorly differentiated 18.20 +£22.14*
OED** mild/moderate 5.00 £11.08"
severe 3.27 +8.52%
D8 OSCC* well differentiated 92.94+92.85%
moderatelly 76.00+96.814
differentiated
poorly differentiated 49.00 +51.54"
OED** mild/moderate 103.35 £102.19*
severe 115.36 £69.70*

SD: standard deviation

*Different upper case letter indicates the statistical difference comparing each group through the ANOVA test

with significant level of 5%.

**Different upper case letter indicates the statistical difference comparing each group through the t test with

significant level of 5%.
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Table 5. Quantification of positive cells for all the antibodies in each group.

Antibody Group Mean and SD
CDla* OSCC 0.04+0.08"
OED 0.070.14*
CD83** 0SCC 34.94+ 88.87°
OED 94.00£99.72*
CD303%** OSCC 22.79+24.67%
OED 7.13+12.67°
CDg** OSCC 83.24+86.53"
OED 105.46+96.78*

SD: standard deviation

*Different upper case letter indicates the statistical difference comparing each group through the t test with

significant level of.P<0.05

** Different upper case letter indicates the statistical difference comparing each group through the Tukey-

Kramer test with significant level of p<0.05.
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FIGURE

Figure 1. Histological and immunohistochemical panel showing OED and OSCC lesions
stained for H&E (A and B, 100X) and immunostained for CD1a, CD83, CD303 and CDS8 (C-
J, 100X). A) Epithelial dysplasia showing mild/moderate alterations. B) OSCC showing
neoplastic cell nests invading the subjacent connective tissue. C and D) CD1a positive cells
expressed mainly in the epithelial compartment of OED and OSCC, respectively. E and F)
CD83 positive cells expressed mainly in the connective tissue and stroma as round shaped

cells, respectively. G and H) CD303 positive cells expressed mainly in the connective tissue
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and stroma as plasmacytoid cells, respectively. I and J) CDS8 positive cells expressed mainly

in the connective tissue and stroma as small round shaped cells, respectively.



51

2.2 Expression of dendritic cells and T cells in oral proliferative verrucous leukoplakia

Ana Carolina Amorim Pellicioli - DDS, PhD student'

Lynne Bingle - BSc, PhD'*

Paula Farthing - BSc, BDS, FDSRCS, PhD, FRCPath, FHEA?
Miércio Ajudarte Lopes - DDS, PhD'

Manoela Domingues Martins - DDS, PhD'”

Pablo Agustin Vargas - DDS, PhD', FRCPath

! Piracicaba Dental School, University of Campinas, Piracicaba, Brazil.
? School of Clinical Dentistry, University of Sheffield, Sheffield, United Kingdom.
3 School of Dentistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Corresponding Author:

Prof. Dr. Pablo Agustin Vargas

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP
Departamento de Diagnostico Oral — Patologia

Av. Limeira, 901

CEP: 13414-903

Piracicaba — Sdo Paulo — Brazil

Tel.: +55 19 21065319

E-mail: pavargas@unicamp.br

Conflicts of interest
The authors declare no conflicts of interest.

Funding
This work was supported by Sdo Paulo Research Foundation (FAPESP — grant: 2013/18321-

8), Brazilian Federal Agency for Support and Evaluation of Graduate Education (CAPES —
grant: 008317/2014-03) and National Council of Technological and Scientific Development
(CNPq — grant: 305967/2014-2).


mailto:pavargas@unicamp.br
javascript:abrirPrestacao('667323','1','305967/2014-2','PQ')

52

Abstract

Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) comprises a distinct form of leukoplakia with a
distinct clinical course. Dendritic cells and cytotoxic lymphocytes play an important role in
identifying altered cells, however, these cells developed mechanisms to escape from the
immune surveillance. The objective of this study was to analyse the expression of dendritic
and T cells in 15 patients diagnosed with oral PVL by immunohistochemical analysis using
CDla, CD83, CD303 and CD8 primary antibodies. Results revealed increased expression of
CDla and CD8 and decreased expression of CD83 from hyperkeratosis to severe epithelial
dysplasia. The presence of CD8 T cells might indicate that the immune system is active,
however the expression of mature DC suggests that to some extent it is impaired. We suggest
that this singular entity may interact differently with the immune cells maybe not following

the same pattern of malignant transformation as conventional oral leukoplakias.

Key words: immune system, dendritic cells, plasmocytoid dendritic cells, proliferative

verrucous leukoplakia.
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Letter to the Editor

PVL comprises a distinct form of leukoplakia described by Hansen et al (1985)"
as multiple white lesions in the oral mucosa with a high tendency to recurrence and malignant

2

transformation >°. Although the early stage is characterized by indolent lesions, such as

hyperkeratosis, the malignant transformation rate ranges from 33% to 86%".

The immune system is responsible for detecting and neutralizing antigens’, such
as viruses, bacteria and malignant cells. In order to effectively activate the immune system
against malignant cells, antigen presenting cells must take up the antigen, process it via the
major histocompatibility complex (MHC) class I molecules and recruit CD8 positive T cells®.
Dendritic cells (DC) are antigen presenting cells responsible for initiating the immune
response’ and those localized in the epithelium are referred to as dendritic Langerhans cells
(DLC)®. DLC present as being either immature or mature with the former stage comprising
cells with an increased capacity of antigen uptake and the later antigen presentation to T
lymphocytes’. Plasmocytoid DC are quite rare and produce large amounts of type I interferon,

a tumor suppressor cytokine'’.

To our knowledge this is the first attempt to evaluate the immune response in PVL
lesions through the immunohistochemical analysis of dendritic cells and cytotoxic
lymphocytes. Fifteen samples of patients of PVL were immunostained for CDla, CDS83,
CD303 and CDS8 followed by the quantification of positive DC and T cells using a light

microscope (Nikon, Tokyo, Japan) with a 40x eyepiece in five sequential fields'".

All PVL individuals were female, 9 (60%) cases were from patients aged 60 or
over, the other 6 (40%) aged between 51 and 59 and the most affected site was the tongue
(26.7%) followed by the alveolar ridge (20%), buccal mucosa (13.4%) and floor of the mouth
(6.6%). Four (27%) cases were diagnosed as hyperkeratosis, 8 (53%) presented with mild or
moderate dysplasia and 3 (20%) presented with severe dysplasia. The mean number of CDla
positive cells was 2.50 for hyperkeratosis, 5.12 for mild or moderate dysplasia and 9.00 for
severe dysplasia. The mean number of CD83 positive cells was 42.00 for hyperkeratosis,
16.75 for mild or moderate dysplasia and 12.50 for severe dysplasia. The mean number of
CD303 positive cells was 0.00 for hyperkeratosis, 0.25 for mild or moderate dysplasia and
0.00 for severe dysplasia. The mean number of CD8 positive cells was 6.75 for

hyperkeratosis, 8.42 for mild or moderate dysplasia and 12.00 for severe dysplasia. No
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statistically significant differences were found when correlating histological grading with DC

and T cell immunohistochemical expression.

PVL comprises a distinct type of leukoplakia characterized by increased
2,12

malignant transformation®™'?. Abadie et al (2016)" reviewed 26 papers, comprising 329
patients diagnosed with PVL, and described a malignant transformation average rate of
63.9%. Our results showed that the pattern of expression of immature and mature DLC is
quite interesting. The expression of CDla increased from hyperkeratosis to severe epithelial
dysplasia indicating that immature cells may be taking up antigens. However, the expression
of CD83 mature cells, responsible for presenting the antigen to cytotoxic lymphocytes,
decreased from hyperkeratosis to severe epithelial dysplasia. These results may suggest that

the immature vigilant cells are present and functional in the tissue, however after taking up

the antigen, altered cells may somehow lack functionality and evade the immune surveillance.

Plasmocytoid (pDC) comprise a rare subtype of DC residing in lymphoid and
non-lymphoid organs and are responsible for the synthesis of large amounts of type I
interferon (IEN)"®. Previous studies have shown that although pDC colonize tumors their
effectiveness in producing IFN may be severely impaired'*'”. The role these cells play in
PVL lesions is not clear but we could not demonstrate their presence in our samples. This
result may suggest that since the tumor is not yet established, the organism do not require

pDC. Another explanation could be the small number of the current sample.

According to Savina and Amigorena (2007)° cytotoxic activation is crucial for the
development of an effective immune response against tumor antigens. Ohman et al (2012)°
evaluated the role of CD8 and CD4 positive cells in oral leukoplakias with and without
dysplasia and oral squamous cell carcinomas (OSCC). Results showed significantly increased
numbers of CDS8 positive cells in leukoplakias with dysplasia when compared to lesions
without dysplasia. Our results, demonstrating an increase in the number of cytotoxic T cells in
PVL dysplastic epithelial lesions, corroborate previous published studies and suggesting that

the immune response may be active.

This study evaluates for the first time, the role of the immune system in PVL
development, but requires further investigation to better understand how the immune response
may be involved in the development of the lesion. The expression of CD8 T cells indicates

that the immune system is active, however the expression of mature DC suggests that to some
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extent it is impaired. We propose that this singular entity may interact differently with the
immune cells, perhaps not following the same pattern of malignant transformation as

conventional oral leukoplakias.
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FIGURES

Figure 1. Clinical image showing multiple white lesions in the buccal muccosa, alveolar

ridge, floor of the mouth and border of the tonge.
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Figure 2. Histological and immunohistochemical panel showing PVL lesion stained for H&E
(moderate dysplasia), CD1a (moderate dysplasia), CD83 (severe dysplasia), CD303 (severe
dysplasia) and CD8 (mild dysplasia) (100X).
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DISCUSSAO

O sistema imune desempenha papel importante no microambiente tumoral (Ma et
al, 2013). As CD sio células apresentadoras de antigeno responsaveis por detectar antigenos
tumorais e apresenta-los aos linfocitos dando inicio a resposta imunologica (Tran Janco et al,
2015). Diversos estudos tem mostrado que pacientes imunocomprometidos estdo mais
sucetiveis ao desenvolvimento de doengas malignas devido a alteragdes no sistema imune
(Collett et al, 2010; Grulich et al, 2007). Uma resposta efetiva das células imunes presentes no
epitélio € crucial para proteger pele e mucosas de cé€lulas neoplasicas (Upadhyay et al, 2011).
A presenca e o papel das CD infiltrando tumores solidos permanece controverso. Alguns
autores mostram correlagdo negativa com o prognostico, enquanto outros sugerem correlagao
positiva (Liao et al, 2015; Ni et al, 2014; Upadhyay et al, 2012; Ishigami et al, 2010; Iwamoto
et al, 2003). Liao et al (2015) avaliou a expressao de CD maduras em CEC de eséfago
mostrando maior expressao nos tumores e associagdo com pior progndstico. Ladanyi (2015)
analisou o papel das CD em melanomas. Os resultados mostraram que o aumento no nimero
de linfocitos B e T esta associado a bom prognostico. No entanto, a presenca de CD
plasmocitoides correlacionou-se com pior prognostico. Rani et al (2015) avaliaram a presenga
de CDL em 27 casos de displasias epiteliais e 28 casos CEC através da immunomarcagao para
o anticorpo S100 concluindo que CDL nao funcionantes se acumulam nos tecidos tumorais.
O’Donnell et al (2007) sugeriu que falhas na resposta imune, mesmo em casos com alta
expressao de CD, pode estar relacionado a baixa efetividade das CD em iniciar uma resposta
imune efetiva. Na presente tese avaliamos a presenca de CDL imaturas e maduras, CD
plasmocitoides e células T em casos de DE, LVP e CEC e correlacionamos esses achados
com os dados clinicos. Nossos resultados mostraram uma redugdo na expressao de CDL
maduras no grupo CEC sugerindo que essas células possam ter migrado até os linfonodos
para apresentar os antigenos tumorais aos linfocitos e dar inicio a resposta imune. Além disso,

ndo foram observadas correlacdes entre a expressdo das CD e os dados clinicos.

Diversos sistemas classificatorios foram desenvolvidos para graduar lesdes
neoplasicas. De acordo com a classificacdio de Bryne o front de invasdo € crucial para
determinar o prognostico da lesdo (bryne et al, 1989). Bhargava et al (2010) avaliou as
classificagdes de Broder, Anneroth e Bryne concluindo que as caracteristicas das areas
invasivas dos tumores estdo correlacionadas com o progndstico da lesdo e deveriam nortear o
tratamento. Akhter et al (2011) analisou as classificagdes de Broder e Anneroth concluindo

que a classificagdo de Anneroth pode servir como preditor para comprometimento linfonodal
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e metastase. Sawazaki-Calone et al (2015) avaliaram quatro sistemas de classificacdo: OMS,
modelo de risco histologico, sistema de graduacdo baseado no front de invasdo e modelo
baseado em ninhos tumorais e front de invasdo. Os resultados mostraram que as
caracteristicas do front de invasdo estdo associadas a um melhor prognostico. No presente
estudo o sistema de classificagdo de Broder foi utilizado para graduar os casos de CEC.
Nossos resultados mostraram maior expressao de CDL maduras em tumores pobremente
diferenciados. Apesar do numero de CDL imaturas ndo apresentar significancia estatistica, o
numero de cé€lulas positivas foi discretamente maior nos casos pobremente diferenciados.
Dessa forma, sugerimos que o sistema imune parece estar vigilante. No entanto, o principal
problema parece estar associado a efetividade da resposta e a capacidade de recrutar e ativar
linfocitos T, uma vez que o nimero de células T CD8 diminui progressivamente das lesdes

bem diferenciadas para as pobremente diferenciadas.

De acordo com a classificagio da OMS os casos de displasia epitelial foram
categorizados em lesdes com displasia leve, moderada ou severa (Barnes et al, 2005).
Classificar essas lesdes permanece um desafio devido a variabilidade inter e intra examinador
(Speight et al, 2015; Manchanda et al, 2012). Usualmente, ¢ mais facil diagnosticar lesdes
leves e severas, enquanto que a classificacdo de displasias moderadas permanece desafiadora.
Diversos sistemas de classificagdo foram propostos tentando reduzir essas variagoes (Kujan et
al, 2006). Kujan et al (2006) propuseram um sistema de classificagdo bindrio, no qual as
lesdes seriam categorizadas em lesdes de baixo e alto risco de malignizacao baseado em
critérios arquiteturais e citologicos. Speight et al (2015) avaliaram o sistema bindario
mostrando um aumento na concordancia diagndstica na classificagao de lesdes displasicas. No
presente estudo o sistema classificatorio utilizado foi o da OMS. Interessantemente, nossos
resultados mostram uma diminui¢do na expressdo de CDL e CD plasmocitoides nos casos de
displasia severa no grupo DE. Esses achados sugerem a existéncia de altera¢des na resposta

imunologica conforme o grau de malignizacdo aumenta.

A LVP ¢ uma forma distinta de leucoplasia caracterizada por aumento no risco de
transformagdo maligna (Carrard et al, 2013; Morton et al, 2007). Abadie et al (2016)
revisaram 26 artigos cientificos compostos por 329 casos de LVP. Os autores encontraram
uma taxa de malignizacdo de 63.9%. Owosho et al (2015) descreveram 7 casos de LVP
mostrando uma taxa de malignizacdo de 28%. Nossos resultados mostraram padrdo de
expressdo inverso para os anticorpos CDla e CD83 de acordo com a graduacgdo histologica

das lesdes. A expressdo das CDL imaturas aumenta nos casos de hiperqueratose, seguido de
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displasia epitelial leve/moderada e displasia epitelial severa. Ja a expressao de CDL maduras,
responsaveis por apresentar antigenos aos linfocitos T citotdxicos, diminui nos casos de
hiperqueratose, seguido de displasia epitelial leve/moderada e displasia epitelial severa. Esses
resultados sugerem que as células imaturas vigilantes estdo presentes e parecem funcionais,
no entanto apds o reconhecimento do antigeno, CDL maduras parecem estar com fungao

diminuida e as células alteradas parecem estar evadindo o sistema de imuno vigilancia.

CD303 ou BDCA2 compreendem uma lectina tipo II usada para identificar CD
plasmocitoides (Dzionek et al, 2001). CD plasmocitoides residem em 6rgaos linfoides e nao
linfoides e sintetizam grandes quantidades de interferon (IFN) tipo I (Kushwabh et al, 2011). O
IFN tipo I, especialmente o IFN alfa, tem sido usado no tratamento de tumores solidos devido
a sua propriedade antitumoral (Zitvogel et al, 2015; Hartman et al, 2003). Moschos et al
(2005) e Hartman et al (2003) sugeriram que apesar de CD plasmocitoides colonizarem os
tumores a producao de IFN pode estar severamente afetada. Perez et al (2005) sugeriram que
a reducgdo na expressao de CD plasmocitoides esta associada a pior prognostico. O’Donnell et
al (2007) mostraram que o aumento na expressao de CD plasmocitoides esta associada a pior
prognoéstico. Nossos resultados mostraram que a expressao de CD plasmocitoides foi
significativamente maior no grupo CEC sugerindo que essas c€lulas parecem desempenhar
papel importante na defesa do organismo contra os tumores. Nos casos de LVP o papel das
CD plasmocitoides nao esta claro e de acordo com nossos achados essas células parecem estar
ausentes nessas lesoes sugerindo que quando ndo ha tumor estabelecido o organismo ainda
nao necessita desse tipo celular. Outra explicagdo poderia ser o reduzido nimero amostral em

nosso trabalho.

Savina & Amigorena (2007) descreveram que uma resposta efetiva contra as
células tumorais requer o adequado recrutamento e ativacao dos linfocitos T CDS. Portanto,
as CD precisam capturar os antigenos, processa-los via CMH tipo I e iniciar a resposta imune
citotoxica. Ohman et al (2012) foram um dos primeiros autores a avaliar o papel dos linfocitos
T CD8 em leucoplasias orais com e sem displasia, e CEC. Os resultados mostraram aumento
significativo no nimero de linfoécitos T CD8 no compartimento epitelial de CEC, seguido de
leucoplasias displasicas e leucoplasias ndo displasicas. No presente estudo a expressdo de
linfoécitos T CD8 ndo apresentou diferencas estatisticamentes significates entre os grupos DE
e CEC. Nossos resultados diferem dos de Ohman et al (2012), uma possivel explicagdo seria o

modo de comparagdo empregado em ambos os trabalhos. Nos casos de LVP a maior
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expressdo de CDS8 ocorreu nos casos de displasia epitelial severa, sugerindo que o sistema

imune esta ativo.

Conclui-se que o sistema imune desempenha papel importante no
desenvolvimento e progressdo de LPM para CEC oral. Baseado em nossos achados, as células
apresentadoras de antigeno e linfécitos T estiveram presentes em todos os grupos estudados.
O aumento da expressdao das CD plasmocitoides em CECs sugere que essas células parecem
desempenhar papel importante na defesa do organismo contra os tumores. Esse ¢ um
dos primeiros estudos a investigar o papel do sistema imunolégico em casos de LVP. A
expressao de linfocitos T CD8 sugere que o sistema imune estd ativo, porém com falhas
devido a expressdo de CDL maduras. O papel da resposta imune em LVP requer novas
investigacdes para melhor compreensao do topico. Finalmente, além das CDs estudadas seria
interessante elucidar por completo as fungdes e formas de ativagdo dos demais subtipos

caracterizados de CD nos casos de CEC, DE e LVP.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitem concluir que:

- O grupo DE oral apresentou maior expressao de CDL maduras em relagdo ao
grupo CEC.

- A expressio de CD plasmocitoides foi menor no grupo CEC quando
comparado ao grupo DE sugerindo que essas células desempenhem papel
importante na defesa do organismo contra os tumores.

- No grupo LVP a expressio de CDL imaturas e maduras apresentou
comportamento inverso para os anticorpos CDla e CD83. CDL imaturas
estdo em maior nimero nas lesdes de displasia epitelial severa e CDL
maduras estdo em maior numero nas lesoes de hiperqueratose. Sugerindo que
existe a possibilidade de perda parcial de efetividade do sistema imune, uma
vez que as células responsaveis por apresentar os antigenos aos linfocitos T
apresentam menor expressao nas lesoes displasicas severas.

- Em todos os grupos analisados foi possivel detectar a expressao de linfocitos
T CDS. No grupo LVP a alta expressao de CDS estd associada a forma mais
severa da lesdao sugerindo que o sistema imune est4 recrutando linfocitos. Nos
grupos DE e CEC nao foram encontras diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos.

- A expressdao positiva de CD e células T no grupo CEC nao representa
necessariamente uma resposta imunologica efetiva, sendo necessaria a
realizagdao de mais estudos para a elucidagdo do status dessa resposta.

- Na amostra analisada nao foi possivel encontrar associacdo estatistica

significante entre a expressao dos anticorpos e os dados clinicos.
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