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RESUMO

O cancer de boca é a quinta neoplasia mais comum no Brasil. Sua incidéncia
e mortalidade variam de acordo com a localizacdo geografica. O diagnostico
tardio afeta na sobrevida e no prognostico, sendo necessario melhorar o
diagnostico precoce. Algumas lesdes podem preceder o cancer bucal, e séo
denominadas desordens potencialmente malignas orais (DPMO). O objetivo
deste estudo foi realizar um levantamento das DPMO diagnosticadas a partir
do servico de Patologia Bucal da FO-UFRGS de Porto Alegre num periodo de
38 anos e avaliar quais sdo os fatores que determinam a severidade das
lesbes. Este estudo retrospectivo, foi realizado a partir da anélise de 31663
laudos, no qual as lesdes foram selecionadas de acordo com a hipétese de
diagnéstico  clinico  (leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e
leucoeritroplasia) e diagnostico microscopico (alteracbes de proliferacdo e
maturacdo epiteliais). Foram extraidos dados importantes relacionados a
lesBes, e para a realizacdo da analise dos dados a localizacéo das les6es foi
agrupada em alto risco (borda de lingua, assoalho bucal e palato) e baixo
risco (todas as demais localizacbes intrabucais). Das 31663 lesdes
diagnosticas 567 eram DPMO, representando 1,79% do total. A maioria da
amostra € do sexo masculino (55,8%), com idade superior a 50 anos (60%) e
de cor branca (78,4%). A leucoplasia (77,4%) é a DPMO mais comum e mais
frequentemente localizadas nas regides de baixo risco (67,9%). As lesdes
presentes em localizacdo de alto risco apresentaram diagndsticos
microscépicos mais severos (displasia epitelial/CEC), enquanto lesbes ndo
displasicas e queilite actinica estavam predominantemente localizadas em
sitios de baixo risco (p<0.001). Na analise temporal nota-se uma mudanc¢a no
perfil do paciente acometido pelas DPMO entre os anos de 2010 a 2017 no
qual demonstra o predominio de pacientes mais jovens. As queilites actinicas
e eritroplasias foram menos frequentes, porém associadas a alteracbes
histopatolégicas mais severas (p<0.05). Ainda néo é claro quais os fatores que
contribuem significativamente para a progressao dessas lesdes. Identificar as
alteracOes celulares e moleculares que ocorrem durante a progressao é
fundamental para a compreensdo desse processo. Autofagia € o processo

catabdlico que ocorre nos lisossomos, e tem por finalidade degradar os



componentes celulares e proteinas que ja ndo sdo mais funcionantes. O
objetivo deste processo é manter o equilibrio homeostatico celular para
sobrevivéncia adequada em condigbes estressantes. Diante das funcdes
biolégicas da autofagia identificadas até hoje, a relacdo com o processo
neoplasico esta sendo intensamente estudado. No entanto seu papel durante
a carcinogénese oral ainda ndo esta bem estabelecido. Além disso, a
modulacdo da via autofagica durante a carcinogénese pode ser um potencial
alvo terapéutico e quimiopreventivos. Para tal finalidade, utilizamos modelo
animal de inducdo da carcinogénese com 4NQO em ratos Wistar, sendo um
grupo tratado também com hidroxicloroquina (HCQ) 10mg/kg/dia, droga
inibidora autofagica, durante um periodo de 20 semanas. O grupo controle (1)
clinicamente ndo apresentou nenhuma leséo, o grupo 2 (4NQO) teve menor
guantidade de lesBes nas primeiras semanas, demonstrando evolucdo mais
lenta. O grupo 3 (4NQO+HCQ) teve uma evolucdo mais rapida, com mais
animais apresentando lesdes ja a partir da 13° semana. Apresentou, também,
maior quantidade de lesdes nas semanas 14 a 16 (p<0.05). Porém ao final do
estudo, na semana 20, os grupos 2 e 3 apresentaram a mesma frequéncia de
carcinomas espinocelulares, 7 animais em cada grupo. No grupo 3 que
recebeu HCQ o0s carcinomas desenvolvidos eram ha sua maioria
microinvasores. Desse modo conclui-se que a autofagia exerce papeis
antagbnicos em diferentes momentos da carcinogénese, sendo protetora
inicialmente, porém contribuindo com a progressdo das lesbes quando ja

estabelecido o fendtipo tumoral.

Palavras-chave: desordens potencialmente malignas; cancer bucal;

autofagia; hidroxicloroquina; modelo animal.



ABSTRACT

Oral cancer is the fifth most common neoplasm in Brazil. Its incidence and
mortality vary according to geographic location. Late diagnosis affects survival
and prognosis, and it is necessary to improve early diagnosis. Some lesions
may precede oral cancer and are called potentially malignant oral disorders
(PMOD). The aim of this study was to carry out a survey of the PMOD
diagnosed at an Oral Pathology from FO-UFRGS in Porto Alegre over a period
of 38 years and to assess the factors that determine the severity of the lesions.
This retrospective study was carried out from the analysis of 31663 reports, in
which the lesions were selected according to the clinical diagnosis hypothesis
(leukoplakia, erythroplakia, actinic cheilitis and leukoerythroplakia) and
microscopic diagnosis (alterations of epithelial proliferation and maturation).
Important data related to injuries were extracted, and for data analysis, the
location of the injuries was grouped into high risk (tongue edge, floor of the
mouth and palate) and low risk (all other intraoral locations). Of the 31663
diagnostic lesions, 567 were PMOD, representing 1.79% of the total. Most of
the sample was male (55.8%), aged over 50 years (60%) and white (78.4%).
Leukoplakia (77.4%) being the most frequent PMOD and located in low-risk
regions (67.9%). Lesions from high-risk locations had more severe microscopic
diagnoses (epithelial dysplasia/CEC), while non-dysplastic lesions and actinic
cheilitis were predominantly located in low-risk sites (p<0.001). In the temporal
analysis, there is a change in the profile of patients affected by PMOD between
the years 2010 to 2017, which demonstrates the predominance of young
patients. Actinic cheilitis and erythroplakia were less frequent, however,
associated with more severe histopathological alterations. It is still unclear
which factors significantly contribute to the progression of these lesions.
Identifying the cellular and molecular changes that occur during progression is
fundamental to understanding this process. Autophagy is the catabolic process
that occurs in lysosomes, and its purpose is to degrade cellular components
and proteins that are no longer functioning. The purpose of this process is to
maintain cellular homeostatic balance for adequate survival under stressful
conditions. Given the biological functions of autophagy identified to date, the

relationship with the neoplastic process is being intensively studied. However,
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its role during oral carcinogenesis is still not well established. Furthermore,
modulation of the autophagic pathway during carcinogenesis could be a
potential therapeutic and chemopreventive target. For this purpose, we used
an animal model of oral carcinogenesis with 4NQO in rats Wistar and treated
one group with hydroxychloroquine (HCQ) 10mg/kg/day, an autophagic
inhibitory drug, during 20 weeks. The control group did not clinically present
any lesions, group 2 (4NQO) had fewer lesions in the first weeks, showing a
slower evolution. Group 3 (4ANQO+HCQ) showed a faster evolution, with more
animals showing lesions from the 13" week onwards. It also presented a
greater number of injuries in weeks 14 to 16 (p<0.05). At the end of the study,
at week 20, groups 2 and 3 had 7 animals each with malignant tongue tumors.
Group 3 (4NQO + HCQ) presented mostly microinvasor carcinomas. Thus, it is
concluded that autophagy plays antagonistic roles at different stages of
carcinogenesis, being initially protective, however contributing to the

progression of lesions when the tumor phenotype is already established.

Keywords: potentially malignant disorders; oral cancer; autophagy;

hydroxychloroquine; animal model.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA
1.1 CANCER BUCAL

Na cavidade bucal, o carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia
maligna mais frequente. O CEC €& derivado de células epiteliais de
revestimento da mucosa bucal, podendo ser chamado também de carcinoma
epidermdide ou carcinoma de células escamosas (BRENER et al., 2007; INCA
2020). O carcinoma espinocelular representa aproximadamente 90% das
neoplasias malignas que acometem os diversos sitios anatdmicos intrabucais
(BRENER et al., 2007, DRAGOMIR et al., 2010). A localizacdo anatémica
mais comumente acometida pelo carcinoma espinocelular bucal € o bordo
posterior da lingua (além de ser a localizacdo com as taxas mais elevadas de
mortalidade), seguida pelo assoalho bucal (BRENER et al., 2007; SIEGEL et
al., 2011; HASHIM et al., 2016; INCA 2020). Somente para o Brasil o nUmero
de casos novos de cancer de boca, estimado para cada ano do triénio 2020-
2022, sera de 11.180 casos em homens e de 4.010 em mulheres (INCA,
2020).

O cancer de boca tem como principais fatores de risco o tabagismo e o
consumo de &lcool, sendo que o risco é 30 vezes maior para os individuos
que fumam e bebem do que para aquelas pessoas que ndo o fazem. Além
disso a exposicao a radiacao ultravioleta (no caso do cancer em labio inferior)
e demais fatores relacionados ao estilo de vida, a infeccao viral e a genética
podem causar alteracbes sistémicas no individuo e contribuir para a
carcinogénese (SCULLY; BAGAN, 2009; BEZERRA et al., 2018; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

Os principais tratamentos para essa neoplasia s&o: cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, podendo ser utilizada a associacdo de mais de
uma técnica terapéutica (INCA 2020). Em relagdo ao prognostico do
carcinoma espinocelular este depende do tamanho do tumor, do envolvimento
ganglionar, da localizacdo anatémica e da escolha do tratamento (SCULLY;
BAGAN, 2009; GODENY, 2014).

Geralmente o prognaostico é favoravel em estagios iniciais, especialmente

agueles que sdo bem diferenciados e ndo metastaticos, entretanto a maioria
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das lesbes € diagnosticada em uma fase tardia da doenca, sendo o
prognostico desfavoravel (SCULLY; BAGAN, 2009; CAROLINA et al., 2017).

Recentemente tém-se buscado a deteccdo de biomarcadores que possam
contribuir na determinacdo do progndstico e assim auxiliar na escolha das

abordagens terapéuticas de forma personalizada.

1.2 DESORDENS POTENCIALMENTE MALIGNAS

Globalmente é aceito que 0s carcinomas espinocelulares bucais podem
ser precedidos por alteracbes visiveis na mucosa bucal, as quais sao
denominadas desordens ou lesGes potencialmente malignas. Estas alteracdes
estdo presentes na forma de manchas ou placas de coloracdo branca e/ou
vermelha na mucosa bucal (GEORGE et al., 2011; LIU et al., 2012; VAN DER
WALL, 2015, WARNAKULASURIYA et al., 2007; REIBEL et al., 2017).

1.2.1 LEUCOPLASIA

Dentre as desordens potencialmente malignas bucais, a leucoplasia,
eritroplasia e a queilite actinica sdo as mais comuns do ocidente (REIBEL et
al., 2017). Atualmente a leucoplasia é caracterizada como uma mancha ou
placa branca ndo removivel por raspagem e que ndo pode ser caracterizada
clinicamente ou histopatologicamente como nenhuma outra patologia (VAN
DER WAAL, 2015).

A leucoplasia pode afetar qualquer local da cavidade bucal, mas
acometem principalmente a regido de gengiva e lingua (WALDRON; SHAFER,
1975; CHATURVEDI et al., 2020). A prevaléncia mundial da leucoplasia bucal
€ de aproximadamente 4,11% no mundo (MELLO et al., 2018). No estudo
realizado em pacientes no sul do Brasil observou-se uma frequéncia de 1,1%
de leucoplasias e essas lesbes predominaram em pacientes do sexo
masculino, etilistas e fumantes (CARRARD et al., 2011). Corroborando com
esse resultado, Pires e colaboradores em 2020, realizaram um levantamento
epidemiolégico na regido sudeste do Brasil no periodo de 2005 a 2015.
Identificaram 684 casos de lesdes potencialmente malignas, sendo que 82%
das lesbes eram leucoplasias, e estas eram mais comuns em pacientes do

sexo masculino, etilistas e fumantes (PIRES et al., 2020).
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A etiologia da leucoplasia esta relacionada ao estilo de vida, incluindo o
uso do tabaco e do é&lcool (PORTER et al., 2018). Chuang e colaboradores,
em 2017, observaram que usuarios de tabaco e mascadores de betel
apresentam 2,7 vezes mais chances de desenvolverem leucoplasia. Um
estudo caso-controle realizado na india, constatou-se que o consumo de
alcool era um fator de risco significativo para leucoplasia bucal mesmo entre
nao usuarios de tabaco (HASHIBE et al., 2000).

Clinicamente as leucoplasias sao subdivididas no tipo homogénea e néo-
homogénea (Figura 1). A leucoplasia do tipo homogénea é plana, fina,
uniforme e de cor branca. Podendo ou ndo apresentar fissuras e os bordos
das lesGes, podem ou néo, estar bem delimitados (WARNAKULASURIYA et
al., 2007; VAN DER WALL, 2019). A leucoplasia do tipo ndao-homogénea é
caracterizada predominantemente por lesdes brancas e planas, associada a
areas vermelhas e/ou areas irregulares ou nodulares. Esta variacédo
denomina-se de leucoeritroplasia e tem um risco aumentado de malignizacéo
(WARNAKULASURIYA et al., 2007; VAN DER WAAL, 2019).

O diagnoéstico da leucoplasia € clinico e por exclusédo de outras patologias.
Frente ao diagndstico clinico da leucoplasia é necessario realizar uma biopsia
para a identificacdo das alteracdes epiteliais (VAN DER WAAL, 2009).
Microscopicamente as lesfes potencialmente malignas apresentam alteracoes
epiteliais que variam desde areas de atrofia ou hiperplasia epitelial, acantose,
hiperceratose, displasia epitelial e até carcinoma espinocelular (Figura 1)
(VAN DER WAAL, 2009; CARRARD & VAN DER WALL, 2018). As lesbes que
apresentam displasia epitelial, muitas vezes estdo correlacionadas com o
subtipo clinico n&o-homogéneo, sendo em geral considerado o mais
importante indicador do potencial de malignizacdo (VAN DER WAAL, 2009).
De acordo com WALDRON e SHAFER (1975), ap0s a analise microscopica
de 3256 lesdes diagnosticadas clinicamente como leucoplasias, 80% das
lesGes apresentavam combinacgdes de hiperortoceratose, hiperparaceratose e
acantose. Observou-se também a presenca de 12,2% de displasia leve a
moderada nas lesdes, 4,5% de displasia epitelial grave ou carcinoma in situ e

foram diagnosticados 3,1% como carcinomas espinocelulares.
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Atualmente, considera-se que a taxa de transformacdo maligna de lesdes
leucoplasicas é de aproximadamente 2 a 3% anualmente (CARRARD & VAN
DER WAAL, 2018). No entanto, estes dados variam na literatura. Um estudo
retrospectivo realizou 101 biépsias de leucoplasias revelou que 69% dessa
amostra apresentavam displasia epitelial ou carcinoma in situ. De todas as
lesbes, 12% desenvolveram carcinoma espinocelular apés um periodo médio
de acompanhamento de 7 anos e meio (HOLMSTRUP et al.,, 2007). J&
Chaturvedi e colaboradores (2020), conduziram um estudo de coorte
retrospectivo, sendo que 1888 pacientes com leucoplasias foram biopsiados e
destas, 161 leucoplasias transformaram-se em carcinoma espinocelular e
dessa amostra as displasias severas demostraram maior risco para

transformacao maligna.

Sao considerados fatores de risco de transformacdo maligna: o género
feminino, a longa duracdo da lesdo, a leucoplasia em nado-fumantes, a
localizacdo da lesdo na lingua ou assoalho bucal, leucoplasia nao-
homogéneas, idade avancada do paciente, dimensdes superiores a 2cm e a
presenca de displasia epitelial (LIMA et al., 2012; HOLMSTRUP et al., 2006;
WARNAKULASURYA et al., 2015; SPEIGHT et al., 2018).
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Figura 1: Severidade das alteracdes epiteliais e das alteragGes clinicas das
lesdes potencialmente malignas. Fonte: NEVILLE et al. Patologia Oral e
Maxilofacial. 4 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2016.
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1.2.2 ERITROPLASIA

Do mesmo modo que a leucoplasia, a eritroplasia é definido como uma
mancha ou placa avermelhada que ndo pode ser caracterizada clinicamente
ou histopatologicamente como qualquer outra doenca definivel (VAN DER
WAAL, 2009).

A eritroplasia € pouco frequente, e existem poucos dados sobre sua
prevaléncia, o ultimo percentual relatado foi 0,02 a 0,2% na populacéo (VILLA
et al., 2011). A maioria dos dados é estabelecida em grupos selecionados de
individuos, como no estudo realizado por Ferreira e colaboradores em 2016
com uma populacdo de trabalhadores rurais do nordeste do Brasil que
constatou que 0,3% das desordens potencialmente malignas bucais eram
eritroplasias (FERREIRA et al., 2016).

O uso de tabaco, alcool e infec¢Bes pelo papilomavirus humano (HPV)
sdo considerados fatores etiologicos (HOLMSTRUMP, 2017). Clinicamente se
apresenta como uma lesdo avermelhada, bem definida e de textura
aveludada, as vezes a lesdo pode ter areas vermelhas e brancas sendo
definida como eritroleucoplasia (ABATI et al., 2020). As localizacdes mais
frequentes € o palato mole, seguido pelo ventre de lingua, assoalho bucal e
pilar amigdaliano (MAYMONE et al., 2018).

A eritroplasia tem maior risco de transformacdo maligna em
comparacao com todas as outras desordens potencialmente malignas bucais.
O alto risco de transformacdo maligna baseia-se no fato de que
histologicamente se apresenta comumente como displasia epitelial, carcinoma
in situ ou ja& como carcinoma espinocelular (REICHART et al., 2005; ABATI et
al., 2020). Atualmente ndo ha nenhuma ferramenta diagndstica confiavel para
identificar quais eritroplasias progredirdo para uma neoplasia, entretanto para
obter o melhor prognadstico possivel para os pacientes com eritroplasias € que
devem ser acompanhados em intervalos curtos, independentemente da

possivel relacdo com outras doengas ou irritantes (HOLMSTRUMP, 2017).
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1.2.3 QUEILITE ACTINICA

A queilite actinica € uma desordem potencialmente maligna que ocorre
exclusivamente nos labios, sendo 95% no vermelhdo dos labios inferiores
(SILVA et al., 2020). A sua prevaléncia mundial varia de 4,6% a 43,2%,
entretanto dados de uma recente revisdo sistemética e meta-analise, na qual
apenas estudos com diagndstico histopatologico de queilite actinica foram
incluidos, demonstram prevaléncia de apenas 2,08% (SILVA et al., 2020;
MELLO et al., 2018).

Essa patologia tem como principal fator etioldgico a exposi¢ao crbénica a
radiacdo solar, sendo considerado populacao de alto risco aquelas que vivem
em regides tropicais sob exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta e os que
exercem atividades profissionais ao ar livre. Os individuos do sexo masculino
de pele clara na faixa etaria dos 40 anos sao 0s mais acometidos por essa
condicdo (RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2018; MARKOPOULOS et al., 2004).
Do mesmo modo, o consumo de alcool e tabaco a longo prazo, associado a
acao carcinogénica da radiacdo ultravioleta, aumenta muito o risco de

desenvolver esta doenca (LOPES et al., 2015).

Clinicamente a queilite actinica é caracterizada por atrofia do vermelhao
do labio inferior, perda de elasticidade e presenca de placas que podem ser
asperas e escamosas, além de Ulceras e fissuras. Um aspecto importante é a
perda de nitidez entre o vermelh&o do labio e a pele (SARMENTO et al., 2014;
MELLO et al., 2018).

Microscopicamente a queilite actinica apresenta alteracfes epiteliais que
variam de hiperplasia, acantose ou atrofia do epitélio, espessamento da
camada de queratina e por vezes pode apresentar displasia epitelial de leve a
severa. No tecido conjuntivo a degeneracao basofilica das fibras colagenas é
denominada elastose solar (SARMENTO et al., 2014).

O diagndstico precoce e o tratamento adequado sdo necessarios para
evitar a progressdo para malignidade. Existem diferentes tratamentos
disponiveis para pacientes com queilite actinica, dependendo da extensao

clinica das lesdes e das alteragcfes epiteliais observadas microscopicamente
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(GONZAGA et al.,, 2017). O tratamento para esse tipo de lesdo tem como
objetivo destruir o epitélio anormal. No entanto, qualquer tratamento sera
eficaz apenas com a colaboragéo dos pacientes e do conhecimento sobre a
importancia da protecdo solar e de consultas regulares para controle da
progresséao das lesdes (GONZAGA et al., 2017).

1.3 CARCINOGENESE

O mecanismo de formacgéo do cancer é denominado carcinogénese, esse
€ um processo de etapas multiplas tanto a nivel fenotipico quanto a nivel
genético, resultando do acumulo de varias mutacdes. Esse processo envolve

trés estagios para a instalacdo da doenca, que sao:

Iniciagdo — Primeira etapa do processo de carcinogénese, onde as
células normais sofrem um dano irreversivel em seu DNA pela acdo de

determinado agente carcinogénico tornando-se geneticamente modificada,

Promocdo — Nesta segunda etapa, ocorre a atuacdo de agentes
denominados oncopromotores que favorecem a proliferacao celular enquanto
afetam o mecanismo de apoptose dessas células, causando expansao clonal

das células alteradas;

Progressdo — Este é o Ultimo estagio o qual se caracteriza pela
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas que acumulam
progressivamente mais danos genéticos até o estabelecimento do fendtipo
maligno. Neste momento a neoplasia encontra-se instalada evoluindo até o

surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca.

Desse modo, todo o processo inicia quando determinado agente com
propriedade mutagénica causa alteracdo no DNA celular, quadro este que
pode ou nado ser reparado. No caso de incapacidade de reparacdo do DNA,
podem estar envolvidas mutagbes hereditarias nos genes que influenciam
esse reparo e/ou também naqueles responsaveis pelo crescimento celular ou
apoptose, resultando assim em uma desregulacdo da proliferagdo celular.
Dessa forma, ocorrera a ativagdo dos oncogenes promotores de crescimento
e a inativacdo dos genes supressores de tumor, e ainda uma diminuicdo da

apoptose uma vez alterados 0s genes que regulam esse mecanismo celular
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(HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Figura 2: Estagios da carcinogénese. Rivera, C. Int J Clin Exp Pathol, 2015.

1.4 AUTOFAGIA CELULAR

A autofagia é o processo catabdlico pelo qual células degradam
componentes proprios através da via lisossomal e assim mantém a
homeostasia celular. A autofagia se retém em niveis basais nas células e é
induzida por diferentes estressores, principalmente privacdo de nutrientes e
dano a componentes celulares como proteinas e organelas (MATHEW &
WHITE, 2011). Desse modo, a autofagia € um processo complexo, que
compreende de trés vias principais de degradacdo, as quais diferem
essencialmente nos meios de entrega para o lisossomo, que sé&o:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (YANG

et al., 2011).

A macroautofagia, também conhecida simplesmente como autofagia é

iniciada pela formacédo de uma membrana ao redor de organelas e proteinas,

denominada fagoéfaro (Figura
membrana citoplasmatica, do
mitocondrial externa. A fusao

estrutura fechada de dupla

2). Este pode ser originado a partir da
reticulo endoplasmatico ou da membrana
das extremidades do fagofaro origina uma

membrana, designada autofagossomo. A
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membrana externa do autofagossomo se fusiona com o lisossomo originando
0 autolisossomo que é responsavel pela digestdo celular (GALUZZI et al.,
2015).
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Figura 3: Tipos de autofagia celular. SINGH, S. S. et al. Dual role of
autophagy in hallmarks of cancer. Oncogene, v. 37, n. 9, p. 1142-1158, 2018.

Na microautofagia, o proprio lisossoma envolve pequenos componentes
do citoplasma por invaginacéo interna da membrana lisossomal. A autofagia
mediada por chaperonas, é responsavel por degradar proteinas citosélicas por
meio da atuacdo principal de duas proteinas, denominadas de HSC-70 e
LAMP-2A, sendo que a proteina LAMP-2A atua como um receptor no
lisossomo (MIZUSHIMA & KOMATSU, 2011).

Na macroautofagia, a via autofagica € controlada pelas proteinas da
familia ATG (Figura 3). Essas proteinas séo responsaveis pela formacao do
fagéfaro e fechamento do autofagossomo (YANG & KLIONSKY, 2010;
HAVAKI et al., 2017). O processo autofagico tem inicio com a formacao do

Complexo ULK, este é composto pelas proteinas Ulkl, ATG13 e FIP200. Esse
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complexo sinaliza a iniciacdo do segundo complexo, o PI3K. Apds, 0 processo
de alongamento do fagofaro se inicia. Nesse instante o complexo ULK e PI3K
sinalizam para ativar a proteina ATG7, a qual se conjuga as proteinas ATG5 e
ATG12. As quais irdo se ligar a proteina ATG16L1 para ocorrer o alongamento
da membrana do fagofaro. O fechamento do fagofaro em autofagossomo
ocorre devido a conjugacdo da fosfatidiletanolamida (PE) & proteina LC3 |,
através das proteinas ATG7 e ATG3. O LC3 € modificado pela proteina Atg4
na forma de LC3-l, a qual permanece dispersa no citoplasma. O LC3-| é
modificado pelas proteinas Atg7 e Atg3 levando a formacgéo do LC3-II, o qual
€ responsavel pelo fechamento do autofagossomo (YANG & KLIONSKY,
2010; HAVAKI et al., 2017).
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envolvidas no processo autofagico. Fonte: http://www.cellsignal.com.

1.5 AUTOFAGIA E CARCINOGENESE

No céancer, ha altos niveis de autofagia e este processo ocorre em
decorréncia de estresses presentes no microambiente tumoral como a hipoxia,
privacdo de nutrientes e a acidose. A hipdxia se encontra presente em
diversas regides dos tumores sélidos e resulta de um desequilibrio entre
producdo e o consumo de oxigénio. A hipdxia no tumor € causada pela
perfuséo tecidual limitada e a vasculatura anormal do tumor (HOOGSTEEN et

al., 2007). As evidéncias indicam que 60% dos tumores se desenvolvem em

25



condicbes de hipoxia (YANG et al.,, 2015). A hipoxia induz a expressao do
fator de transcricdo HIF-1¢ (fator de inducdo de hipoxia) e desencadeia uma
resposta celular que aumenta a expressao de proteina a qual bloqueia o BCL-
2 e induz autofagia (SINGH et al., 2018).

A privacdo de fatores de crescimento no microambiente tumoral ocorre
devido a intensa proliferacdo celular e deficiente aporte sanguineo. A
oscilacdo entre autofagia e apoptose promove a homeostase do tecido e
proporciona que as células resistentes a apoptose utilizem a autofagia como
mecanismo de sobrevivéncia quando os fatores de crescimento séo limitados
e a absorcdo dos nutrientes diminui (ALTMAN; RATHMELL, 2009). Também
em ambientes de baixo pH, a autofagia foi observada pela identificacdo de
proteinas como LC3 e pela presenca de vacuolos de dupla membrana, os
chamados autofagossomos (WOJTKOWIAK; GILLIES, 2012).

No entanto, as funcbes da autofagia no cancer sdo complexas,
apresentando um papel dual. Além do papel pré-tumoral auxiliando na
sobrevivéncia celular, de certo modo as fun¢des da autofagia atuam também
como um mecanismo supressor de tumor, evitando o acumulo de organelas e
proteinas danificadas (ZHI; ZHONG, 2015). Além disso, a autofagia nessa
fase também degrada agentes toxicos e citotdéxicos, atuando assim como um
mecanismo preventivo de estresse oxidativo. Dessa forma, a autofagia atua
limitando a instabilidade do genoma e dano tecidual, o que € benéfico para
prevenir a carcinogénese (CUI et al.,, 2013). Entretanto, se o processo de
carcinogénese avancga, as células necessitam da autofagia para sobreviverem
ao microambiente que surge devido ao aumento da atividade proliferativa,
passando entdo a autofagia para uma funcdo pro-tumoral (ALTMAN;
RATHMELL, 2009).

A literatura prévia evidencia que o aumento dos niveis de autofagia
celular ocorre durante o processo de carcinogénese antes do surgimento do
cancer, no entanto, ndo é claro se nesse momento a autofagia exerce um
papel anti ou pro-carcinogénico. Estudos in vitro que expdem células a
substancias carcinogénicas, a transformacao maligna celular € acompanhada
de maiores niveis de autofagia. Células epiteliais de pulméo humano e células
neoplasicas pulmonares expostas ao metal Niguel tiveram o aumento da

conversao de LC3-I em LC3-1l de maneira dependente da dose e do tempo,
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enquanto essa conversdo nao foi tdo intensa nas células neoplasicas
pulmonares (SON et al., 2017). Células epiteliais de cancer de prostata, apds
serem expostas ao metal cadmio também apresentaram indug¢édo do processo
autofagico, mediado por Plac8, e sofreram o processo de transformacéo
maligna (KOLLURU et al., 2017).

J& foi demonstrado também que na carcinogénese bucal os niveis de
autofagia aumentam. Foi observado que células positivas para LC3-lI
aumentavam em carcinomas espinocelulares em relacdo as lesbes
potencialmente malignas orais e a mucosa normal, porém sem associacao
com pior prognostico e sobrevida desses pacientes. Nesse mesmo estudo foi
observado aumento de células positivas em lesdes leucoplasicas displasicas e
com pior evolugdo em comparacdo com amostras de leucoplasias nao-
displasicas e com boa evolucao (DE LIMA et al., 2017).

Portanto, inicialmente sera apresentada a evidéncia de um papel protetor
da autofagia nas fases iniciais da carcinogénese e entao, aqueles encontrados
como eventos pro-carcinogénicos nas etapas posteriores desse processo. Nas
células normais a autofagia, contribui para a manutencdo da integridade
celular e eliminacdo dos agentes pro-carcindgenos. Dessa forma, este
mecanismo auxilia na manutencdo das células normais, contribuindo também
para a manutencdo do metabolismo energético normal, degradacdo de
proteinas potencialmente oncogénicas, sobrevivéncia de células imunes e
imunovigilancia antitumoral e controle dos niveis inflamatérios teciduais
(GALLUZZI et al., 2015).

Uma das relagcdes mais importantes entre autofagia e supressao tumoral
estd relacionada a regulacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS). O
aumento da producdo de ROS induz alteracbes nas bases de DNA,
acelerando a mutagénese, e aumentando a ativagcdo de oncogenes,
estimulando assim a carcinogénese. As mitocondrias sdo as principais fontes
de ROS intracelular e sua producdo aumenta & medida que estas organelas
envelhecem ou ficam danificadas. Neste contexto, a autofagia ajuda a evitar
danos através da degradacdo seletiva de mitocondrias defeituosas
(mitofagia). Consequentemente, em etapas iniciais do cancer a inibicdo da
autofagia facilita a instabilidade gendmica ao ativar oncogenes e efeitos

genotoxicos indutores, conforme observado em células defeituosas para
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autofagia. Assim, a remocao seletiva de mitocondrias potencialmente
danificadas reduz o excesso de ROS e assim limita os efeitos de promocéao
tumoral (GOMES et al., 2011; FILOMENI et al., 2015).

Em animais geneticamente modificados knockout para genes da
autofagia, como o Beclin-l, ocorre o0 surgimento de tumores
espontaneamente, do tipo pélipos intestinais (NISHIUMI et al., 2012). Em um
estudo foi demonstrado pela primeira vez que a disfun¢cdo da via autofagica
através da delecdo do Beclin-1 (BECN1) aumentava a proliferagéo celular e a
frequéncia de neoplasias malignas como tumores de pulmao, figado e
linfomas (LIANG et al., 1999). A proteina Beclin-1 atua regulando e ligando-se
ao BCL-2 e ATG14 (gene 14 relacionado a autofagia) e VMP1 (Vacuolo
proteina de membrana 1) que sdo genes importantes para a formacédo de
autofagossomos (TANG et al., 2014). Outro mecanismo pelo qual a Beclin-1 é
uma proteina promotora da autofagia, € por regular as funcdes supressoras de
tumor por meio de seus reguladores, como UVRAG e fator-1 de interagdo com
Bax (ALEXANDRA et al., 2020).

De forma semelhante, animais geneticamente modificados Knockout
para os genes ATG5 ou ATG7, também demostraram o surgimento de lesdes
pancredticas pré-malignas (ROSENFELDT et al., 2013). Além disso, a
exclusdo de genes fundamentais para a ocorréncia do processo autofagico
como Beclin-1 e a perda homozigotica do gene ATG5, em modelos animais
estd relacionada a maior predisposicdo ao desenvolvimento de tumores
pulmonares (GALLUZZI et al., 2016).
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Figura 5: Autofagia na transformacdo maligna e progressao tumoral.
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Fonte: GALLUZZI, L. et al. Autophagy in malignant transformation and
cancer progression. The EMBO Journal. v.34, p.856—-880, 2015.

Foi hipotetizado que na fase de iniciagdo tumoral a literatura relata que
ocorre a perda ou desligamento temporario da atividade autofagica. Isso
ocorre por sinais ambientais ou alteracdes epigenéticas que favorecem o
desenvolvimento tumoral (GALLUZI et al., 2015). No entanto, durante a
promocao e progressdo tumoral a autofagia é reativada, passando a atuar
como mecanismo de adaptacéo, favorecendo a manutengéo e o crescimento
celular. Isto ocorre devido a oferta de substratos energéticos derivados dos
produtos de degradacdo da autofagia, que contribuem para a adaptacdo a
hipoxia e ao déficit de nutrientes causados pela elevada demanda metabdlica
e angiogénese incipiente (GALLUZI et al., 2015).

Além disso, a autofagia exerce outras duas funcdes igualmente
importantes que permitem a progressao tumoral: a resisténcia a morte celular
desencadeada pelo desprendimento da matriz tumoral, permitindo que células
neoplasicas possam invadir o tecido saudavel e desenvolver metastases, e
também a sobrevivéncia de células-tronco tumorais, subpopulac¢do envolvida

na iniciacdo, manutencao e recorréncia neoplasica (GALUZZI et al., 2015).

A ativacdo do oncogene RAS nas células tumorais esta associada a
altos niveis de autofagia basal e dependéncia desse mecanismo para sua
sobrevivéncia. Acredita-se que a autofagia promova a sobrevivéncia das
células tumorais, aumentando a tolerdncia ao estresse e fornecendo
nutrientes para suprir suas necessidades energéticas. As pequenas GTPases
da familia RAS estdo envolvidas em vias de sinalizacdo importantes para a
proliferacdo, sobrevivéncia celular e metabolismo. A ativacdo do oncogene
RAS é€ iniciada por receptores de superficie celular, que induzem RasGEFs
(fatores de troca de nucleotideo guanina) a trocar GDP por GTP em RAS.
Uma vez ativado, o RAS estimula diversos efetores a jusante, levando ao
inicio de uma série de redes de sinalizacdo celular, incluindo a via de
autofagia AMPK / UVRAG (PYLAYEVA et al., 2011). Desse modo tumores
que abrigam mutacOes ativadoras de RAS séo fortemente dependentes de

autofagia e tém uma alta taxa basal de autofagia, mesmo em condicfes de
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crescimento (SINGH et al., 2018).

O oncogene RAS é ativado através de mutagBes na carcinogénese, que
podem resultar em trés isoformas de mutacdes gene RAS como Hras, Kras e
Nras. No CEC bucal, ja foi relatado todas as trés isoformas do gene RAS,
entretanto as mutacbes do Hras parecem ser altamente prevalentes em
detrimento de Kras e o Nras (MURUGAN et al., 2012). O Hras tem alta
incidéncia de mutacfes em populacdes asidticas que possuem o habito de
mascar tabaco, betel e fazer uso de cigarro. Entretanto, mutagées nos genes
RAS mostraram ser menos prevalentes em CEC bucal da populacdo
ocidental. A incidéncia da mutacdo RAS em cada etnia foi documentada como
muito diferente e descrito que a diferenca da mutacdo RAS pode refletir a
etiologia e a origem étnica (MURUGAN et al., 2012).

O gene FIP200 quando inibido resulta em multiplos defeitos de
autofagia, incluindo acumulos de agregados de proteinas ubiquitinadas e
P62/SQSTM1, conversao deficiente de LC3 e aumento do numero de
mitocondrias com morfologia anormal nas células tumorais. Autores
observaram que a ablacdo FIP200 aumenta o nimero de mitocéndrias com
morfologia anormal nas células tumorais mamarias e reduz significativamente
sua proliferacdo. Na literatura em modelo de cancer de mama, a inibicdo da
autofagia pela dele¢cdo FIP200 suprime o inicio e a progressdo do tumor
mamario (WEI et al., 2011).

A revisdo de literatura demonstrou até o momento que O processo
autofagico esta alterado durante a carcinogénese. Dessa forma, é relevante
avaliar se a manipulacdo do processo autofagico pode interferir no desfecho

de desenvolvimento do cancer e na evolucdo da neoplasia.

1.6 MODULACAO DA AUTOFAGIA

Atualmente um dos inibidores de autofagia mais estudados é a
hidroxicloroquina (HCQ). A hidroxicloroquina é uma droga utilizada ha
décadas como tratamento para a malaria. Atualmente sdo conhecidas outras
propriedades desse farmaco com atuacdo anti-inflamatéria, capacidade

imunomodulatéria e também anti-neoplasica. Dentre 0s inlmeros mecanismos

30



associados a terapia anti-neoplasica, um dos principais mecanismos € a
inibicdo do processo autofagico (THOME et al., 2013; BISHOP, 2018).
Existem varios outros inibidores de autofagia, que inibem diferentes fases da
autofagia, mas o Unico inibidor de autofagia clinicamente aprovado para uso
em humano € a cloroquina (CQ) e seus derivados, como hidroxicloroquina
(HCQ) (BISHOP, 2018).

A hidroxicloroquina atua acumulando-se no interior dos lisossomos, na
sua forma n&o protonada, e assim sequestra 0s protons levando ao aumento
do pH lisossomal. O aumento do pH lisossomal impede que o lisossomo se
fusione com os autofagossomos formados, impedindo assim a degradacéo do
contetdo presente no autofagossomo (KIMURA et al., 2012). A inibicdo da
atividade lisossébmica pela hidroxicloroquina paralisa a Ultima etapa da
autofagia, a degradacdo do autolisossomo, e consequentemente resulta na
falha em fornecer energia através da via da autofagica. Como a autofagia
contribuiu para promocao de neoplasias, a hidroxicloroquina pode sensibilizar
as células cancerigenas através da inibicdo da autofagia (KIMURA et al.,
2012). Também se sabe que a combinacdo da hidroxicloroquina com outros
farmacos quimioterapicos como o 5-fluorouracila, bortezomib e cisplatina,
diminui a proliferagcdo de células tumorais (LIANG et al., 2014).

No entanto a dose necessaria de hidroxicloroquina para inibir a autofagia
celular in vivo ndo esta estabelecida. Estudos como de Amaravadi e
colaboradores (2007) demonstraram que o potencial da inibicdo farmacéutica
da hidroxicloroquina na autofagia ndo deve ser superior a 50 mg/kg/dia em
modelos animais, pois nessa dose, 0s autofagossomos ineficazes se
acumulam nas células neoplasicas, indicando que a hidroxicloroquina
sistémica pode impedir a autofagia in vivo (AMARAVADI et al., 2007). Do
mesmo modo, discute-se sobre qual € a dose segura em mg/kg da cloroquina
in vivo. Considera-se que uma dose inferior a 10mg/kg/dia é considerada ideal
por ndo ocasionar efeitos colaterais em seres humanos. Entretanto, o efeito da
cloroquina em concentracdes inferiores a 10mg/kg/dia utilizada em estudos in
vivo em animais e in vitro ndo foi avaliada para a inibicdo do processo
autofagico (PASCOLO, 2016). Dessa forma, a dose ideal para esse fim, ainda
deve ser determinada.

A literatura relata estudo com animais que utilizaram hidroxicloroquina
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para inibir a autofagia celular. No estudo de Carchman e colaboradores em
2016, camundongos transgénicos HPV16 (K14E6/E7) e camundongos né&o
transgénicos (FVB/N) foram tratados topicamente com o carcinégeno quimico,
7,12-Dimetilbenz [a] antraceno (DMBA), para induzir o cancer anal. Alguns
animais receberam concomitantemente hidroxicloroquina na dosagem de 3,5
mg/Kg através de injecdo intraperitoneal 5 dias por semanas, durante 20
semanas. Em ambos os camundongos transgénicos e nao transgénicos
tratados com DMBA e fazendo uso de hidroxicloroquina observou-se aumento
significativo no desenvolvimento do céancer anal, sem diferenca entre 0s

grupos.

De modo semelhante o estudo de Rademacher e colaboradores (2017),
avaliou a modulacdo autofagica na carcinogénese anal de camundongos. Os
camundongos K14E6/E7 foram tratados com o carcinégeno topico DMBA
semanalmente e avaliados quanto a tumores ao longo de 20 semanas. Ao
mesmo tempo, eles receberam cloroquina para inibir a autofagia na dosagem
de 3,5 mg/kg através de injecédo intraperitoneal 5 dias por semana, durante 20
semanas e 0s demais animais recebiam BEZ235 para induzir a autofagia,
respectivamente. Ambos os grupos desenvolveram tumores anais, entretanto
todos os camundongos que receberam cloroquina e DMBA desenvolveram
tumores anais muito mais cedo em comparagdo com 0s que nao receberam

cloroquina.

O conjunto de informacdes apresentadas até o momento evidenciam a
necessidade de ampliar a pesquisa sobre o papel da autofagia na
carcinogénese bucal e quais os efeitos sdo esperados da modulacdo desse
processo in vivo. Essas informagdes podem contribuir para o desenvolvimento

de estratégias terapéuticas na prevencgdo do cancer bucal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as desordens potencialmente malignas ao longo do tempo

em um servico de diagnodstico em Patologia Bucal de Porto Alegre e verificar

os efeitos da modulacdo do processo autofagico na carcinogénese bucal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar um levantamento das desordens potencialmente malignas
(queilite actinica, leucoplasia e eritroplasia) no servico de Patologia
Bucal da UFRGS;

Correlacionar as variaveis clinico-patologicas das desordens
potencialmente malignas para identificacdo de fatores que possam
determinar o risco de progressao dessas lesfes;

Realizar uma analise temporal das desordens potencialmente malignas
“para detectar mudancas nos perfis dos individuos acometidos por
essas patologias;

Avaliar in vivo os efeitos do inibidor de autofagia hidroxicloroguina

durante o processo de carcinogénese oral em modelo animal.
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3. ARTIGO 1

PERFIL DAS DESORDENS POTENCIALMENTE MALIGNAS BUCAIS E
SUAS VARIACOES AO LONGO DAS DECADAS

A ser submetido no periédico Oral Diseases (ISSN:1601-0825)

RESUMO

O céancer de boca é a quinta neoplasia mais comum no Brasil. Sua incidéncia
e mortalidade variam de acordo com a localizacdo geografica. O diagnostico
tardio afeta na sobrevida e no progndstico, sendo necessario melhorar o
diagnéstico precoce. Algumas lesdes podem preceder o cancer bucal, e séo
denominadas desordens potencialmente malignas orais (DPMO). No ocidente
as DPMO mais prevalentes sédo: liquen plano, leucoplasia, eritroplasia e
queilite actinica. O objetivo deste estudo foi realizar um levantamento das
DPMO diagnosticadas a partir de um servico de Patologia de Porto Alegre
num periodo de 38 anos e avaliar quais sdo os fatores que determinam a
severidade das lesdes. Este estudo retrospectivo, foi realizado a partir da
analise de 31663 laudos, no qual as lesbes foram selecionadas de acordo
com a hipotese de diagnostico clinico (leucoplasia, eritroplasia, queilite
actinica e leucoeritroplasia) e diagnostico microscopico (alteracbes de
proliferacdo e maturacdo epiteliais). Foram extraidos dados importantes
relacionados a les@es, e para a realizacdo da analise dos dados a localizacéo
das lesbes foi agrupada em alto risco (borda de lingua, assoalho bucal e
palato) e baixo risco (todas as demais localizagdes intrabucais). Das 31663
lesBes diagnosticas 567 eram DPMO, representando 1,79% do total. A maioria
da amostra é do sexo masculino (55,8%), com idade superior a 50 anos (60%)
e da raca branca (78,4%). A leucoplasia (77,4%) foi DPMO mais frequente, se
localizando principalmente nas regides de baixo risco (67,9%). As lesdes
presentes em localizacdo de alto risco apresentaram diagndsticos
microscépicos mais severos (displasia epitelial/CEC), enquanto lesbes ndo
displasicas e queilite actinica estavam predominantemente localizadas em
sitios de baixo risco (p<0.001). Na analise temporal nota-se uma mudanca no
perfil do paciente acometido pelas DPMO entre os anos de 2010 a 2017 no
qual demonstra uma diminuicdo de pacientes jovens. Desse modo o perfil dos
pacientes acometidos por DPMO na nossa populacdo € semelhante ao
demonstrado em outros estudos, sendo a leucoplasia a lesdo mais frequente,
e localizada mais comumente em regides de baixo risco e microscopicamente
diagnosticada como nao-displasica. As queilites actinicas e eritroplasias foram
menos frequentes, porém associadas a alteragbes histopatologicas mais
severas.

Palavras-chave: Cancer bucal; leucoplasia; eritroplasia; queilite actinica;
desordens potencialmente malignas.
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INTRODUCAO

O cancer da cavidade bucal é a 112 neoplasia maligna mais comum no
mundo (GHANTOUS & ABU ELNAAJ, 2017). Atualmente, no Brasil, o cancer
bucal ocupa a quinta posi¢cao entre as neoplasias mais comuns que afetam o
sexo masculino, com mortalidade de 4891 pessoas por ano. A incidéncia e
mortalidade deste tumor apresentam variabilidade de acordo com a

localizacéo geografica em que € diagnosticado (INCA, 2020).

O diagnostico tardio do cancer bucal é o fator mais importante que afeta
a sobrevida geral e o prognéstico, portanto, é necessario um esforco
significativo para melhorar o diagndstico precoce. O diagndstico precoce
desse tipo de cancer sé é realizado em cerca de 15% dos casos e a maioria
dos pacientes ja apresenta metastases no inicio do tratamento (LE CAMPION
et al., 2017).

Algumas lesdes podem preceder o cancer bucal, e sdo chamadas de
desordes potencialmente malignas orais (DPMO) (WARNAKULASURIYA et
al., 2007; REIBEL et al., 2017). E de extrema importancia a identificacéo
precoce do DPMO pelos profissionais de saude, uma vez que o diagnostico
precoce melhora o progndstico e a sobrevida desses pacientes. As DPMO
podem ser definidos como alteracées morfolégicas e moleculares da mucosa
oral, cuja evolugcdo pode culminar no desenvolvimento de tumores malignos
onde se encontram (REIBEL et al., 2017).

As DPMO séo classificadas em leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica,
fiborose submucosa oral, lesdo palatina associada ao tabagismo reverso,
liguen plano oral, lapus eritematoso discoide, disceratose congénita e
epidermodlise bolhosa (WARNAKULASURIYA et al., 2007; GANESH et al.,
2018). No ocidente as DOPM mais prevalentes sado: liqguen plano, leucoplasia,
eritroplasia e queilite actinica (VAN DER WALL, 2009). Devido ao fato de o
potencial de cancerizacado do liquen plano ainda ser discutido (GONZALEZ-
MOLES et al., 2008) e que a inclusdo dessa patologia necessitaria de dados

clinicos mais abrangentes essa leséo nao foi incluida neste levantamento.

De acordo com a OMS, leucoplasia € definida como uma mancha ou
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placa branca ndo removivel por raspagem e que ndo pode ser caracterizada
clinicamente ou histopatologicamente como nenhuma outra patologia (OMS,
2017; VAN DER WAAL, 2009; SCULLY; BAGAN, 2009). A prevaléncia
mundial da leucoplasia bucal € de aproximadamente 4,11% no mundo
(MELLO et al., 2018). O diagndstico clinico da leucoplasia é realizado por
exclusao, descartando outras patologias semelhantes da mucosa bucal (VAN
DER WAAL, 2009). Frente ao diagnostico clinico de leucoplasia, a realizagédo
do exame histopatolégico € mandatéria para a identificacdo das alteracbes
epiteliais (VAN DER WAAL, 2009). Atualmente, considera-se que a taxa de
transformacao maligna de lesBes leucoplasicas € de aproximadamente 2 a 3%
anualmente (CARRARD & VAN DER WAAL, 2018). Porém, estudos indicam
que existe uma possibilidade de 36% de transformagdo maligna da
leucoplasia oral quando essa apresenta microscopicamente displasia epitelial
(LIMA, 2012).

Do mesmo modo que a leucoplasia, a eritroplasia é definido como uma
mancha ou placa avermelhada que ndo pode ser caracterizada clinicamente
ou histopatologicamente como qualquer outra doenca definivel (VAN DER
WAAL, 2009). A eritroplasia é pouco frequente, existem poucos dados sobre
sua prevaléncia, a maioria dos dados é estabelecida em grupos selecionados
de individuos. No estudo realizado por Ferreira e colaboradores em 2016 com
uma populacdo de trabalhadores rurais do nordeste do Brasil constatou-se
que 0,3% das desordens potencialmente malignas bucais eram eritroplasias
(FERREIRA et al, 2016). O uso de tabaco, &lcool e infeccdes por
Papilomavirus humano (HPV) sao considerados fatores etioldgicos
(HOLMSTRUMP, 2018). A eritroplasia tem o maior risco de transformacéo
maligna em comparacdo com todas as outras desordens potencialmente
malignas bucais. O alto risco de transformacdo maligna baseia-se no fato de
gue histologicamente se apresenta comumente como displasia epitelial,
carcinoma in situ ou jA como carcinoma espinocelular (REICHART et al.,
2005). Atualmente ndo ha nenhuma ferramenta diagnodstica confiavel para
identificar quais eritroplasias progredirdo para uma neoplasia, entretanto para
obter o melhor progndstico possivel para os pacientes com eritroplasias é que

devem ser acompanhados em intervalos curtos, independentemente da
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possivel relagcdo com outras doencas ou irritantes (HOLMSTRUMP, 2018).

A queilite actinica € uma DPMO que ocorre exclusivamente nos labios,
e tem como principal fator etiologico a exposicdo excessiva e prolongada aos
raios ultravioletas (GONZAGA, 2017). A sua prevaléncia varia de 0,24% a
2,4% na populagcdo, entretanto em estudos que investigam 0S Qrupos
populacionais envolvidos em atividades ao ar livre, as prevaléncias variaram
entre 4,2 e 43,2% (ZANETTI et al.,, 2007; SARMENTO et al.,, 2014). As
caracteristicas clinicas séo variaveis e incluem atrofia do vermelh&o do labio
inferior, &reas eritematosas ou leucoplasicas, Ulceras e fissuras. Um aspecto
importante é a perda de nitidez entre o vermelhdo do labio e a pele
(SARMENTO et al.,, 2014, GONZAGA, 2017). Histologicamente, apresenta
alteracOes epiteliais que variam de hiperplasia, acantose ou atrofia do epitélio,
espessamento da camada de ceratina e por vezes pode apresentar displasia
epitelial de leve a severa. No tecido conjuntivo a degeneracéo basofilica das
fibras colagenas € denominada elastose solar (PILATI, 2016; SARMENTO et
al., 2014). Nao é possivel prever quais lesbes sofrerdo transformacéo maligna,
entretanto o0 prognostico depende da severidade das alteracbes

histopatolédgicas e da mudanca de habitos do paciente.

O diagndstico e conduta adequada de individuos portadores de DPMO
sdo fatores cruciais para melhorar o prognostico e os indices de mortalidade
do cancer bucal. Para tanto, é fundamental conhecer o perfil desses
individuos, sendo que esse perfil pode apresentar variacbes regionais.
Portanto, o objetivo deste estudo é realizar um levantamento das DPMO
diagnosticadas a partir de um servico de Patologia Bucal de Porto Alegre num
periodo de 38 anos e avaliar quais sao os fatores que determinam a

severidade das lesodes.
METODOLOGIA
Considerac0es éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil (protocol number
4.095.472).
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Desenho do estudo e amostra

Este estudo retrospectivo, foi realizado a partir da analise dos arquivos
do laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre. Os
dados foram coletados a partir de fichas de bidpsias realizados de 1979 até
2017, por 4 pesquisadores calibrados previamente.

As lesbes foram selecionadas de acordo com a hipotese de diagndstico
clinico e diagndstico microscépico. Foram incluidas aquelas lesGes que
tiveram um diagndstico clinico de leucoplasia, eritroplasia, leucoeritroplasia ou
queilite actinica. Histopatologicamente, as lesGes deveriam apresentar
diagnésticos de alteracbes de proliferacdo e maturacdo epiteliais. Também
foram incluidas lesbes em que os clinicos que enviaram 0 espécime o
diagnosticaram como carcinoma espinocelular, porém ndo eram lesdes
ulceradas e nem apresentavam diagndstico histopatologico de malignidade,
mas sim de alteracdes epiteliais compativeis com DPMO. As lesGes que
apresentaram diagndstico histopatologico diverso foram excluidas do estudo.
Foram revisados 31663 laudos, sendo incluidos no estudo dados de 567
espécimes de 480 pacientes compativeis com DPMO registrados no
laboratorio. A partir das fichas de bidpsias foram extraidas informacdes sobre
idade, sexo, raga, habitos relacionados ao tabagismo, consumo de &lcool,
exposi¢cdo solar e consumo de chimarrdo, além de dados relacionados as
lesGes, como localizacdo anatdmica, aspecto clinico, tipo de biopsia,
diagnéstico clinico e diagndstico histopatolégico. Para realizacdo da analise
dos dados a localizacdo das lesbes foi agrupada em alto risco (borda de
lingua, assoalho bucal e palato) e baixo risco (todas as demais localizacdes
intrabucais). Os diagnésticos histopatologicos de hiperplasia epitelial,
hiperceratose/hiperparaceratose e acantose foram agrupados e definidos

como nao-displasicos.
Analise estatistica

As associagles entre as variaveis estudadas e o diagndéstico clinico e

diagnoéstico histopatologico foram realizadas pelo teste de qui-quadrado

46



somente para 0s casos validos. Quando significativa a analise local foi
verificada pela andlise de residuos padronizados ajustados, enfatizando as
categorias com valores maiores ou iguais que 1,96. O nivel de significancia
adotado foi de 0,05.

Para o desfecho diagndstico histopatoldgico, usando como referéncia a
categoria “ndo displasico” analisando o efeito da categoria “displasia epitelial
ou CEC”, utilizamos o modelo de regressao de Poisson para estimar razoes
de prevaléncia (RP) brutas e ajustadas e seus respectivos 1C95%. A
significAncia estatistica das raz6es de prevaléncias obtidas nos modelos de
regressdo de Poisson foi avaliada pela estatistica de Wald. Inicialmente foi
realizada a andlise bruta das variaveis estudadas entre os desfechos. As
variaveis com significancia menores, ou iguais, a 0,10, foram incluidas como
candidatas no modelo multivaridvel e com uma selecdo backward das
variaveis, s6 permaneceram no modelo final as com um nivel de significancia
de menor ou igual a 0,05. As analises foram realizadas no SPSS v.25. O
grafico da regressao univariavel foi realizada no software R com o pacote

beeswarm.

RESULTADOS

Das 31663 lesdes bucais diagnosticadas no periodo estudado, 567
eram DPOM, representando 1,79% do total. O estudo incluiu uma amostra de
567 espécimes provenientes de 480 pacientes, 87 (18,12%) tiveram mais de
uma lesdo biopsiada. Observa-se que a maior parte da amostra é do sexo
masculino (55,8%), com idade superior a 50 anos (60%) e da raca branca
(78,4%). Em relagdo a exposicao aos fatores de risco, a maior parte das fichas
ndo continha essas informag¢des, porém, considerando as informagdes
disponiveis a maioria dos individuos era fumante (28,4%) ou relatou ja ter
fumado (6,7%). A respeito da ingestdo de alcool, o maior percentual é de ndo

consumidores (19,2%), seguida de etilistas (16,7%) e ex-etilistas (4,05%).

A categorizagdo da amostra de acordo com o diagnostico clinico esta
apresentada na tabela 1. A DPMO mais frequente foi a leucoplasia,
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representando 77,4% do total. A localizacdo das lesdes leucoplasicas foi
preferencialmente nas regibes de baixo risco (67,9%), enquanto, para as
lesbes eritroplasicas/leucoeritroplasicas houve uma mesma distribuicdo entre
as localizacfes de alto e baixo risco. No grupo das lesdes leucoplasicas a
maior parte dos pacientes que informaram sobre seus habitos relataram que
fumam e fazem wuso de @lcool, enquanto no grupo das
eritroplasias/leucoeritroplasias 0 uso de alcool ndo foi predominante. No grupo
da queilite actinica o fumo foi comumente reportado, mas néo o uso de alcool

entre os pacientes que informaram sobre seus habitos.

Como esperado, em relagdo ao diagnostico clinico observamos uma
associacao estatisticamente significativa com o aspecto clinico, ou seja, entre
leucoplasia e leséo de cor branca (p<0,001), entre
eritroplasia/leucoeritroplasia e lesdo vermelha (p<0,001), enquanto a queilite
actinica foi associada aos diagnoésticos clinicos de queilite ou CEC (p<0,001)
(tabela 1).

Quanto a localizacdo anatdbmica foi observada uma associacao
significativa (p<0.001) entre a queilite actinica e localizagbes de baixo risco,
visto que esta € uma lesao exclusiva do labio inferior, enquanto o diagndstico

clinico de CEC foi associado a localizacfes de alto risco.

Comparando os diagnosticos histopatoldgicos e as variaveis estudadas
observamos que nas lesdes diagnosticadas clinicamente como leucoplasias o
diagnéstico histopatolégico mais observado foi o ndo-displésico, observado
em 78,4% dos casos. Ja nas lesbes eritroplasicas/leucoeritroplasicas o
diagnéstico microscopico mais comum foi de displasia epitelial/l CEC em 70%
dos casos. As (queilites actinicas diagnosticadas clinicamente obtiveram
diagnostico histopatoloégico compativel em 41,7% dos casos, no entanto,
41,7% também obtiveram diagndstico histopatologico de displasia
epitelial/CEC. Semelhantemente, em relacdo a variavel aspecto clinico,
encontrou-se associacdo significativa entre histopatologia ndo-displasica e
lesdo branca, displasia epitelial/ CEC com lesdo vermelha, e leséo
branca/vermelha com queilite actinica (tabela 2).
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Tabela 1 - Associacdes entre o diagndstico clinico e as variaveis estudadas.

Diagnéstico Clinico

Leucoplasia L Eritroplasia/_ ngeil_ite CEC N&o
(n=439) eucoegtroplasm act_lnlca (n=7) Informado 0
(n=10) (n=24)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Década
até 1990 18 (4,1) 0 (0) 0 (0) 2 (28,6) 19 (21,8) <0,001
1991 - 2000 39 (8,9) 1 (10) 0 (0) 1(14,3) 22 (25,3)
2001 - 2010 165 (37,6) 0 (0) 1(4,2) 1(14,3) 29 (33,3)
2011 - 2017 217 (49,4) 9 (90) 23 (95,8) 3(42,9) 17 (19,5)
Sexo
Mulher 193 (44,2) 5 (50) 6 (25) 4 (57,1) 42 (48,3) 0,229
Homem 244 (55,8) 5 (50) 18 (75) 3(42,9) 44 (50,6)
N&o informado 2 (0,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(1,1)
Idade
até 40 anos 60 (14,2) 1 (10) 1(4,3) 1(14,3) 21 (24,1) 0,684
41 a 50 anos 107 (25,2) 1 (10) 8 (34,8) 2 (28,6) 14 (16,1)
acima de 51 anos 257 (60,6) 8 (80) 14 (60,9) 4 (57,1) 44 (50,6)
Nao informado 15 (3,4) 0 (0) 1(4,2) 0 (0) 8(9,2)
Raca
Branco 348 (86,4) 6 (60) 21 (95,5) 6 (100) 64 (73,6) 0,089
Preto 39 (9,7) 2 (20) 0 (0) 0 (0) 5 (5,7)
Outros 16 (4) 2 (20) 1(4,5) 0 (0) 0 (0)
N&o informado 36 (8,2) 0 (0) 2 (8,3) 1(14,3) 18 (20,7)
Aspecto Clinico
Lesdo branca 369 (95,1) 5 (50) 15 (68,2) 3 (60) 50 (57,5) <0,001
Les&o vermelha 14 (3,6) 3(30) 2(9,1) 0 (0) 10 (11,5)
Les&o branca/vermelha 4 (1) 1(10) 1(4,5) 0 (0) 2(2,3)
Queilite 1(0,3) 1 (10) 4(18,2) 2 (40) 6 (6,9)
Nao informado 51 (11,6) 0 (0) 2(8,3) 2 (28,6) 19 (21,8)
Fumo
N&o 62 (26,5) 3(42,9) 8 (50) 1(33,3) 5(5,7) 0,422
Sim 138 (59) 3(42,9) 6 (37,5) 2 (66,7) 10 (11,5)
Ex-fumante 34 (14,5) 1(14,3) 2 (12,5) 0 (0) 1(1,1)
N&o informado 205 (46,7) 3 (30) 8 (33,3) 4 (57,1) 71 (81,6)
Alcool
Nao 87 (45,3) 5(83,3) 7 (46,7) 1 (50) 8(9,2) 0,057
Sim 87 (45,3) 0 (0) 4 (26,7) 1 (50) 3(3,4)
Ex-etilista 18 (9,4) 1(16,7) 4 (26,7) 0 (0) 0 (0)
N&o informado 247 (56,3) 4 (40) 9 (37,5) 5 (71,4) 76 (87,4)
Exposi¢édo Solar
Nao 6 (75) 0 (0) 1(33,3) 0 (0) 0 (0) 0,491
Sim 2 (25) 0 (0) 2 (66,7) 0 (0) 0 (0)
Nao informado 431 (98,2) 10 (100) 21 (87,5) 7 (100) 87 (100)
Chimarrédo
N&o 6 (66,7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) -
Sim 3(33,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
N&o informado 430 (97,9) 10 (100) 24 (100) 7 (100) 87 (100)
Trauma Local
Nao 87 (56,1) 2 (40) 11 (73,3) 0 (0) 8(9,2) 0,178
Sim 68 (43,9) 3 (60) 4 (26,7) 2 (100) 6 (6,9)
N&o informado 284 (64,7) 5 (50) 9 (37,5) 5(71,4) 73 (83,9)
Tipo de Bidpsia
Incisional 217 (55,4) 7 (87,5) 14 (58,3) 3(60) 20 (23) 0,347
Excisional 175 (44,6) 1(12,5) 10 (41,7) 2 (40) 26 (29,9)
N&o informado 47 (10,7) 2 (20) 0 (0) 2 (28,6) 41 (47,1)
Localizagdo Anatomica
Alto risco 137 (32,1) 5 (50) 0 (0) 5(83.3) 16 (18,4) <0,001
Baixo risco 290 (67,9) 5 (50) 23 (100) 1(16,7) 68 (78,2)
N&o informado 12 (2,7) 0 (0) 1(4,2) 1(14,3) 3(3,4)

Teste qui-quadrado
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As lesGes presentes em localizacdo de alto risco apresentaram
diagndsticos microscopicos mais severos (displasia epitelial/CEC), enquanto
lesbes ndo displasicas e queilite actinica estavam predominantemente

localizadas em sitios de baixo risco (p<0.001) (tabela 2).

Os casos com diagnadstico histopatologico nao-displasico tiveram uma
associacdo com mulheres e os de queilite actinica com homens. Também foi
encontrada uma associagdo significativa entre diagndstico histopatolégico de
displasia epitelial ou CEC e pacientes acima de 41 anos, e do mesmo modo
entre diagnostico ndo-displasico com pacientes com idade inferior a 40 anos
(tabela 2).

Observamos que a propor¢cdo de DPMO com diagndsticos
histopatoldgicos mais severos (displasia epitelial ou CEC) aumentou ao longo
das décadas, assim como as lesdes diagnosticadas como queilite actinica
(tabela 2).

Através da andlise temporal dos dados observa-se que no periodo de
1965 a 1990 a maioria dos casos acometiam homens (58%) de idade acima
de 51 anos (43,58%). Com relacdo a localizacdo das lesGes, a maior parte
encontra-se em regido de baixo risco (84,61%) e com aspecto clinico de lesédo
branca (51,28%). Ja o diagnoéstico clinico predominante foi a leucoplasia
(46,15%) com o diagnostico histopatolégico ndo-displasico (76,92%) (Tabela
3).

Nos anos de 1991 até 2000 observa-se uma alteracdo do perfil
predominando os casos em mulheres (50,79%) brancas (84,12%) acima de 51
anos (41,27%). A localizacdo das lesbes permaneceu majoritariamente nas
regides de baixo risco (74,60%) com aspecto clinico de lesdo branca
(71,42%). Os diagnosticos clinicos mais prevalentes foram de leucoplasia
(61,9%) com diagnostico histopatolégico como néao-displasico (79,36%)
(Tabela 3).
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Tabela 2 - Comparacao das proporcgdes entre o diagnostico histopatologico e
as variaveis estudadas.

Diagndstico Histopatoldgico

Né&o displasico Displasia epitelial / Queilite Actinica p
(n=410) CEC (n=127) (n=30)
n (%) n (%) n (%)

Diagndstico Clinico
Leucoplasia 344 (78,4) 80 (18,2) 15 (3,4) <0,001
Eritroplasia / Leucoeritroplasia 3(30,0) 7 (70,0) 0 (0)
Queilite actinica 4 (16,7) 10 (41,7 10(41,7)
CEC 1(14,3) 6 (85,7 0 (0)
Década
até 1990 30 (7,3) 9(7,1) 0 (0) 0,029
1991 - 2000 50 (12,2) 12 (9,4) 1(1,6)
2001 - 2010 153 (37.3) 34 (26,8) 9 (4,6)
2011 - 2017 177 (43,2) 72 (56.7) 20 (7.4)
Sexo
Mulher 198 (79,2) 47 (18,8) 5(2) <0,001
Homem 209 (66,6) 80 (25,5) 25 (8
N&o informado 3(0,7) 0 (0) 0 (0)
Idade
até 40 anos 71 (84,5) 11 (13,1) 22,4 0,049
41 a 50 anos 88 (66,7) 37 (28) 7 (5,3)
acima de 51 anos 233 (71,3) 73 (22,3) 21 (6,4)
N&o informado 18 (4,4) 6 (4,7) 0 (0)
Raca
Branco 321 (72,1) 97 (21,8) 27 (6,1) 0,930
Preto 35 (76,1) 10 (21,7) 1(2,2)
Outros 14 (73,7) 4(21,1) 1(5,3)
N&o informado 40 (9,8) 16 (12,6) 1(3,3)
Aspecto Clinico
Lesdo branca 335 (75,8) 86 (19,5) 21 (4,8) <0,001
Leséo vermelha 11 (37,9) 15(51,7) 3(10,3)
Leséo branca/vermelha 4 (50) 3 (37,5) 1(12,5)
Queilite 4 (28,6) 10 (71.,4) 0 (0)
N&o informado 56 (13,7) 13 (10,2) 5(16,7)
Fumo
Nao 50 (63,3) 25 (31,6) 4 (5,1) 0,163
Sim 117 (73,6) 34 (21,4) 8 (5)
Ex fumante 25 (65,8) 8 (21,1) 5(13,2)
N&o informado 218 (53,2) 60 (47,2) 13 (43,3)
Alcool
Nao 74 (68,5) 28 (25,9) 6 (5,6) 0,110
Sim 69 (72,6) 21 (22,1) 5 (5,3)
Ex etilista 10 (43,5) 10 (43,5) 3(13)
N&o informado 257 (62,7) 68 (53,5) 16 (53,3)
Exposicéo Solar
Nao 6 (85,7) 0 (0) 1(14,3) 0,491
Sim 2 (50) 0 (0) 2 (50)
N&o informado 402 (98) 127 (100) 27 (90)
Chimarrédo
Nao 6 (100) 0 (0) 0 (0) 0,333
Sim 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0)
N&o informado 402 (98) 126 (99,2) 30 (100)
Trauma Local
Nao 69 (63,9) 30 (27,8) 9(8,3) 0,255
Sim 61 (73,5) 19 (22,9) 3(3,6)
N&o informado 280 (68,3) 78 (61,4) 18 (60)
Tipo de Biopsia
Incisional 183 (70,1) 65 (24,9) 13 (5) 0,190
Excisional 161 (75,2) 39 (18,2) 14 (6,5)
Né&o informado 66 (16,1) 23 (18,1) 3 (10)
Localizagdo Anatémica
Alto risco 102 (62,6) 61 (37.4) 0 (0) <0,001
Baixo risco 293 (75.7) 64 (16,5) 30 (7.8)
N&o informado 15 (3,7) 2(1,6) 0 (0)
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Ao analisarmos o periodo entre os anos de 2001 e 2010 voltamos a
encontrar perfil predominante de homens (55,61%) de raca branca (80,6%)
com idade acima de 51 anos (51,53%). Observa-se um padrdao semelhante
aos periodos anteriores quanto a localizagcdo anatdmica, aspecto clinico,
diagnéstico clinico e diagnostico histopatologico, em que a maioria dos casos
sao de baixo risco (69,38%), leséo branca (84,69%), leucoplasias (84,18%) e
diagndstico histopatologico ndo-displasico (78,06%) (Tabela 3).

Nos anos entre 2011 e 2017 observa-se alteracdo do perfil dos
pacientes, em que a maioria dos casos acometeram mulheres (43,86%)
brancas (78,81%) acima de 51 anos (68,02%). O habito de fumar esta
presente em 40,89% dos pacientes e 33,45% relataram néo fazer consumo de
alcool. O padrdo da localizacdo e do aspecto clinico manteve-se em baixo
risco (63,56) e lesdo branca (78,43%), assim como o diagndstico clinico de
leucoplasia (80,66%), entretanto o diagnostico histopatolégico mais prevalente
foi displasia epitelial (21,93%) (Tabela 3).
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Tabela 3- Distribuicdo das variaveis de acordo com o periodo analisado.

Até 1990 1991 a 2000 2001 a 2010 2011 a 2017 p
(n=39) (n=63) (n=196) (n=269)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Diagnostico clinico
Leucoplasia 18 (46,15) 39 (61,9) 165 (84,18) 217 (80,66) 0.164*
Eritroplasia / Leucoeritroplasia 0(0) 1(1,58) 0 (0) 9 (3,34)
Queilite actinica 0 (0) 0 (0) 1(0,51) 23 (8,55)
CEC 2(5,12) 1(1,58) 1(0,51) 3(1,15)
NI 19 (48,71) 22 (34,92 29 (14,79) 17 (6,31)
Diagndstico HP
N&o-displasico 30 (77) 50 (79,36) 153 (78,06) 177 (65,79)
Displasia Epitelial 8 (20,51) 12 (19,04) 32 (16,32) 59 (21,93) 0,0254*
CEC 1 (2,56) 0 (0) 2(1,02) 13 (4,83)
Queilite Actinica 0 (0) 1(1,58) 9 (4,59) 20 (7,43)
Sexo
Mulher 15 (38,46) 32 (50,79) 87 (44,38) 118 (43,86) 0,695*
Homem 23 (58,97) 31 (49,21) 109 (55,61) 151 (56,13)
N&o informado 1(2,56) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Idade
até 40 anos 15 (38,46) 19 (30,15) 28 (14,28) 22 (8,17) < 0.0001*
41 a 50 anos 6 (15,38) 16 (25,39) 57 (29,08) 53 (19,70)
acima de 51 anos 17 (43,58) 26 (41,26) 101 (51.53) 183 (68,02)
Nao informado 1 (2,56) 2(3,17) 10 (5,10) 11 (4,08)
Raca
Branco 22 (56.41) 53 (84,12) 158 (80,61) 212 (78,81) < 0.0001*
Preto 2 (5,12) 2(3,17) 22 (11,22) 20 (7,43)
Outros 0 (0) 0 (0) 3(1,53) 16 (5,94)
Nao informado 15 (38,46) 8 (12,69) 13 (6,63) 21 (7,8)
Aspecto clinico
Lesao branca 20 (51,280) 45 (71,42) 166 (84.69) 211 (78,43) < 0.0001*
Les&o vermelha 5(12,82) 9 (14,28) 2(1,02) 13 (4,83)
Les&o branca/vermelha 0 (0) 2(3,17) 0 (0) 6 (2,23)
Queilite 1 (2,56) 0 (0) 1(0,51) 12 (4,46)
N&o informado 13 (33,33) 7(11,11) 27 (13,77) 27 (10,03)
Fumo
Nao 0 (0) 0 (0) 12 (6,12) 67 (24,90) 0.0265*
Sim 5(12,82) 8 (12,69) 36 (18,36) 110 (40,89)
Ex fumante 0 (0) 0 (0) 5(2,55) 33 (12,26)
Né&o informado 34 (87,17) 55 (87,31) 143 (72,95) 59 (21,93)
Alcool
N&o 0 (0) 0 (0) 18 (9,18) 90 (33,45) 0.9257*
Sim 0 (0) 1 (1,58) 14 (7,14) 80 (29,73)
Ex etilista 0 (0) 0 (0) 4 (2,04) 19 (7,06)
N&o informado 39 (100) 62 (98,42) 160 (81,63) 80 (29,73)
Trauma
Nao 0 (0) 0 (0) 10 (5,10) 98 (36,43) 0,0838**
Sim 0 (0) 0 (0) 15 (7,65) 67 (24,90)
N&o informado 39 (100) 63 (100) 171 (87,25) 104 (38,66)
Chimarréo
Nao 38 (97,43) 0 (0) 5 (2,55) 1(0,37) < 0.0001*
Sim 1 (2,56) 2(3,17) 0 (0) 0 (0)
N&o informado 0 (0) 61 (96,83) 191 (97,45) 268 (99,63)
Exposicao solar
Nao 0 (0) 0 (0) 5 (2,55) 2(0,74) NA
Sim 0 (0) 0 (0) 1(0,51) 3(1,15)
Nao informado 39 (100) 63 (100) 190 (96,93) 263 (97,76)
Tipo de Bidpsia
Incisional 4 (10,25) 7(11,11) 93 (47,44) 157 (58,36) 0,0287*
Excisional 1 (2,56) 14 (22,22) 92 (46,93) 107 (39,77)
N&o informado 34 (87,17) 42 (66,66) 11 (5,61) 5(1,85)
Localizagéo
Alto risco 6 (15,38) 12 (19,04) 56 (28,57) 89 (33,08) 0,0307*
Baixo risco 33 (84.61) 47 (74,60) 136 (69,38) 171 (63,56)
N&o informado 0(0) 4 (6,34) 4 (2,04) 9 (3,34)

*Teste qui-quadrado, ** Fisher's exact test, NA, not available

53



Regresséao de Poisson multivariavel

A selecdo das variaveis incluidas na regressdo multivariavel esta
apresentada na figura 1. A partir da analise multivariavel observamos que o
diagnéstico microscopico mais severo, como displasia epitelial/ CEC é 155%
mais prevalente em individuos com eritroplasias e 315% mais prevalente
naqueles com queilite actinica biopsiada, do que nos individuos com
leucoplasias. Em consonancia com o diagndstico clinico, a presenca de areas
clinicas vermelhas também aumenta a chance de maior severidade de
alteracdo microscoépica. Os pacientes com lesdes vermelhas possuem uma
prevaléncia 149% maior de displasia epitelial ou CEC quando comparados
com a prevaléncia dos individuos com lesdo branca. Outro fator que contribui
para a severidade da lesdo € a localizacao anatdmica, as lesbes presentes em
areas conhecidas como alto risco possuem uma prevaléncia 115% maior de
displasia epitelial ou CEC quando comparadas com a prevaléncia das lesdes

em localizacao de baixo risco.

I
Age - 41 to 50 years (PR=056) | -+ - p=0.054
Year - 2001 - 2010 (PR=0.63) P! ~ p=0.012
Year - 1991 - 2000 (PR=0.67) I—*—:—| - p=0.148
Smaoking status - Current (PR=0.68) - e - p=0.078
Smoking status - Former smoker (PR=0.73} ] — p=0.361
Acohl consumpton - Yes (PR-088) | 4 Rays
cohol consumption - Yes (PR= B ~ p=
Race - Others (PR=0.96) F—4— - p=0923
Race - Black (PR=096) 4  H+— - p=0882
Age - until 40 years (PR=1.24) e - p=0.209
Local trauma - No (PR=1.28) F—+— ~ p=0.333
Type of biopsy - Incisional (PR=1.34) | f—— - p=0.098
Alcohol consumpton - Former (PRo102) | [ 50 02
cohol consumption - Former (PR=1.82) ——q - p=0.
Anatomic sie High risk }_PR=2 09) P —— - <0 001
Clinical Appearance - White/Red lesion (PR=2.10) | k + I | ~ p=0.097
Clinical Diagnosis - Leukoerythroplakia (PR=2.12) - — o | - p=0177
Clinical Appearance - Red lesion (PR=2.82) ! —— ~ p<0.001
Clinical Appearance - Actinic Cheilitis (PFR=3.50) - i e E— r p<0.001
Clinical Diagnosis - Actinic Cheilitis (PR=3.79) | I + | — p<0.001
Clinical Diagnosis - SCC (PR=4.54) | : f . { | p<0.001
Clinical Diagnosis - Erythroplakia (PR=5.30) - ! —— — p<0.001
I

Prevalence ratio (95% CI) P value

Figura 1. Estimativas de razdo de prevaléncia e seus intervalos de confianca
(95%) da regressédo de Poisson entre as variaveis estudadas e o desfecho

displasia epitelial/CEC versus nao-displasicos.
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Tabela 4 - Analise multivariavel por Regressédo de Poisson entre as variaveis
estudadas selecionadas e o desfecho de diagndstico histopatoldgico displasia
epitelial / CEC versus ndo-displasico.

Regressédo de Poisson

RP [IC95%] p
Ano de diagndstico
até 2000 0,909 [0,12; 6,85] 0,926
2001 - 2010 1,137 [0,64; 2,03] 0,665
2011 - 2017 ref
Idade
até 40 anos ref
41 a 50 anos 1,541 [0,51; 4,63] 0,441
acima de 51 anos 1,348 [0,49; 3,73] 0,565
Sexo
Feminino ref
Masculino 1,340 [0,94; 1,90] 0,101
Fumo
N&o ref
Sim 0,807 [0,49; 1,32] 0,390
Ex fumante 1,091 [0,50; 2,38] 0,826
Alcool
N&o ref
Sim 0,667 [0,38; 1,17] 0,160
Ex etilista 1,145 [0,61; 2,15] 0,674
Diagnéstico Clinico
Leucoplasia ref
Eritroplasia / Leucoeritroplasia 2,087 [1,31; 3,33] 0,002
Queilite actinica 4,265 [2,42; 7,52] <0,001
CEC 2,472 [1,45; 4,20] 0,001
Aspecto Clinico
Lesdo branca ref
Lesdo vermelha 2,491 [1,61; 3,86] <0,001
Leséo branca/vermelha 2,540 [1,57;4,12] <0,001
Queilite 1,694 [0,93; 3,10] 0,087
Localizacdo Anatdmica
Alto risco 2,152 [1,49; 3,11] <0,001
Baixo risco ref

Regressédo de Poisson Multivariavel

RP = razédo de prevaléncia

Ref = categorias de referéncia

Desfecho: ter displasia epitelial / CEC vs Nao-displasico (ref)

DISCUSSAO

O cancer bucal ainda apresenta altas taxas de mortalidade, sendo que
a principal causa para esse desfecho é o diagnostico tardio. Logo, a
identificacdo do perfil dos pacientes acometidos por lesbes potencialmente
malignas é indispensavel para estabelecer o diagndstico precoce e estratégias

de prevencao da transformacdo maligna dessas lesGes (PIRES et al., 2020).
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Dentre as 31.663 lesdes diagnosticadas no Laboratério de Patologia
Bucal entre 1973 e 2017, 567 (1,79%) eram desordens orais potencialmente
malignas. Uma revisdo sistematica e meta-andlise recente que inclui 22
estudos de diferentes continentes detectou que prevaléncia geral de DPMO no
mundo era de 4.47% (95% ClI; 2.43 - 7.08), variando entre 0,11% na América
do Norte a 10,54% na Asia, sendo de 3,94% (95% Cl, 2.43 - 5.77) na América
do Sul e Caribe (MELLO et al.,, 2018). Essa grande variacdo pode ser
explicada pelas diferencas ambientais e de exposi¢cédo aos fatores de risco
(NAPIER SS, SPEIGHT PM, 2007).

Na nossa amostra encontramos uma maior prevaléncia de leucoplasia
oral, seguido por queilite actinica, eritroplasia, o que foi semelhante a maioria
dos estudos encontrados na literatura (HAAS et al., 2011; MAIA et al., 2016).
A mesma revisao sisteméatica e meta-analise de prevaléncia de DPMO citada
anteriormente detectou que a lesdo mais prevalente era a fibrose submucosa
oral, lesdo muito comum no oriente devido a habitos como fumo invertido e
marcar betel. Na sequéncia as lesdes mais prevalentes foram leucoplasia,
seguida de queilite actinica e eritroplasia, semelhantemente aos nossos
achados (MELLO et al., 2018). No presente estudo, dentre as DPMO, 77,4%
eram leucoplasia, representando uma prevaléncia de 1,38%, sendo uma
frequéncia semelhante a outros estudos realizados na populacdo brasileira
gue observaram prevaléncias que variavam entre 0,63 e 2,88 % (SILVEIRA et
al., 2009; QUEIROZ et al., 2014; PIRES, 2020). Além disso, o perfil dos
pacientes com leucoplasia observados neste estudo foi semelhante ao perfil j&
descrito de individuos com DPMO, havendo predilecdo pelo sexo masculino e
pela raca branca, na faixa etéria acima dos 51 anos. Adicionalmente, quando
informado, a maioria informou fazer uso de tabaco e alcool, que séo fatores de
risco bem estabelecidos pela literatura, tanto para DPMO quanto para CEC
(QUEIROZ et al, 2014; ARIYAWARDANA et al., 2007; CASTELLSAGUE et al.,
2004).

A queilite actinica predominou em individuos brancos e do sexo
masculino, o que pode ser justificado por essa lesdo acometer usualmente
pessoas de pele clara e pelo tipo predominante de atividade profissional na

regido sul do Brasil, como a pratica da agricultura e pecuaria, nas quais 0s
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individuos se expdem cronicamente a radiacao solar (RODRIGUEZ-BLANCO
et al.,, 2018; MARKOPOULOS et al., 2004). Nossa amostra consta com
apenas 24 lesdes de queilite actinica, esse niumero pouco significativo deve-
se ao fato de que, ao contrario da leucoplasia e eritroplasia onde a biopsia é
mandatoria, somente casos clinicos mais severos de queilite sdo biopsiadas.
Esse fato € confirmado com a forte associacdo observada com diagnostico
microscépico mais severo, sendo a presenca de displasia epitelial ou CEC
315% mais prevalente nos individuos com queilite actinica biopsiada em
comparacao a leucoplasia.

Usualmente em casos leves ou moderados de queilite actinica a
conduta é a orientacdo quanto aos fatores de protecdo solar e o
acompanhamento clinico da lesdo (RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2018). No
entanto, um estudo recente que buscou alcancar um consenso sobre a
taxinomia, diagnostico e manejo da QA entre especialistas e experts utilizando
uma metodologia Delphi, determinou que esta €& uma desordem
potencialmente maligna e que a determinacao dos achados histopatolégicos é
fundamental para o correto manejo dessas lesdes (SEOANE et al., 2021).
Ainda ndo é possivel prever quais casos de QA sofrerdo uma transformacao
maligna, no entanto a literatura apresenta a taxa de malignizacédo de 3,07%
(DANCYCER et al.,, 2018), portanto, o diagndstico precoce e tratamento
adequado sao necessarios (ULRICH et al., 2010).

O perfil demografico das lesdes de eritroplasia também foi semelhante
ao ja publicado na literatura prévia, sendo mais frequente na raca branca e na
faixa etéria acima dos 51 anos (VAN DER WAAL, 2009; HOLMSTRUP, 2018).
Histologicamente 70% das eritroplasias apresentaram diagndstico de displasia
epitelial/CEC, também semelhante aos achados da literatura prévia (YANG et
al., 2014; HOLMSTRUP, 2018). A severidade da eritroplasia esta relacionado
ao grau de maturacdo epitelial, e também com alteracdes moleculares
(REICHART & PHILIPSEN 2005, HOLMSTRUP 2018). Em nossa amostra das
567 desordens orais potencialmente malignas, apenas 10 eram eritroplasias,
sendo essa considerada uma lesdo menos comum. Acredita-se também que
sua baixa incidéncia esteja relacionada a dificuldade de sua identificacdo pois
as lesbes vermelhas apresentam menor contraste com a mucosa oral do que

as lesbes brancas e sdo muitas vezes confundidas com reacdes inflamatorias.
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Existe ainda a possibilidade de que como a maioria sofre transformacéao
maligna, possivelmente sdo diagnosticadas quando ja progrediram para CEC
(YANG et al., 2014).

As DPMO podem acometer qualquer regido da cavidade bucal, no
entanto, as que acometem localizacbes de alto risco requerem cuidado
especial por serem relacionadas com a maior incidéncia de cancer bucal (VAN
DER WAAL, 2009). Assim como na literatura, em nosso estudo, a localizacao
anatdbmica de alto risco foi relacionada significativamente com o diagnéstico
clinico de CEC. Dessa forma, encoraja-se que seja feita uma avaliacéo clinica
minuciosa para que se detecte precocemente quaisquer alteracdes presentes
e possibilite 0 acompanhamento a longo prazo desses pacientes. Tendo em
vista que a localizacdo anatdbmica € um fator essencial a ser considerado
pelos clinicos, uma vez que é um importante fator de risco associado as
DPMO.

Na analise temporal do presente estudo, observamos uma mudanca no
perfil do paciente acometido pelas DPMO. Entre os anos de 1965 e 1990
houve uma maioria de individuos do sexo masculino, com idade acima de 51
anos, sendo a leucoplasia a DPMO mais encontrada. Ja na década seguinte,
observa-se um discreto predominio de mulheres da mesma faixa etaria,
entretanto permanecendo a leucoplasia como lesdo mais frequente. Isso se
deve em parte pelo maior autocuidado das mulheres em relacdo a saude,
fazendo com que as mesmas consultem os profissionais da saide com mais
frequéncia que os homens, e também pode estar associada ao aumento da
frequéncia de exposicdo a agentes carcinogénicos como fumo e alcool na
populacao feminina.(CAMERON et al., 2010, PIRES et al.,2020).

Entre os anos de 2001 e 2010, o perfil epidemioldgico dos pacientes
com DPMO, voltou a predominar no sexo masculino, raga branca, com idade
superior a 51 anos. Entretanto podemos observar na analise longitudinal entre
0s anos 2010 e 2017 uma mudanca no perfil epidemiolégico, no qual houve
uma diminuicdo de pacientes jovens (até 40 anos) acometidos por DPMO, em
contrapartida houve aumento de individuos acima de 51 anos. Estudos
demonstram que o céncer de boca tem se tornado mais frequente em

pacientes jovens, entretanto sua incidéncia é baixa e variavel de acordo com a
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regido geografica, e seu comportamento nao difere quando comparado a uma
populacdo de maior faixa etaria (TOMO et al.,, 2020). Nossos achados
sugerem que esse fendbmeno nao ocorre em relacdo as DPMO da nossa

amostra.

A principal limitacdo do estudo se refere a fonte de informacdes dos
casos que ocorreu a partir das fichas de bidpsia. As fichas se encontravam
muitas vezes incompletamente preenchidas, principalmente as informacdes
relacionadas aos habitos e os fatores de risco, principalmente nas fichas mais
antigas. Com o passar do tempo houve uma melhora na quantidade de
informagdes preenchidas. Os pontos fortes do estudo sdo o tamanho
amostral, bastante expressivo e consideravelmente maior que outros estudos
semelhantes sobre o tema e o periodo abrangente de coleta dos casos que

permite realizar amostras temporais.

O perfil dos pacientes acometidos por DPMO na nossa populacdo é
semelhante ao demonstrado em outros estudos, sendo a leucoplasia a leséao
mais frequente, sendo esta presente principalmente em localizacfes de baixo
risco e microscopicamente diagnosticada como ndo-displasica. As queilites
actinicas e eritroplasias foram menos frequentes, porém associadas a
alteracdes histopatolégicas mais severas. Observamos que ao longo das
décadas aumentou o niumero de lesdes diagnosticadas como queilite actinica,
assim como lesbes com diagndsticos histopatolégicos mais severos.
Concluimos que lesdes com aspecto clinico vermelho e em local de alto risco,
devem ser manejadas cuidadosamente pois apresentam maior risco de

malignizacao.
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4. ARTIGO 2

EFEITO DA INIBICAO DA AUTOFAGIA CELULAR NA CARCINOGENESE
BUCAL - UM ESTUDO IN VIVO

A ser submetido no periédico Carcinogenesis (ISSN 0143-3334)

Resumo

Autofagia é o processo catabdlico que ocorre nos lisossomos, e tem por
finalidade degradar os componentes celulares e proteinas que ja ndo sao mais
funcionantes. O objetivo deste processo € manter o equilibrio homeostatico
celular para sobrevivéncia adequada em condicdes estressantes. Diante das
funcdes biolégicas da autofagia identificadas até hoje, a relacdo com o
processo neoplasico esta sendo intensamente estudado. No entanto seu
papel durante a carcinogénese oral ainda ndo esta bem estabelecido. Além
disso, a modulacdo da via autofagica durante a carcinogénese pode ser um
potencial alvo terapéutico e quimiopreventivos. Para tal finalidade, utilizamos
modelo animal de indugdo da carcinogénese com 4NQO em ratos Wistar,
sendo um grupo tratado também com hidroxicloroquina (HCQ) 10mg/kg/dia,
droga inibidora autofagica, durante um periodo de 20 semanas. O grupo
controle (1) clinicamente ndo apresentou nenhuma lesdo, o grupo 2 (4NQO)
teve menor quantidade de lesGes nas primeiras semanas, demonstrando
evolucao mais lenta. O grupo 3 (4ANQO+HCQ) teve uma evolucdo mais rapida,
com mais animais apresentando lesdes ja a partir da 13° semana. Apresentou,
também, maior quantidade de lesdes nas semanas 14 a 16 (p<0.05). Porém
ao final do estudo, na semana 20, 0s grupos 2 e 3 apresentaram a mesma
frequéncia de carcinomas espinocelulares, 7 animais em cada grupo. No
grupo 3 que recebeu HCQ os carcinomas desenvolvidos eram na sua maioria
microinvasores. Desse modo conclui-se que a autofagia exerce papeis
antagbnicos em diferentes momentos da carcinogénese, sendo protetora
inicialmente, porém contribuindo com a progressdo das lesbes quando ja
estabelecido o fenoétipo tumoral.

Palavras-chave: Autofagia; Carcinogénese bucal; Hidroxicloroquina; Modelo
animal.
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INTRODUCAO

O cancer é um importante problema de saude publica, responsavel pelas
altas taxas de morbimortalidade no mundo. De acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), projeta-se que 0S novos casos de cancer e as
mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo atinjam aproximadamente 26
milndes e 17 milhdes até 2030, respectivamente (INCA 2020). Dentre as
neoplasias que acometem a cavidade bucal, o carcinoma espinocelular é o
mais prevalente, sendo o tabaco e o alcool os principais fatores etiologicos
(PRADO et al., 2020). O seu prognéstico é favoravel em estagios iniciais, mas
infelizmente a maioria das lesGes € diagnosticada tardiamente, sendo a taxa
de sobrevida baixa (CARRARD & VAN DER WAAL, 2018).

O carcinoma espinocelular bucal pode ser precedido por alteractes
visiveis nha mucosa bucal, as quais sdo denominadas lesdes potencialmente
malignas (VAN DER WAAL, 2009). Dentre elas a leucoplasia oral é a leséo
potencialmente maligna mais frequente, podendo ocorrer em qualquer local da
cavidade bucal. Sua prevaléncia mundial é de aproximadamente 4,11% e o
seu diagndstico é clinico e por exclusdo de outras patologias (MELLO et al.,
2018). Clinicamente as leucoplasias sao subdivididas em homogénea e nao-
homogénea. Apesar do diagnostico ser clinico € necessario realizar biopsia
para identificar as alteracdes epiteliais, que variam de hiperceratose, displasia
epitelial e até mesmo carcinoma, sendo que as leucoplasias ndo-homogéneas
possuem maior chance de apresentar alteraces epiteliais mais severas (VAN
DER WAAL, 2019).

Atualmente, considera-se que a taxa de transformacdo maligna dessas
lesBes leucoplasicas é de aproximadamente 2 a 3% anualmente (CARRARD
& VAN DER WAAL, 2018). Independente das caracteristicas da leséo, ndo é
possivel predizer com certeza se a leucoplasia ira ou nao evoluir para
transformacdo maligna. Assim, o uso de biomarcadores para detectar as
lesbes com potenciais de transformacdo maligna sdo necessarios, pois estes
sinalizam as mudancas precoces no epitélio, correlacionando positivamente
com o prognostico da lesdo (SINEVICI; O’SULLIVAN, 2016). Os
biomarcadores sinalizam alteracdes celulares relacionado a diferentes funcdes

gue podem estar associadas a carcinogénese e progressao tumoral. Desse
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modo uma importante funcdo celular para manter sua homeostasia em
situacdes de estresse é a autofagia.

A autofagia é o processo catabdlico pelo qual células degradam
componentes préprios através da via lisossomal e assim mantém a
homeostase celular. O papel da autofagia no cancer € controverso, por um
lado elimina organelas danificadas e protege as células contra estresse
oxidativo, entretanto por outro lado tem atuacdo pré-tumoral em pois permite
que a células sobreviva em situacdes de estresse como a privagdo de
nutrientes, hipdéxia e tratamento com diferentes quimioterapicos (ZHI; ZHONG,
2015). Desse modo a autofagia pode possuir papel dual no cancer, atuando
em vias moleculares envolvidas na promogéo e supressao tumoral (GALUZZI
et al., 2015). Em relacdo a carcinogénese oral foi observado que os niveis de
LC3B, considerado um marcador de autofagia, aumenta em lesdes
leucoplasicas de pior evolucdo, demonstrando que o processo autofagico se
encontra alterado (DE LIMA et al., 2017). Dessa forma, a manipulacdo do
processo autofagico pode interferir no desfecho do desenvolvimento do cancer
e na evolucao da neoplasia.

A Hidroxicloroquina, além de ser utilizada para o tratamento da malaria,
apresenta propriedades anti-neoplasicas e capacidade imunomodulatéria.
Dentre os inlmeros mecanismos associados a terapia anti-neoplasica, um dos
principais mecanismos é a inibicdo do processo autofagico (THOME et al.,
2013). A hidroxicloroquina atua inibindo a Ultima etapa da via autofagica
denominada degradacdo do autolisossomo, consequentemente resulta na
falha em fornecer energia através da autofagia para a célula (KIMURA et al.,
2012). Desse modo o objetivo do estudo é avaliar in vivo a ativacdo do
processo autofagico e os efeitos do inibidor de autofagia Hidroxicloroquina

durante o processo de carcinogénese oral em modelo animal.

METODOLOGIA

Foi utilizado para o estudo ratos wistar machos com idade de 60 dias,
pesando aproximadamente 250g. Durante o experimento os animais foram
mantidos em caixas-moradia coletivas contendo de 2-4 animais por caixa.

Apds a quarentena, os animais foram alocados randomicamente para seus
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respectivos grupos experimentais considerando o peso ponderal a partir dos
extratos representados pelos quartis de peso. Os animais e as caixas foram
identificados de acordo com o0 grupo experimental. Os animais foram

distribuidos em 3 grupos experimentais:

Grupo 1 (controle n=6): os animais receberam agua ad libitum e administracéo
de solucdo salina intraperitoneal 5 vezes por semana ao longo de todo o
estudo (20 semanas).

Grupo 2 (4NQO n=13): receberam agua com 50ppm de 4-NQO (1-6xido de 4-
nitroquinolina) ad libitum e administragcdo de solucdo salina intraperitoneal 5
vezes por semana ao longo de todo o estudo (20 semanas).

Grupo 3 (ANQO+HCQ n=13): receberam agua com 50ppm de 4-NQO ad
libitum e administragcdo de Hidroxicloroquina na dose determinada no estudo
piloto, intraperitoneal 5 vezes por semana ao longo de todo o estudo (20

semanas).

Inducéo da carcinogénese

Foi realizada a inducdo da carcinogénese através da substancia
quimica 4NQO. Os grupos experimentais receberam 4NQO (Sigma-Aldrich,
USA) na concentracao de 50 ppm, o qual foi previamente diluido em agua. O
frasco contendo a solucdo de agua e 4NQO foi armazenado em um
bebedouro ambar para evitar a exposicdo a luz. A frequéncia de troca dos
liguidos foi realizada duas vezes por semana, e 0 volume de liquidos

consumido foi registrado.

Tratamento

A partir do inicio do estudo foi administrada a droga inibidora de
autofagia hidroxicloroquina na dosagem de 10mg/kg, via injecao
intraperitoneal cinco vezes por semana, sendo o intervalo entre as doses de
aproximadamente 24 horas (CARCHMAN et al., 2016).
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Avaliacao Clinica dos Animais

A avaliacdo bucal foi realizada nos animais a partir da 12 semana sendo
realizada semanalmente. A avaliacdo clinica foi realizada sob inalacdo de
isoflurano na concentragao de >5%, a fim de verificar a ocorréncia de lesdes.
As lesdes encontradas foram classificadas em mancha, placa, nddulo ou
Ulcera. Apés a eutanasia e coleta das linguas e as lesdes foram fotografadas

com distancia padronizada.

Analise histopatoldgica

ApOs a eutanasia dos animais e andlise clinica, as linguas foram
imersas em solucdo de formalina tamponada 10% para fixacdo e posterior
processamento. Foram realizados cortes histologicos de 3um para coloragao
de hematoxilina e eosina (HE). A partir da andlise histopatologica, 0s
espécimes foram classificados em: sem alteracBes, hiperplasia epitelial,
hiperceratose, displasia epitelial e carcinoma espinocelular, adicionalmente
lesBes displasicas serdo classificadas em alto e baixo grau de acordo com a
classificagdo proposta por Kujan (WARNAKULASURIYA, 2007).

RESULTADOS

O peso dos animais foi monitorado semanalmente ao longo de todo o
estudo. O inicio da carcinogénese resultou em perda de peso significativo nos
grupos 2 e 3 até a semana 8. A seguir os animais se adaptaram e passaram a
apresentar peso semelhante ao grupo controle. Da mesa forma, ao final do
processo na semana 20 os grupos 2 e 3 apresentaram média de peso
significativamente menor que o grupo controle (Figura 1). Observamos um
menor consumo médio semanal de liquidos nos grupos 2 e 3, porém sem
diferenca estatistica entre eles (Figura 2).

O grupo 1 néo desenvolveu nenhum tipo de lesdo bucal potencialmente
maligna ou maligna ao longo do estudo. Nos grupos em gue a carcinogénese
foi induzida com o quimico 4NQO, os animais comecgaram a desenvolver
lesGes bucais a partir da 13° semana, sendo todas as lesfes observadas em
lingua. O grupo 2 teve menor quantidade de lesdes nas primeiras semanas,

demonstrando evolugdo mais lenta. O grupo 3 teve uma evolugdo mais rapida,
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com mais animais apresentando lesdes ja a partir da 13° semana. Apresentou,
também, maior quantidade de lesdes nas semanas 14 a 16 (p<0.05). Ao final
do estudo, na semana 20, 0s grupos 2 e 3 apresentaram 7 animais cada com

tumores malignos em lingua (Figura 3).
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Figura 1: Peso dos animais ao longo de todo o estudo.
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Figura 2: Consumo de agua semanal por caixa.
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Figura 4: Imagens representativas das linguas dos animais ao final de 20

semanas do estudo. Fotos captadas imediatamente apds a eutanasia. A,
grupo controle. B, grupo 4NQO, C, grupo 4NQO + HCQ.

Em ambos os grupos onde a carcinogénese foi induzida, houve perda
de 4 animais ao longo do estudo. O grupo 2 teve o numero de Obitos dos

animais concentrado nas semanas finais (semanas 7, 15, 16 e 17). Ja o grupo
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3 apresentou os 0Obitos concentrados nas primeiras semanas (semanas 2, 4,

11 e 12).

Tabela 1. Diagnostico clinico das les@es induzidas nos grupos 4NQO e 4NQO

+ HCQ
SEMANAS 13 14 15 16 17 18 19 20
Leucoplasia 0 0% 1 17% 3 43% 5 38% 16 55% 11 38% 11 34% 15 37%
Leucoeritroplasia 1 100% 3 50% 3 43% 4 31% 6 21% 4 14% 6 19% 3 7%
GFZL;IPQOOZ Eritroplasia 0 0% 2 33% 1 14% 4 31% 7 24% 14 48% 15 47% 16 39%
CEC 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% O 0% 0 0% 0 0% 7 17%
Total animais 12 11 10 9 9 9 9 9
Total LesBes 1 6 7 13 29 29 32 41
Leucoplasia 0 0% 4 36% 9 45% 10 42% 10 33% 10 34% 11 35% 13 30%
GRUPO 3 Leucoeritroplasia 2  67% 6 55% 9 45% 38% 10 33% 8 28% 9 29% 8 19%
L4NQO + Eritroplasia 1 33% 1 9% 2 10% 21% 10 33% 11 38% 11 35% 15 35%
HCO CEC 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% O 0% 0 0% 0 0% 7 16%
Total animais 9 9 9 9
Total LesGes 3 11 20 24 30 29 31 43
Tabela 2. Diagnostico Histopatoldgico ao final de 20 semanas do estudo.
controle 4ANQO ANQO+HCQ
Diagnéstico Histopatolégico n % n % n % p**
Sem alteragbes 6 100 0 0 0 0
N&o-displasica 0 0 0 0 0 0
DE Baixo Grau 0 0 2 20,00 1 11,11
DE Alto Grau 0 0 1 10,00 1 11,11 0.592
CEC microinvasor 0 0 2 20,00 4 44,44
CEC bem-diferenciado 0 0 3 30,00 2 22,22
CEC moderadamente diferenciado 0 0 2 20,00 1 11,11

** Teste Exato de Fischer
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Displasia Epitelial Displasia Epitelial
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A . > .\.("- - R 'N 4 ST i ,’,, T '_ RF T, TS
rcinoma Espinocelular Carcinoma Espinocelular Carcinoma Espinocelular
Microinvasivo Bem diferenciado Moderadamente Diferenciado

Figura 5: Imagens histopatolégicas representativas das lesbes que 0s animais

desenvolveram.

DISCUSSAO

A autofagia € um processo catabolico que consiste na degradacdo e
reciclagem dos componentes celulares e assim mantém a homeostasia celular
(ZHI; ZHONG, 2015). Diante disso, nosso estudo buscou avaliar in vivo os
efeitos do inibidor de autofagia Hidroxicloroquina durante o processo de

carcinogénese oral em modelo animal.

O modelo de carcinogénese quimicamente induzido € amplamente
utilizado pois é capaz de mimetizar a complexidade e as multiplas etapas da
carcinogénese bucal. O carcin6geno utilizado 4NQO é capaz de induzir
alterac6es moleculares semelhantes aquelas ocasionadas pelo consumo de
tabaco, principal fator de risco para o cancer de boca(REFERENCIA). Dessa
forma foi possivel confirmar a hipétese ja estabelecida a partir de achados in

vitro por Galuzzi e colaboradores em 2015.

Demostramos que a autofagia tem fator protetor nas etapas iniciais,
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pois houve um desenvolvimento acelerado de lesées no grupo onde a
autofagia foi inibida. Porém ao final do estudo este grupo apresentou lesbes
menos severas do que o grupo onde a autofagia nao foi inibida.

Os resultados sugerem que na fase da iniciacdo tumoral pode ocorrer a
perda ou desligamento temporario da atividade autofagica. Os mecanismos
que explicam esse efeito estdo relacionados a sinais ambientais e ou
alteracdes epigenéticas que favorecem o desenvolvimento tumoral (GALLUZI
et al., 2015). O efeito protetor da autofagia estd relacionado a diferentes
mecanismos, entre eles podemos citar o fato de que a eliminacdo e
reciclagem de organelas e proteinas envelhecidas diminui o potencial de gerar
estresse oxidativo (GUO et al., 2016; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2011).
Estudos prévios demonstraram que o efeito carcinogénico do 4NQO esta
diretamente relacionando a regulacdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS). Isso pode ser explicado pelo fato do 4NQO ser um potente
carcinbgeno quimico cuja acdo carcinogénica € iniciada pela reducéo
enzimatica de seu grupo nitro, dessa reacgéo resulta o produto 4HAQO, o qual
quando é metabolizado reage com o DNA celular formando o substrato
(80OHdG) que é responsavel pelo dano oxidativo (RIVERA, 2012). A inibicédo
da autofagia com o uso de hidroxicloroquina parece ter potencializado o

estresse gerado pelo 4NQO.

Apesar do desenvolvimento precoce de lesdes no grupo 4NQO + HCQ ao
final do tempo experimental esse grupo de animais desenvolveu lesées menos
severas que o grupo 4NQO, sugerindo que uma autofagia funcional é
necessaria para a etapa final da progressdo tumoral. Também ja foi
demonstrado que a carcinogénese oral induzida pelo tratamento com 4NQO
causa ativacdo do oncogene H-RAS (YUAN et al.,1994). A carcinogénese
induzida por RAS depende da autofagia para aliviar o estresse causado pela
oncogénese para manter niveis nutricionais adequados, metabolismo
mitocondrial e diminuicdo do estresse oxidativo (GUO et al., 2016; SCHERZ-
SHOUVAL; ELAZAR, 2011). Dessa forma € possivel sugerir que o grupo
ANQO+HCQ néo conseguiu desenvolver lesdes maiores e agressivas devido
a inibicdo da autofagia, ou seja, a reativacdo da autofagia € necessaria para a

etapa final da carcinogénese e consequente progressao dos tumores.
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A andlise de amostras de desordens potencialmente malignas bucais
constatou maiores niveis do marcador autofagico LC3-Il em lesbes
leucoplasicas do que na mucosa bucal normal, principalmente naquelas
lesGes com pior evolugdo e prognostico (DE LIMA et al., 2017). Do mesmo
modo Yoshida e colaboradores em 2019, detectaram que maiores niveis de
P62 estavam presentes leucoplasias com alteracbes mais severas,
corroborando assim com os achados deste estudo em que a ativacdo da
autofagia é importante para a progressao da carcinogénese (YOSHIDA et al.,
2019).

E importante ressaltar que a autofagia néo foi totalmente inibida, mas
sim ocorreu de forma intermitente. Mesmo assim foi possivel detectar um
efeito significativo no modelo estudo. Além do mais o grupo que recebeu HCQ
apresentou altas taxas de perdas precoces, salientando a importancia da
autofagia na homeostase celular. Dessa forma, possivelmente nao seria
possivel estabelecer um modelo com inibicdo total desse processo pois néo
seria compativel com a sobrevivéncia dos animais. Em contrapartida o grupo
4NQO ocorreu a perda do mesmo numero de animais, porém em etapas mais
tardias da carcinogénese possivelmente devido ao comprometimento causado

por tumores maiores e ja avanc¢ados.

Os achados deste estudo mostraram que a manipulacdo da autofagia
altera o desfecho da carcinogénese bucal. No entanto, a manipulacdo desse
processo de forma clinica requer maiores investigagcbes com estudos
epidemioldgicos de grande populagcdes como, por exemplo, estudos de caso-
controle de individuos que usam esses medicamentos cronicamente para
outras condicdes e as taxas de desenvolvimento de cancer em comparacao a
individuos que néo utilizam esse farmaco. Interessantemente um estudo que
avaliou 5.858 pacientes com IUpus eritematoso sistémico e investigou a
associagao entre risco de cancer e medicagfes utilizadas por essa populacéo,
observou uma associacao significativa com uma frequéncia menor de uso de
HCQ em pacientes com lUpus e que desenvolveram cancer do que 0 grupo
controle pareado sem cancer (GUO et al.,2020). Poréem neste estudo nao foi

investigado o cancer de boca.
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De acordo com os achados do estudo realizado, pode-se concluir que a
inibicdo autofagica através do uso de HCQ potencializa o carcinogeno 4NQO,
ocasionando maior numero de lesbGes neoplasicas nas primeiras semanas,
entretanto menos severas, sugerindo que a autofagia é necessaria para a
etapa final da progressao tumoral. Desse modo ficou evidente que a autofagia
exerce papeis antagbnicos em diferentes momentos da carcinogénese, sendo
protetora inicialmente, porém contribuindo com a progressdo das lesbes

quando ja estabelecido o fen6tipo tumoral.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O cancer bucal é uma dos mais frequentes em homens brasileiros,
suas taxas de mortalidade séo consideradas altas e melhora limitada ocorreu
nas ultimas décadas (INCA, 2020). As lesdes que precedem o cancer de boca
sdao denominadas desordens potencialmente malignas, dentre elas a
leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica sdo as mais prevalentes. A
identificacdo precoce e estratégias de prevencdes como o acompanhamento
regular das lesbes, mudancas de habitos do pacientes sdo de extrema
importancia para a melhora do prognéstico e da sobrevida dos pacientes
(CARRARD & VAN DER WAAL, 2018). Entretanto, ao mesmo tempo € dificil
prever a evolucdo e identificar quais os fatores que contribuem
significativamente para a progressdo dessas lesdes. Dessa forma, estudos
regionais identificando o perfil e caracteristicas dos individuos com estas

desordens € necessério para definicdo de estratégias de rastreamento e
tratamento destas condi¢cdes para diminuir a mortalidade do cancer bucal.

Além de conhecer o perfil dos individuos que desenvolvem o cancer
bucal e as lesGes que o antecedem, identificar as alteracdes celulares e
moleculares que ocorrem durante a progressdao € fundamental para a
compreensao desse processo. A autofagia é o processo catabdlico que tem
por funcdo degradar os componentes celulares danificados da prépria célula,
através da via lisossomal e assim manter a homeostasia celular (MATHEW &
WHITE, 2011). No céancer, sabe-se que o0s niveis de autofagia sao
aumentados e este processo ocorre devido ao estresse ocasionado pelas

mudancas metabolicas no microambiente tumoral (GALLUZZI et al., 2015).

Para entender a importancia da autofagia no processo de
carcinogénese bucal nossa equipe realizou previamente um estudo sobre os
niveis de autofagia em neoplasias e em desordens potencialmente malignas
bucais e correlacionou com os parametros clinicos e a evolugdo dessas
lesbes. Para tal finalidade foi utilizado a técnica de imunoistoquimica com o
marcador LC3-Il, o qual demostrou que na carcinogénese bucal os niveis de

autofagia aumentam. Também foi observado que células positivas para LC3-II
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aumentavam em carcinomas espinocelulares em relacdo as lesdes
potencialmente malignas bucais e a mucosa normal, porém sem associa¢ao
com pior prognostico e sobrevida desses pacientes. Nesse mesmo estudo foi
observado também aumento de células positivas em lesdes leucoplasicas
displasicas e com pior evolucdo em comparacdo com amostras de
leucoplasias ndo-displasicas e com boa evolugéo (DE LIMA et al., 2017).

Em vista desses resultados observou-se a necessidade de novos
estudos para comprovar que a autofagia interfere significativamente na
carcinogénese bucal e pode ser um biomarcador de prognostico em
leucoplasias bucais, por isso nosso grupo de pesquisa desenvolveu o estudo
em modelos animais de carcinogénese quimicamente induzida na presenca
concomitante de um inibidor de autofagia para comprovar a relevancia da
autofagia no processo de transformacao maligna.

No entanto, durante a realizacdo desse estudo nos deparamos com
algumas limitagBes as quais podem ser responsaveis por alguns resultados
diferentes ao que a literatura relata. Dentre elas podemos destacar auséncia
de tempos intermediarios da eutanasia para analise microscépica e que 0
processo de inibicdo da autofagia ndo foi completo, aconteceu em alguns
momentos isolados (5 dias por semana), mas foi o suficiente para alterar o
processo carcinogénico.

A autofagia tem por funcdo manter a homeostase celular e, em células
saudaveis essa atividade homeostatica constitui uma barreira contra a
transformacdo maligna. Nas células neoplasicas a autofagia constitui uma
forma de lidar com o estresse intracelular e ambiental, favorecendo a
progressdo tumoral. Isso demostra que em alguns casos 0S oncogenes
podem levam a uma inibi¢cdo temporaria da autofagia ou um ganho de fungdes
moleculares que antagonizam sua atividade oncossupressora. Nosso estudo
fundamenta essa hipotese visto a morte prematura dos animais do grupo 3
(que utilizou o inibidor de autofagia HCQ). Além disso, andlises adicionais
serdo realizadas para complementar estes achados. Os niveis dos principais
marcadores do processo autofagico LC3Il, p62 e beclinl serdo investigados
por imunoistoquimica.

Neste estudo em modelo animal ficou evidente que a autofagia exerce

papeis antag6nicos em diferentes momentos, sendo protetora inicialmente,
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porém contribuindo com a progressao das lesdes quando ja estabelecido o
fendtipo tumoral. Considerando esse papel dual, a aplicabilidade clinica da
manipulacdo do processo autofagico deve ser avaliada cuidadosamente de
acordo com as caracteristicas microscopicas e moleculares das lesdes

potencialmente malignas.
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