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RESUMO

Miofibroblastos sédo caracterizados pela expressdo de niveis elevados de
fatores de crescimento, proteases e proteinas da matriz extracelular, que podem
influenciar a progressédo tumoral. Recentes estudos encontraram miofibroblastos
no estroma de varios tipos de canceres humanos, incluindo os de mama, rim,
figado, bexiga, coélon e préstata, sendo a presenga dos miofibroblastos
freqUentemente associada a um pior prognéstico. Os objetivos deste estudo foram
avaliar a presenca dos miofibroblastos em amostras de mucosa oral normal,
leucoplasias com o diagndstico histoldgico de displasia e 2 grupos de carcinomas
espinocelulares (CEC) orais e correlacionar a presenga destas células com as
caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores. O primeiro grupo foi formado por
lesdes exclusivamente de lingua, enquanto que o segundo grupo foi composto por
38 CECs de varias localizagdes da cavidade oral. Adicionalmente, nés
determinamos in vitro o efeito dos produtos da sintese das células de CEC oral
sobre a transdiferenciacéo dos fibroblastos em miofibroblastos, bem como o efeito
dos produtos de sintese dos miofibroblastos sobre a proliferacdo celular e
atividade das metaloproteinases de matriz (MMP) nas linhagens celulares de CEC
oral. A analise imunohistoquimica revelou a auséncia dos miofibroblastos em
amostras de mucosa oral normal e em lesdes leucoplasicas com o diagnéstico
histolégico de displasia. Em contraste, miofibroblastos foram encontrados no
estroma e/ou fronte invasivo de aproximadamente 60% das amostras de CEC oral.
No primeiro grupo, a presenga abundante dos miofibroblastos no estroma ou

fronte invasivo do tumor correlacionou significantemente com o estadio clinico N,
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invasdo linfatica e vascular, presenca de metastases histologicamente
confirmadas em linfonodos e infiltragcdo extra-capsular de metastases linfonodais.
Presenca abundante dos miofibroblastos foi também correlacionada com uma
menor sobrevida global dos pacientes e com um maior potencial proliferativo das
células tumorais. No segundo grupo de CECs orais, a presenga abundante dos
miofibroblastos correlacionou significantemente com o estadio clinico N, presenca
de células tumorais nas margens da pecga cirdrgica e recorréncia regional.
Utilizando 4 linhagens celulares de CEC oral e 3 linhagens de fibroblastos de
mucosa oral normal, nés demonstramos que as células tumorais induzem a
transdiferenciagcdo dos fibroblastos em miofibroblastos e que este evento é
dependente da secrecao de fator de crescimento transformante-p1 (TGF-B1) pelas
células tumorais. Adicionalmente, nds demonstramos que os miofibroblastos
secretam fatores que estimularam significantemente a proliferagdo celular e a
producao de MMP-2 pelas linhagens celulares de CEC oral. Os resultados deste
estudo sugerem que durante a progressao tumoral, as células neoplasicas
secretam TGF-B1 que promove a transdiferenciagdo dos miofibroblastos, e por
sua vez, miofibroblastos secretam fatores que induzem a proliferacéo celular e a
producdo de MMP-2 pelas células neoplasicas, favorecendo o crescimento e a
invasao tumoral.

Palavras chaves: Carcinomas espinocelulares orais, Miofibroblastos,
Caracteristicas clinico-patolégicas, Proliferacédo celular, Metaloproteinases de

Matriz.
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ABSTRACT

Myofibroblasts are characterized by the expression of elevated amounts of
growth factors, proteases and extracellular matrix, which may influence the tumor
progression. Recent studies have detected myofibroblasts in the stroma of several
tumors, including those of breast, kidney, liver, bladder, colon and prostate, being
the presence of those cells associated with a worse prognosis for the patient. The
goals of this study were to evaluate the presence of myofibroblasts in samples of
normal oral mucosa, pre-malignant leucoplakia, and 2 groups of squamous cell
carcinomas (SCC), and to determine whether their presence is associated with
clinicopathological features of the tumors. The first group was composed
exclusively by tongue lesions, whereas the second group was formed by 38 SCCs
of several sites of the oral cavity. We also investigated in vitro the mutual paracrine
effects of tumor cells and myofibroblasts on fibroblast-myofibroblast
transdifferentiation and tumor cell proliferation and production of matrix
metalloproteinases (MMP). Immunohistochemical analysis showed the lack of
myofibroblasts in the stroma of normal oral mucosa and pre-malignant oral
leucoplakias. In contrast, ~60% of the SCCs contained myofibroblasts in the tumor
stroma and/or deep invasive front of the tumor. In the first group, the abundant
presence of myofibroblasts in the stroma or deep invasive front significantly
correlated with N stage, vascular and lymphatic invasion, histopathologically
confirmed lymph node metastasis, and extracapsular spread of lymph node
metastasis. The abundant presence of myofibroblasts was also correlated with a

shorter patient’s survival and the proliferative potential of the tumor cells. In the
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second group of oral SCCs, the abundant presence of myofibroblasts correlated
significantly with N stage, presence of tumor cells at the surgical margins, and
regional recurrence. Using 4 oral SCC cell lines and 3 primary oral normal
fibroblasts (ONF) from buccal mucosa, we demonstrated that tumor cells induced
transdifferentiation of ONFs to myofibroblasts via secretion of transforming growth
factor-beta 1 (TGF-B1). Additionally, we demonstrated that transdifferentiated
myofibroblasts secreted factors that significantly stimulated the cellular proliferation
and production of MMP-2 by the oral SCC cell lines. The results of this study
suggest that during tumor invasion SCC-derived TGF-f1 promote fibroblast to
myofibroblast transdifferentiation, and in turn, myofibroblasts synthesize factors
that induce cellular proliferation and production of MMP-2 by the tumor cells,

favoring tumor growth and invasion.

Key words: Oral squamous cell carcinomas, Miofibroblastos, Clinicopathological

features, Cellular proliferation, Matrix metalloproteinases.
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1. INTRODUGAO

As neoplasias sdo formadas por células tumorais envoltas em um estroma
constituido por vasos sanguineos, matriz extracelular (MEC), células inflamatorias
e do sistema imune, fibroblastos e, ocasionalmente, miofibroblastos (POWELL et
al., 2005). Embora antigamente o estroma tenha sido considerado apenas como
um tecido de suporte para as células neoplasicas, atualmente existem inuUmeras
evidéncias que suportam o0 seu papel na promogdo do fendtipo maligno.
Alteragdes no estroma sao freqlientes em muitos tipos de neoplasias, incluindo os
carcinomas espinocelulares (CEC) orais.

Miofibroblastos sdo células hibridas que adquirem a capacidade de
expressar a isoforma o da actina de musculatura lisa (a-SMA) e sao
caracterizados pela intensa sintese de proteinas da MEC, fatores de crescimento
e proteases (ORIMO & WEINBERG, 2006; DESMOULIERE et al., 2004). Estas
células estdo presentes fisiologicamente no tecido conjuntivo em pequenas
populagdes de quase todos os 6rgédos, particularmente em locais onde a forga
mecanica é necessaria (DESMOULIERE et al., 2004), e patologicamente em
condi¢cbes como cicatrizes hipertréficas, fibromatoses, doengas fibro-contrateis e
neoplasias (POWELL et al., 2005; DESMOLIERE et al., 2004; GAILIT et al., 2001).
A presenca dos miofibroblastos em canceres de mama correlaciona com um
prognoéstico desfavoravel para os pacientes afetados por este tipo de neoplasia
(OFFERSEN et al., 2003). Adicionalmente, os miofibroblastos sdo considerados os

principais componentes do estroma dos carcinomas hepaticos, onde podem



influenciar a invasdo das células tumorais (DESMOULIERE et al., 2004). A
presenca dos miofibroblastos também foi demonstrada em CECs da regidao de
cabeca e pescoco (KOJC et al., 2005; BARTH et al., 2004). Estudos in vitro
demonstraram que os produtos derivados da sintese dos miofibroblastos podem
modular inumeros eventos biolégicos associados ao fendtipo maligno, incluindo
crescimento, diferenciagdo, adesdo, migragdo e invasao das células tumorais
(BAGLOLE et al, 2006; ORIMO et al., 2005 POWELL et al., 2005;
MUKARATIRWA et al.,, 2005; DE WEVER et al., 2004; LEWIS et al., 2004;
POURREYRON et al., 2003; KUNZ-SCHUGHART & KNUECHEL et al., 2002). O
unico estudo que analisou o papel dos miofibroblastos nos CECs orais
demonstrou que os miofibroblastos produzem niveis elevados do fator de
crescimento de hepatdcito/fator de dispersédo (HGF/SF) que induz
significantemente a migracdo e invasdao das células tumorais no sistema
“matrigel/transwell”. Estes autores também demonstraram que os miofibroblastos
se concentram nas margens invasivas do tumor.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a presengca de miofibroblastos em
amostras de mucosa oral normal, leucoplasias orais com diagndstico histolégico
de displasia e CECs orais e correlacionar a presenca destas células com as
caracteristicas clinico-patologicas dos tumores. Adicionalmente, nés analisamos in
vitro o papel dos produtos de sintese das células de CEC oral na
transdiferenciagdo dos fibroblastos de mucosa normal em miofibroblastos, bem
como o efeito dos produtos de sintese dos miofibroblastos na proliferagao celular e

producao de MMP-2 e MMP-9 pelas células tumorais.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CARCINOMA ESPINOCELULAR ORAL

O carcinoma espinocelular (CEC), também denominado de carcinoma de
células escamosas ou carcinoma epidermdide, € uma neoplasia maligna derivada
da camada espinhosa do epitélio pavimentoso estratificado, que representa mais
de 95% de todas as neoplasias malignas que acometem a cavidade oral (COTRIM
et al.,, 2001). Os CECs sao os tumores mais prevalentes ndo apenas na cavidade
oral, mas em todo o organismo. No Brasil, a incidéncia é considerada uma das
mais altas do mundo, estando entre os 7 tipos de cancer mais comuns que
acometem os homens e entre os 8 mais comuns que atingem as mulheres (INCA,
2006). De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para
2006, a incidéncia de CEC oral foi de aproximadamente 10.060 casos para
homens e de 3.410 para mulheres (INCA, 2006).

Um grande numero de fatores contribui para o desenvolvimento do CEC
oral, contudo, o consumo de cigarro e alcool encabegam esta lista. Outro ponto
interessante é que existem fortes evidéncias para uma relagao entre dose e tempo
de exposicdo dos carcindgenos encontrados no cigarro e alcool para o
desenvolvimento do CEC oral (BSOUL et al., 2005; SCULLY et al., 2000). Todas
as formas de fumo estéo ligadas a etiologia do CEC oral (REGEZI & SCIUBBA,
2000). A fumacga do tabaco € uma mistura composta por mais de 5 mil elementos
diferentes e muitos destes s&o carcindgenos, capazes de induzir mutagdes no
material genético celular, ou pré-carcindégenos, que durante o seu metabolismo

induzem a formacéo de substancias nocivas. Entre estas substancias encontram



se os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, nitrosaminas, aldeidos e aminas
aromaticas (SCULLY et al., 2000). O alcool é também considerado um fator de
risco a varios tipos de cancer, incluindo o CEC oral. Contudo, o mecanismo pelo
qual o alcool atua neste processo ainda é incerto. Embora o alcool seja conhecido
por nao ser mutagénico, carcinogénico ou clastogénico, os produtos de seu
metabolismo, principalmente os acetaldeidos, sao potentes produtores de radicais
livres, causando mutagdes no DNA. Para o metabolismo do alcool séao
necessarias duas enzimas presentes no figado e na mucosa do trato digestivo
superior, incluindo a cavidade oral. A primeira enzima, a alcool desidrogenase
oxida o etanol tendo como produto o acetaldeido, uma substancia citotoxica que
produz radicais livres e mutagdes no DNA. Em seguida, a enzima aldeido
desidrogenase atua transformando o acetaldeido em &agua e gas carbdnico,
indcuos a célula (POSCHL & SEITZ, 2004; SCULLY et al., 2000). Assim, se as
células apresentarem uma deficiéncia no metabolismo do acetaldeido ou se séo
submetidas a doses de alcool em quantidades e frequéncia além de sua
capacidade de metabolismo, pode ocorrer acumulo de acetaldeido nocivo a célula
(POSCHL & SEITZ, 2004).

A radiacdo solar, particularmente os raios ultravioletas, € a principal causa
de carcinomas de pele, sendo também responsavel pela etiologia dos CECs do
labio, principalmente inferior (BUSICK et al., 2005). Dois mecanismos podem estar
envolvidos na inducao do cancer de pele e labio inferior por raios UV: alteracdes
no DNA pela formagdo de dimeros de pirimidina e supressdo imunolégica

(COTRAN et al., 2005). Pesquisas indicam que a exposigdo acumulativa e



excessiva ao sol durante os primeiros 10 a 20 anos de vida aumenta muito o risco
de cancer de pele, mostrando que a infdncia € uma fase particularmente
vulneravel aos efeitos nocivos do sol sobre este 6rgao (INCA, 2006). A associagao
do CEC oral com outros fatores etiolégicos, como sifilis (infecgdo pelo Treponema
pallidum), infecgdes virais, estado sistémico do paciente, incluindo desnutricdo e
anemia ferropriva e deficiéncia de algumas vitaminas, tem sido sugerida
(PELUCCHI et al., 2003; SCIUBBA, 2001; HERMSEN et al., 2001). A radiagéo X
pode causar canceres orais, principalmente como efeito colateral apds
tratamentos radioterapicos, resultando em carcinomas orais ou sarcomas
(HASHIBE et al., 2005; FLETCHER et al., 2000). O DNA do virus papiloma
humano (HPV) tem sido frequentemente encontrado no cancer bucal, contudo néo
€ clara sua relagdo com a etiologia deste tumor (para revisdo ver SYRJANEN,
2005).

Os agentes carcinogénicos ou proé-carcinogénicos atuam na célula epitelial
normal, causando mutagdes no DNA. O acumulo destas mutagdes altera grupos
de genes que desempenham caracteristicas especificas na célula, sendo estes os
proto-oncogenes, os genes supressores de tumor, as telomerases, os genes que
regulam o processo de apoptose e os genes do sistema de reparo do DNA
(COLETTA et al., 2002). As mais frequentes aberragcbes genéticas que tém sido
identificadas no CEC oral estdo localizadas nos cromossomos 3, 9, 11, 13 e 17
(MASSANO et al., 2006). Mutagdes no gene p53 sao as alteragdes genéticas mais
comuns em canceres humanos, incluindo os de boca (ICHWAN et al., 2006).

Alteracbes em proto-oncogenes como Int, ERB-B e RAS também podem ser



encontradas, sendo que mutacbes em H-ras estdo presentes em
aproximadamente 2/3 dos CECs orais induzidos por carcindgenos quimicos como
o cigarro (LIU et al., 2006; YUAN et al., 1997). Adicionalmente, também sao
relatadas mutagdes em proto-oncogenes reguladores de apoptose, sendo o bcl-2
0 mais estudado em neoplasias de orais (de VICENTE et al., 2006). Para que o
tumor seja capaz de invadir os tecidos adjacentes e produzir metastases, suas
células devem degradar os componentes da MEC, assim os genes que
transcrevem as principais enzimas ligadas a degradacdo MEC, as MMPs, devem
estar ativos (ZHANG et al., 2006).

O CEC oral pode se apresentar clinicamente como uma massa exofitica
com ou sem ulceracdo, uma lesdo branca (leucoplasica), avermelhada
(eritroplasica) ou eritro-leucoplasica. O labio inferior representa cerca de 30% dos
canceres da cavidade oral. O CEC de lingua é a lesdo maligna intrabucal mais
comum e representa cerca de 40% dos carcinomas orais. E seguido pelo assoalho
bucal, que representa 20% dos sitios do tumor. A gengiva, rebordo alveolar, palato
mole e mucosa jugal sdo os locais com menores frequéncias de acometimento por
CEC oral (COTRIM et al., 2001; REGEZI & SCIUBBA, 2000).

O estadiamento do cancer é baseado no tamanho da lesdo primaria, em
sua dispersao para linfonodos regionais e na presenga ou auséncia de
metastases. O sistema foi desenvolvido pela Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC) e é denominado de sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos.
A letra T representa o tamanho e as caracteristicas do tumor primario, N as

caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgao em que



o tumor se localiza e M presenga ou auséncia de metastases a distancia. O
estadiamento TNM varia para cada forma especifica de cancer, mas existem
principios gerais aonde estes parametros recebem graduacgdes, geralmente de TO
a T4, de NO a N3 e de MO a M1. Uma leséo in situ é classificada como Tis, e com
o aumento no tamanho do tumor a classificacdo varia de T1 a T4. NO indica que
nao ha linfonodos afetados, enquanto N1 a N3 indicam um numero crescente de
linfonodos afetados por metastases. MO representa a auséncia de metastases a
distancia e M1 a presenca de metastases (COTRAN et al., 2005). O simbolo “X” é
utilizado, substituindo o numero referente a graduagéo, quando uma categoria néo
pode ser devidamente avaliada.

Histologicamente as lesbes de CEC oral se caracterizam por uma
proliferacdo epitelial com células espinhosas pleomodrficas, com nucleos
hipercromaticos, nucléolos evidentes e figuras mitéticas atipicas. A proliferagéao
epitelial frequentemente mostra um padrdo invasivo ao tecido conjuntivo
subjacente, formando ninhos ou ilhas de células epiteliais malignas (REGEZI &
SCIUBBA, 2000). Focos de células queratinizadas isoladas ou massas esféricas
de queratina em profundidade (pérolas de queratina) podem ser observados.
Segundo o grau de diferenciagao celular, os CECs orais podem ser classificados
em bem diferenciado, moderadamente diferenciado e indiferenciado (pouco
diferenciado). Esta graduacgao é feita de acordo com os graus de diferenciagao,
padrao de invasdo, pleomorfismo celular, atividade mitética e presenca de
processo inflamatério (NEVILLE et al., 2004). O CEC oral também apresenta

algumas variantes como o0 carcinoma escamoSO Verrucoso, O carcinoma



escamoso papilifero, o carcinoma adenoescamoso, o carcinoma de células
fusiformes e o carcinoma basalbide escamoso (para revisao ver COTRIM et al.,
2001).

Os carcinomas bem diferenciados representam a maioria dos CECs orais e
se assemelham ao tecido epitelial escamoso normal. Estes tumores apresentam
frequentemente um padrdo solido, contendo proporgcdes variadas de células
escamosas € basais, com evidente queratinizacdo e poucas figuras de mitoses
(ANNEROTH et al., 1987). Geralmente estes carcinomas possuem crescimento
lento e sdo menos invasivos quando comparados aos carcinomas indiferenciados.
Apresentam margens definidas sem invasao vascular e com evidente resposta
inflamatdria linfomonoplasmocitaria  (ANNEROTH et al., 1987). Metastases
regionais e, eventualmente, a distancia ocorrem nos casos mais avangados
(FLETCHER et al., 2000). O prognéstico do CEC com esta diferenciagdo é
bastante favoravel. Os carcinomas moderadamente diferenciados exibem células
espinhosas bem evidentes com acentuado pleomorfismo nuclear, grande numero
de mitoses (incluindo mitoses atipicas), hipercromatismo, nucléolos bem evidentes
e poucas pérolas de queratina, embora possa ocorrer queratinizagao de células
individuais (CAWSON et al., 1995). Geralmente sdo mais invasivos e mostram
crescimento mais rapido que os carcinomas bem diferenciados, o que pode tornar
0 progndstico pior nos casos nao diagnosticados precocemente (FLETCHER et
al., 2000). Os carcinomas indiferenciados apresentam pouca ou nenhuma
evidéncia de queratinizagdo e as células neoplasicas mostram alto grau de

pleomorfismo e hipercromasia. Apresentam um crescimento difuso com as células



demonstrando elevado potencial mitético. Os CECs indiferenciados apresentam
um comportamento bastante agressivo, caracterizado pela alta capacidade de
invasdo e de langar metastases (FLETCHER et al., 2000; ANNEROTH et al.,
1987).

Os CECs orais se caracterizam por invasao local, sendo que as metasteses
ocorrem mais frequentemente nos linfonodos cervicais epsilaterais (VARTANIAN
et al., 2004). Embora ndo ocorram no estagio inicial, o atraso na procura por
tratamento faz com que 21% dos pacientes apresentem metastases cervicais ao
diagndstico (NEVILLE & DAY, 2002). Devido a capacidade de disseminagao local,
sintomas como dor, disfagia e sangramentos podem ser encontrados nos estagios
mais avangados da doenca. Metastases a distdncia ndo sao frequentes, mas
quando presentes sdo encontradas principalmente nos pulmbes, ossos, figado e
mediastino (SCHWENDER et al., 2002). A taxa de sobrevida em cinco anos para
pacientes portadores de CEC oral esta entre as mais baixas quando comparada
com as outras neoplasias malignas (MARGOTTA & CAPOGRECO, 2003),
permanecendo inalterada durante as duas ultimas décadas, mesmo com os
progressos nos métodos terapéuticos e de diagndstico que vem ocorrendo na
oncologia clinica (MILLER et al., 2006).

O tratamento dos CECs orais depende da localizacao, estadiamento clinico
e condigdes fisicas do paciente, sendo realizado principalmente através de cirurgia
e/ou radioterapia. Quimioterapia é utilizada de forma paliativa nos casos
avancados (NEVILLE & DAY, 2002). Apesar dos beneficios ao paciente, o

tratamento cirurgico pode provocar sequelas estéticas e/ou funcionais do aparelho



ortognatico, enquanto o tratamento radioterapico pode promover alteragdes
irreversiveis na pele, mucosa, 0ssos, glandulas salivares e dentes da area
irradiada (LOPES et al., 1998). As recidivas local e regional apds a terapia dos
CECs orais em estagios avangados ainda permanecem um sério problema.
Embora o estadiamento e outras variaveis clinico-patolégicas fornecam algumas
informagdes sobre o progndstico, existe uma clara necessidade de se identificar
melhores marcadores bioldgicos, que possam auxiliar na identificacdo de
pacientes de alto risco para o desenvolvimento de recidivas locais, regionais e a

distancia (HAFFTY, 2005).

2.2. ESTROMA TUMORAL

As neoplasias benignas e malignas apresentam dois componentes basicos:
as células neoplasicas em proliferacdo e o estroma de sustentacdo que fornece
entre muitas coisas o aporte sanguineo ao tumor (COTRAN et al., 2005). Existem
varias evidéncias demonstrando que o estroma tumoral exerce um papel
importante para o crescimento e progressado tumoral (GALIE et al., 2005; KUNZ-
SCHUGHART et al., 2002). Durante a progressdo para carcinoma invasivo, as
células neoplasicas ativam as células do tecido conjuntivo adjacente, gerando um
estroma alterado que pode influenciar as células tumorais (BAGLOLE et al., 2006).
O estroma é formado por componentes da MEC, células imunes e inflamatodrias,
células endoteliais, fibroblastos e um subtipo especifico de fibroblasto, chamado
de miofibroblastos (BAGLOLE et al., 2006; ZIGRINO et al., 2005; KYUNG-WHAN

et al., 2005; MUELLER et al., 2004). Teoricamente, todos estes componentes
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podem influenciar criticamente a carcinogénese e o fendétipo maligno nas multiplas
etapas do tumor. Embora os papeis das células imunoldgicas, inflamatérias e
endoteliais na imunidade e angiogénese associada ao desenvolvimento tumoral
estejam bem descritos (para revisao ver WITZ, 2006), os papeis e a origem dos
miofibroblastos no cancer ndo estdo completamente elucidados até o presente
momento.

Antes considerada apenas como um suporte para as células, a MEC é
agora melhor reconhecida como um importante regulador de inumeras atividades
celulares (ZIOBER et al., 2006). A MEC ¢ constituida por diferentes combinagdes
de proteinas fibrosas e substancia fundamental. A substancia fundamental € um
complexo viscoso e altamente hidrofilico de macromoléclulas anibnicas
(glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e glicoproteinas  multiadesivas
(fibronectina, por exemplo) que se ligam entre si e com os receptores (integrinas)
presentes na superficie das células, fornecendo deste modo forca ténsil e rigidez a
MEC (ZIOBER, et al., 2006; MUELLER et al., 2004). Atuando como ligante para
integrinas, as moléculas da MEC tém demonstrado serem importantes para o
desenvolvimento tecidual, manutencao do tecido adulto, cicatrizagao de feridas e
oncogénese (ZIOBER et al., 2006). Mudangas na composicdo da MEC por
alteracbes na expressao e secregao contribuem para o desenvolvimento do
crescimento hiperplasico e tumoral (ARIZTIA et al., 2006). Integrinas, colagenos,
lamininas e fibronectinas sao os principais componentes da MEC associadas ao
desenvolvimento e progressédo do CEC oral (ZIOBER et al, 2006).

Adicionalmente, alteracdes na expressao de componentes da MEC e em seus
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receptores celulares sdo essenciais para a conversao de lesbes malignizaveis
orais em canceres (ZIOBER et al., 2006).

Colagenos constituem wuma familia de proteinas que exercem
principalmente fungdes estruturais. Os colagenos séo produzidos por diferentes
tipos celulares e se distinguem pela sua composi¢cao quimica, distribuicdo e
funcdo (LEITINGER & HOHENESTER, 2006). Os colagenos tipo | e Ill sdo os
principais constituintes do tecido conjuntivo, enquanto os colagenos tipo IV e XVII
sao encontrados na membrana basal, uma fina camada especializada de MEC
que separa o epitélio do tecido conjuntivo. A expressdo da maioria destas
isoformas tem sido relatada ao CEC oral (ZIOBER et al., 2006). Aumento na
expressao de colageno tipo | tem sido relacionada com a transformagao maligna
de querationécitos, sendo encontrada principalmente em CECs orais bem
diferenciados (STENBEACK et al., 1997). Adicionalmente, foi demonstrado que a
perda da expressao de colageno tipo XVII representa um passo inicial para a
transformacao do CEC in situ em invasivo (FRANZKE et al., 2003; PARRIKA et al.,
2003).

Fibronectina € uma glicoproteina sintetizada principalmente por fibroblastos
e células epiteliais. Esta molécula apresenta sitios de ligagdo para integrinas e
proteinas fibrosas e nao-fibrosas da MEC, e interacdes entre fibronectina e estas
moléculas mantém o equilibrio entre os tecidos epitelial e conjuntivo (HAN et al.,
2006). Analises imunohistoquimica e por microarray de amostras de CEC oral tém
demonstrado que a fibronectina € super-expressa em CECs de boca,

particularmente nas margens invasivas do tumor (ZIOBER et al., 2001; KAPILA et

12



al., 1997). Um estudo recente demonstrou que a fibronectina é capaz de induzir
um fendtipo metastatico nas linhagens celulares de CEC oral (ZHANG et al.,
2004). Interessantemente, superexpressdao de fibronectina em CECs orais é
associada com a perda de expressao de E-caderina e uma indugao de fendtipo
invasivo das células tumorais (MARGULIS et al., 2006).

Lamininas sao glicoproteinas de alta massa molecular formadas pela
oligomerizagcédo de 3 subunidades, sendo uma a, uma 3 e uma y (SUZUKI et al.,
2005). Até o momento, 12 diferentes isoformas de laminina foram descritas
(NGUYEN & SENIOR, 2006). Lamininas participam de inumeros eventos
biolégicos cruciais, incluindo proliferacdo, adesdo e migragcdo celular e
angiogénese (ZIOBER et al., 2006). Esta bem estabelecido que entre todas as
moléculas da MEC, a laminina exerce um papel fundamental no desenvolvimento
e progressao de CEC oral. Entre as varias atividades associadas a oncogénese, a
expressdo de laminina estd intimamente associada a um fendtipo maligno
metastatico, devido a inducio da sintese de proteases e uma reducdo na adesao
entre as células tumorais (ENGBRING & KLEINMAN, 2003).

As integrinas sdo uma familia de receptores transmembranicos formadas
por 2 subunidades heterodiméricas (o e ), ligadas de forma nao-covalente
(ECKES et al., 2006). As vias de sinalizagdo das integrinas controlam o
crescimento, diferenciacdo e morte celular e alteragdes no citoesqueleto celular,
resultando na regulagdo da migragdo e invasao (CHARALABOPOULOS et al.,

2005). Esta bem estabelecido que a migragao e invasao celular ndo dependem
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apenas dos niveis de expressdo de integrinas, mas também da afinidade de
ligacdo aos seus ligantes (ZIOBER et al., 2001; HYNES, 1992). O principal
receptor encontrado no CEC oral é o avp6 (THOMAS et al., 2006). A constante
observacédo que avp6 nao é encontrado em tecidos orais normais, mas é super-
expresso em CECs orais, particularmente no fronte invasivo dos tumores, é
sugestivo que esta integrina promove a invasao das células tumorais (REGEZI et
al., 2002). In vitro, Thomas et al. (2001) demonstraram que a superexpressao de
avp6 em linhagens de CEC oral induz a invasdao celular no sistema
“matrigel/transwell” via estimulagédo de MMP-9.

Outros importantes componentes do estroma tumoral sdo as células
inflamatorias e do sistema imune. A abundancia de células inflamatorias e do
sistema imune no estroma adjacente ao tumor foi relatada por patologistas ja na
metade do século XIX, ainda que o papel benéfico ou nocivo destas células na
progressao tumoral permaneca em discussdo (MUELLER & FUSENIG, 2004;
BALKWILL & MANTOVANI, 2001). Enquanto é explicito que algumas células
apresentam uma intensa atividade anti-tumoral, como por exemplo, as células
“natural-killer” (NK), outras, incluindo os mondcitos e macrofagos, o papel parece
ser dubio, isto €, podem inibir ou estimular a atividade tumoral (MUELLER &
FUSENIG, 2004).

Células do sistema imune adaptativo, incluindo linfécitos B e T, tém
demonstrado inibir os estagios mais tardios do desenvolvimento neoplasico, por

afetar negativamente o crescimento e a disseminagdo dos tumores primarios
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(MUELLER & FUSENIG, 2004). Os estudos que suportam este conceito, também
conhecido como teoria da vigilancia imune, tém demonstrado que a infiltragdo do
estroma tumoral por subgrupos especificos de linfécitos T pode ser benéfica e
retardar o crescimento tumoral (OSHIKIRI et al., 2003; FUNADA et al., 2003). Por
outro lado, estudos que avaliaram as fungdes das células imunes durante os
estagios inicias do desenvolvimento neoplasico demonstraram que falhas no
recrutamento destas células para o ambiente neoplasico local inibem a
remodelagdo tecidual e os eventos angiogénicos necessarios para a progressao
tumoral (TLSTY & COUSSENS, 2006; VISSER & COUSSENS, 2005). Juntos,
estes estudos indicam que cada estagio do desenvolvimento neoplasico é
regulado de forma especifica, e que enquanto a ativagdo de células imunes
adaptativas em estagios tumorais tardios demonstra ser benéfica por bloquear as
células malignas, a ativagdo durante os estagios iniciais resulta em efeitos
contrarios. Adicionalmente, € bem estabelecido que inumeras neoplasias se
originam em tecidos contendo um processo inflamatério crénico (THUN et al.,
2004; CLEVERS, 2004; COUSSENS & WERB, 2002; SHACTER & WEITZMAN,
2002). Os melhores exemplos da relagao entre inflamagéao cronica e o cancer sao
as associagdes entre a infecgao pelo Helicobacter pylori € o cancer de esbéfago
(TLSTY & COUSSENS, 2006) e a sindrome inflamatéria de Bowel e o cancer de
colon (SHACTER & WEITZMAN, 2002).

Uma ampla variedade de citocinas e fatores de crescimento, os quais sao
secretados em processos inflamatdrios, estdo associados ao desenvolvimento e

progressao tumoral (JENG et al., 2003). Interleucina 6 (IL-6) e cicloxigenases 1 e 2
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(COX1 e COX2), enzimas que convertem o acido aracddnico em prostaglandinas,
sdo os principais componentes inflamatoérios associados aos CECs orais (JENG et
al., 2003). Uma forte e positiva associagdo entre a expressao de IL-6 e a
graduacéao histolégica dos CECs orais foi observada (JABLONSKA et al., 1997).
Em CECs orais foi demonstrado que IL-6 controla a proliferacao e motilidade das
células tumorais, além de contribuir para o desenvolvimento da caquexia em
pacientes terminais (JOHN et al., 2004; WANG et al., 2002). VAIRACTARIS et al.
(2006) estudaram a presenga de polimorfismo no gene que codifica a IL-6 em
amostras de pacientes com CEC oral. Estes autores observaram que o
polimorfismo génico em IL-6 correlacionou significantemente com inumeros
aspectos clinico-patoldgicos, sugerindo uma forte associagdo com a oncogénese
oral.

Angiogénese € o processo de formacédo de vasos sanguineos. Muitos
processos normais e patolégicos necessitam da angiogénese (DONG et al., 2006).
Por exemplo, foi demonstrado que tumores soélidos nao crescem mais que 2 a 3
mm de didmetro sem a presengca de um suprimento sanglineo adequado
(FOLKMAN & HANNAHAN, 1991). A angiogénese necessita de muitas etapas,
como proliferacdo, migracdo e organizacdo das células endoteliais em novos
vasos (TANDLE et al., 2004). Estas varias etapas sao controladas por um balango
entre os fatores pro- e anti-angiogénicos, que s&o liberados por células
endoteliais, mondcitos, células musculares lisas, plaquetas e células tumorais
(TANDLE et al., 2004). Em tecidos normais, os vasos sanguineos sao quiescentes

e as células geralmente secretam altos niveis de inibidores e baixos niveis de
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indutores angiogénicos. Para que as células se tornem malignas, elas devem
adquirir a habilidade de induzir angiogénese. Para isto, elas devem aumentar a
secrecao de fatores pro-angiogénicos e inibir os fatores anti-angiogénicos. O exato
mecanismo nesta mudanga ndo esta bem estabelecido, contudo a ativagao de
oncogenes e a inativagdo de genes supressores de tumor devem exercer um
importante papel (JIN et al., 2006).

As células tumorais e endoteliais liberam fatores pré-angiogénicos como
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento basico de
fibroblastos (bFGF), fator de crescimento transformante a e B (TGF-a e TGF-p)
para mediar a angiogénese (LIU et al., 2006). Estes fatores alteram a homeostase
tecidual, agindo de maneira paracrina na estimulagdo da angiogénese e resposta
inflamatdria. Estes fatores também podem ativar outras células do estroma
(fibroblastos, células musculares lisas, adipocitos e células inflamatorias), levando
a secrecgdo adicional de fatores que modulam a angiogénese (MUELLER et al.,
2004). A presenca de macréfagos no estroma tumoral € um indicador de mau
progndstico em muitos tipos de neoplasias, incluindo melanomas, gliomas e
canceres de mama (HASINA & LINGEN, 2001), devido entre outras coisas a sua
capacidade de induzir angiogénese. E bem estabelecido que uma vez presentes
no estroma tumoral, os macrofagos passam a secretar varios fatores pro-
angiogénicos, incluindo bFGF, VEGF, TNF-a e IL-8 (HASINA & LINGEN., 2001).

Da mesma forma, os CECs orais também necessitam induzir direta ou
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indiretamente a formagdo de novos vasos sanglineos para a expandir e
metastizar (HANNEN & RIEDIGER, 2004).

Estudos tém demonstrado que o crescimento tumoral pode ser inibido por
uma variedade de agentes que tem em comum a habilidade de inibir a
angiogénese (DIAZ-RUBIO, 2006; COONEY et al., 2006). Assim, a terapia anti-
angiogénica tem se tornado uma modalidade terapéutica bastante atrativa para o
tratamento das neoplasias malignas (DREVS & SCHNEIDER, 2006). Varias
drogas tém sido testadas, sendo a inibicao da atividade de fatores de crescimento
angiogénicos e a administragcdo de indutores de necrose vascular a base da
terapia anti-angiogénica (LIU et al., 2006). A terapia génica anti-angiogénese €&
outra modalidade de tratamento que tem recebido especial atengdo no momento.
As principais estratégias usadas para este propdésito incluem a utilizagdo de RNA
de interferéncia, oligodesoxinucleotidios antisense e a expressdao de genes

inibidores de angiogénese (LIU et al., 2006).

2.3. MIOFIBROBLASTOS

Miofibroblastos sao células que adquirem a capacidade de expressar a
isoforma o da actina de musculatura lisa (a-SMA) e de sintetizar elevados niveis
de colageno e outros componentes da MEC (POWELL et al., 2005). Estas células
demonstram caracteristicas intermediarias entre fibroblastos e células musculares
lisas, mas apresentam morfologia similar a de fibroblastos (POWELL et al., 2005;

DESMOULIERE et al., 2004; GROTENDORST et al., 2004). Miofibroblastos foram
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também denominados de fibroblastos peri-tumorais, fibroblastos associados ao
carcinoma e fibroblastos ativos do estroma, mas hoje sdo mais comumente
chamados de miofibroblastos (LEWIS et al., 2004). Eles estdo presentes como
uma pequena subpopulagéo celular em quase todos os 6rgaos e sao capazes de
expressar e secretar uma extensa quantidade de citocinas, fatores de
crescimento, quimiocinas, horménios, neurotransmissores, mediadores
inflamatdrios, proteinas de adeséo e proteinas da MEC (ORIMO & WEINBERG,
2006; DESMOULIERE et al., 2004).

Os miofibroblastos sao caracterizados morfologicamente como células
alongadas, fusiformes ou estreladas com nucleo regular e central (MIKE &
OSTMAN, 2004). Eles apresentam um proeminente citoplasma de microfilamentos
de actina (fibras de estresse), um reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e
estdo conectados uns aos outros através de aderéncias e jungdes do tipo gap
(MIKE & OSTMAN, 2004; TANG et al.,1996; DARBY et al.,1994). Estas células
também estabelecem contatos com os componentes da MEC através de
fibronexus, que € um complexo transmembranico formado por actina, integrina e
fibronectina (POWELL et al., 1999; EYDEN et al., 1993).

Miofibroblastos sdo identificados através da expressdo de a-SMA
(DESMOULIERE et al., 2004). Este marcador citoplasmatico é encontrado
adicionalmente em outros 2 tipos celulares: células musculares lisas e células
mioepiteliais. A presenga de outros marcadores como laminina, desmina,

calponina, miosina de musculo liso, caldesmonina e proteina de ativacdo de
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fibroblastos tem sido utilizada para caracterizar os miofibroblastos, mas o padrao
de expressao € variavel e dependente principalmente da origem, localizagéo e
condicdo patolégica (MIKE & OSTMAN, 2004). Entdo, a-SMA é o melhor
marcador celular para identificagdo dos miofibroblastos, permitindo monitorar e
identificar o comportamento destas células em situagdes clinicas e patologicas.
Estas células podem ser encontradas em inumeras situagdes, participando
tanto de processos fisiologicos quanto patologicos. Miofibroblastos contribuem
para o crescimento e diferenciagdo dos tecidos e 6rgaos, através de interagdes
com ceélulas epiteliais (GAILIT et al., 2001). Também desempenham um importante
papel no processo de reparo, através da retragdo do tecido de granulagdo e da
sintese de MEC, incluindo colageno, fibronectina e proteoglicanos (GAILIT et al.,
2001). Contudo, se estas células persistem, uma quantidade excessiva de
colageno é produzida, resultando em desordens fibréticas, como queldide e
fibroses hepéaticas (DESMOULIERE et al, 2003; VAQUERO et al., 1999;
GUNHAN et al., 1995). Recentemente, n6s demonstramos que os miofibroblastos
podem estar associados a etiologia dos aumentos gengivais fibroticos observado
em pacientes portadores de fibromatose gengival hereditaria (BITU et al., 2006).
Os miofibroblastos podem se originar de células tronco-progenitoras da
medula éssea ou do tecido mesenquimal, de células da crista neural, de células
musculares lisas presentes nos tecidos vascular, uterino e intestinal, ou
simplesmente se originar da transdiferenciagado dos fibroblastos (POWELL et al.,

2005; DESMOULIERE et al., 2004). Também existem fortes evidéncias de que a
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transicao epitélio-mesénquima represente uma fonte alternativa de miofibroblastos
em fibroses renais (DESMOULIERE et al., 2004). Membros da familia TGF-p, fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a
insulina Il (IGF-Il) e IL-4 demonstraram ser os principais fatores envolvidos na
transdiferenciagdo dos fibroblastos em miofibroblastos (POWELL et al., 2005;
DESMOULIERE et al., 2004).

TGF-B1 € um peptideo multifuncional que regula varias atividades celulares,
incluindo crescimento e diferenciacdo celular e expressdo e metabolismo de
macromoléculas da MEC (HUANG & LEE, 2003). Os efeitos de TGF-B1 na
homeostasia do tecido conjuntivo parecem ser mediados pela ativacdo dos
receptores citoplasmaticos Smads e do fator de crescimento de tecido conjuntivo
(CTGF) (TABIBZADEH, 2002). TGF-B1 & secretado na MEC como um complexo
latente e sua ativagdo é regulada por proteases, incluindo plasmina, catepsina,
MMP-2, MMP-9, entre outras (ANNES et al., 2003). Este peptideo desempenha
um papel fundamental na transdiferenciacao dos fibroblastos para miofibroblastos,
como revelado pela sua capacidade de super-regular a expressao de colageno e
o-SMA em modelos in vivo e in vitro (LEWIS et al., 2004). No tecido tumoral, TGF-
B1 pode ser derivado de células epiteliais, células inflamatérias ou dos proprios
miofibroblastos (GALLIHER et al., 2006). TUXHORN et al. (2002) demonstraram in
vivo e in vitro a participagdo de TGF-B1 na conversdo dos fibroblastos em
miofibroblastos. No modelo in vitro de cobaias com céncer de célon, os autores

demonstraram através de imunohistoquimica que as areas que continham a
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presengca de miofibroblastos apresentavam uma forte expressdao de TGF-p1.
Adicionalmente, em ensaios in vitro com anticorpos neutralizantes anti-TGF-$1
revelaram que a inibicdo de TGF-B1 foi acompanha por uma inibicdo na
proliferagdo dos fibroblastos intestinais e uma significante indugdo na
transdiferenciacdo = em  miofibroblastos  (TUXHORN et al, 2002).
Interessantemente, UNTERGASSER et al. (2005) demonstraram que fibroblastos
de préstata tratados com TGF-B1 transdiferenciaram em miofibroblastos, como
revelado pela aquisicdo de densos feixes de fibras no citoesqueleto e um aumento
na expressao de a-SMA, calponina, e tenascina.

Os achados in vivo de que TGF-B1 induz a transdiferenciagdo dos
miofibroblastos foram confirmados por modelos in vitro. In vitro foi demonstrado
que para ocorrer a conversao dos fibroblastos em miofibroblastos dois fatores sao
necessarios: a auséncia de contato entre as células e a presenga de TGF-31
(ARORA & McCULLOCH, 1994). Quando fibroblastos derivados do intestino,
mama, pele, figado ou préstata em cultura sdo tratados com TGF-1, passam a
expressar a-SMA e expandem o reticulo endoplasmatico rugoso adquirindo
morfologia de miofibroblasto (POWELL et al., 2005; DESMOULIERE et al., 2004;
KUNZ-SCHUGHART & KNUECHEL, 2002). Por outro lado, o tratamento com
interferon o ou y reduz a expressao de a-SMA pelos miofibroblastos (GU et al.,
2004). Co-culturas de fibroblastos e células tumorais de diferentes 6rgaos
demonstraram induzir a proliferagcdo celular e a emergéncia de miofibroblastos

(CHEN et al., 2005). Em geral, os miofibroblastos adjacentes aos ninhos de
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células neoplasicas expressam grandes quantidades de a-SMA como observado
nos carcinomas de mama (SAPPINO et al., 1988), melanoma metastatico
(TSUKAMOTO et al., 1992) e CEC oral (LEWIS et al., 2004). Apenas uma
pequena fragdo dos miofibroblastos adjacentes ao estroma tumoral expressam
desmina e miosina de musculo liso, demonstrando que estas células se originam
principalmente da transdiferenciacdo dos fibroblastos (DESMOULIERE et al.,
2004).

O papel dos miofibroblastos na evolugdo do cancer nao esta
completamente compreendido. Inumeros eventos relacionados a oncogénese,
incluindo proliferacdo, adeséo, invasdo e migragao celular, podem ser regulados
pelos produtos da sintese dos miofibroblastos (BAGLOLE et al., 2006; ORIMO et
al., 2005; WEVER et al., 2004; LEWIS et al., 2004). ORIMO et al. (2005)
demonstraram que miofibroblastos sdo capazes de estimular a proliferacédo das
células tumorais em carcinomas invasivos de mama via producdo de niveis
elevados do fator de crescimento derivado do estroma 1 (SDF-1). Este fator, de
forma paracrina, estimula a via do receptor CXCR 4 de inducédo da proliferacao
celular. Em adigdo, o fator SDF-1 estimula a angiogénese nos carcinomas de
mama, através do recrutamento de células progenitoras endoteliais. A liberagéo de
PDGF e do fator de crescimento de queratindcitos (KGF) por miofibroblastos
também foram demonstrados estarem associados a uma indugéo na proliferacao
das células tumorais (MASS-SZABOWSKI et al., 2001; BRADBURY, 1998; GOKE

et al, 1998; SKOBE & FUSENING, 1998). LEWIS e colaboradores (2004)
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demonstraram que miofibroblastos secretam niveis elevados de HGF/SF que
significantemente estimulam a migragdo e invasdo das células de CEC oral no
sistema “matrigel/transwell’. Indiretamente, a secrecdo de HGF/SF pelos
miofibroblastos pode promover a invasdo neoplasica através da inibicao de E-
caderinas (TRUSOLINO et al., 2002). Os miofibroblastos podem também estimular
a angiogénese e linfangiogénese através da expressdo de fatores pro-
angiogénicos como VEGF (ORLANDINI & OLIVEIRO, 2001). Adicionalmente, os
miofibroblastos possuem a capacidade de proteger a células malignas da resposta
imune do hospedeiro (DE WEVER & MAREEL, 2003). Experimentos in vitro com
géis de colageno contendo fibroblastos e miofibroblastos demonstraram que as
propriedades de contracido e sintese de MEC pelos miofibroblastos dificultam a
infiltragcdo das células do sistema imune e inflamatério para dentro do tumor
(WEVER & MAREEL, 2003; LIEUBEAU et al., 1999). Entdo, os miofibroblastos
podem prevenir o contato fisico entre as células malignas e as células do sistema
imune, um fendmeno essencial para a destruicao das células tumorais (WEVER &
MAREEL, 2003). Achados histolégicos de diferentes tipos de neoplasias malignas
demonstraram que os tumores que estdo associados a uma baixa presenca de
miofibroblastos apresentaram uma maior reagao inflamatdria, ao contrario de
tumores associados a uma alta presenca de miofibroblastos, em que as reacdes
imune e inflamatdria foram escassas ou ausentes (OPDENAKKER et al., 1992).

O importante papel dos miofibroblastos no desenvolvimento e promocgao
dos tumores malignos sugere que a modulagcdo destas células e,

consequentemente, da reacdo do estroma possa representar um alvo terapéutico
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inexplorado para varios tipos de cancer. Contudo, um melhor entendimento dos
mecanismos associados a participagcdo dos miofibroblastos na progressao do

cancer € necessario para a criagao de estratégias terapéuticas.
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3. PROPOSICAO

1.

Os objetivos deste estudo foram:

Avaliar através de ensaios imunohistoquimicos a frequéncia de
miofibroblastos em mucosa oral normal, leucoplasias orais com o
diagndstico histopatologico de displasia e CECs orais e correlacionar a
presenca destas células com as caracteristicas clinico-patologicas dos
tumores.

Determinar o efeito do meio condicionado por linhagens celulares de CEC
oral na transdiferenciacdo de culturas primarias de fibroblastos de mucosa
oral normal em miofibroblastos.

Determinar o efeito do meio condicionado por miofibroblastos de mucosa
oral na proliferagao celular e na produg¢dao de MMP-2 e MMP-9 pelas

linhagens celulares de CECs orais.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Aprovacio do Comité de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberagéo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-

UNICAMP (processo numero 141/2006) (Anexo).

4.2. Amostras para a Analise Imunohistoquimica

Dois grupos de amostras de CEC oral foram utilizados para este propdsito.
O primeiro grupo foi composto por 83 amostras de CEC de lingua, enquanto que o
segundo grupo foi formado por 38 lesbes provenientes de varias localizagbes da
cavidade oral. As principais caracteristicas clinico-patoldgicas destes dois grupos
sdo descritas nas Tabelas 1 e 2. O segundo grupo de carcinomas foi previamente
utilizado para anadlise das correlagdes entre as caracteristicas clinico-patologicas
dos tumores e as atividades tumorais das enzimas MMP-2 e MMP-9 (YORIOKA et
al., 2002). Adicionalmente, foram utilizadas 18 amostras de tecido oral normal e 14
amostras de leucoplasias orais com o diagndstico histolégico de displasia,
provenientes do Orocentro.

O estadiamento clinico dos pacientes portadores de CEC oral foi realizado
pelo sistema TNM e todos os pacientes foram classificados como MO no momento
do diagndstico. O tratamento destes pacientes foi realizado no Departamento de
Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia, Hospital do Céancer A. C.

Camargo, Sao Paulo. Um fragmento representativo da pecga cirurgica foi
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histologicamente processado para coloracbes de hematoxilina&eosina (H&E) e
imunohistoquimica. Os tumores foram histologicamente graduados como descrito
previamente por ANNEROTH et al. (1987), levando em consideragdo o grau de
queratinizagao, polimorfismo nuclear, numero de mitoses por campo, padrao de
invasdo, estagio de invasado (profundidade do tumor) e presenca de infiltrado
inflamatdrio linfomonoplasmocitario. As presencas de infiltracdo vascular, linfatica
e perineural também foram avaliadas. Todos os linfonodos removidos durante o
tratamento cirurgico foram histologicamente avaliados para presenga de células
tumorais e integridade capsular.

Todos os pacientes foram acompanhados mensalmente apds o tratamento
e as recorréncias foram confirmadas histologicamente. Periodo livre de doenca foi
avaliado a partir da data do inicio do tratamento até a data do diagndstico da

recorréncia ou a data da ultima visita de acompanhamento.

4.3. Analise Imunohistoquimica de a-SMA e Ki-67

As reacdes de imunohistoquimica para a-SMA e Ki-67 foram realizadas em
cortes histologicos de 3 um. Os cortes foram diafanizados em xilol, hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool, tratados com peroxido de hidrogénio a 3%,
seguido por incubagdo com 10 mM acido citrico pH 6.0 no microondas (2 ciclos de
12 min). Depois de lavados com salina tamponada com fosfato (PBS), os cortes
foram tratados com 1% albumina sérica bovina (BSA) em PBS por 1 h e incubados

com anticorpo monoclonal anti-o-SMA humano (clone 1A4, Dako Corp.,
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Carpinteria, CA, EUA) na concentracdo de 1/400 ou com o anticorpo monoclonal
anti-Ki-67 (clone MIB-1, Dako Corp.) na concentragao de 1/200, seguidos pelo
método ABC (StrepABC Complex/HRP Duet Kit, Dako Corp.). As reagdes foram
reveladas com solugdo de 0,06 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB, Sigma, St. Louis, MO, EUA) acrescida de 1% de H,O, e 1% de DMSO. As
laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Carazzi. Controles negativos
foram realizados com a omissao do anticorpo primario.

A porcentagem de células positivas para Ki-67 foi determinada pela
contagem de 1.000 células para cada amostra, utilizando o sistema de analise de
imagem KONTRON 400 (Carl Zeiss, Germany), enquanto que a porcentagem de
células positivas para o-SMA foi determinada de forma qualitativa, por 3
individuos, em microscopia de luz e classificada como: negativa, quando até 5%
das células do estroma foram positivas, escassa, quando menos de 50% das
células foram positivas, e abundante, quando mais de 50% das células do estroma
foram positivas para o-SMA. Casos com discordancia na classificagdo foram
discutidos individualmente pelos 3 individuos. Duas areas do tumor foram
analisadas: o estroma do tumor, o qual representou a area de tecido conjuntivo
que permeava as células tumorais, e o fronte invasivo do tumor, que representou
uma faixa de tecido conjuntivo entre as células tumorais mais invasivas e o tecido

normal adjacente.
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras de CECs de lingua

(primeiro grupo) utilizadas neste estudo.

Variaveis Numero de Pacientes (%)
(n=83)

Idade

Variagao: 31-95 anos

Media: 59,31+13,5 anos

Mediana: 58 anos
Género

Masculino 64 (77,11)

Feminino 19 (22,89)
Habito de fumar

Nao 9 (10,85)

Sim 74 (89,15)
Habito de beber

Nao 14 (16,87)

Sim 69 (83,13)
Estadio T

T1 16 (19,27)

T2 27 (32,53)

T3 29 (34,94)

T4 11 (13,26)
Estadio N

NO 57 (68,67)

N1 15 (18,07)

N2 7 (8,42)

N3 1(1,21)

Nx 3(3,63)
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Graduagao histoldgica
Bem diferenciado
Moderadamente diferenciado
Pobremente diferenciado
Indiferenciado
Tratamento
Cirurgia
Radioterapia
Cirurgia+Radioterapia
Cirurgia+Radioterapia+Quimioterapia
Radioterapia+Cirurgia
Recorréncia
Nao
Sim
Status atual
Vivo
Morto
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Tabela 2. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras de CECs orais

(segundo grupo) utilizadas neste estudo.

Variaveis Numero de Pacientes (%)

Idade
Variagao: 22-89 anos
Media: 61,1+12,93 anos

Mediana: 62 anos

Género
Masculino 34 (89,47)
Feminino 4 (10,53)
Habito de fumar
Nao 7 (18,42)
Sim 31 (81,58)
Habito de beber
Nao 19 (50)
Sim 19 (50)
Estadio T
T1 5(13,16)
T2 13 (34,21)
T3 11 (28,95)
T4 9 (23,68)
Estadio N
NO 5 (60,52)
N1 13 (18,42)
N2 11 (13,17)
N3 9(7,8)

34



Localizagao

Lingua 14 (36,84)
Assoalho bucal 7(18,42)
Palato 7 (18,42)
Mucosa jugal 5(13,17)
Gengiva 3(7,8)
Labio 2 (5,26)
Graduacao histolégica
Bem diferenciado 14 (36,84)
Moderadamente diferenciado 18 (47,36)
Pobremente diferenciado 3 (7,8)
Indiferenciado 3(7,8)
Tratamento
Cirurgia 5 (13,17)
Radioterapia 4 (10,52)
Cirurgia+Radioterapia 26 (68,42)
Cirurgia+Radioterapia+Quimioterapia 2 (5,26)
Radioterapia+Quimioterapia 1(2,63)
Recorréncia
Nao 20 (52,63)
Sim 18 (47,37)
Status atual
Vivo 12 (31,58)
Morto 26 (68,42)

4.4. Cultura de Células
Este estudo utilizou dois tipos celulares: linhagens celulares de CEC oral e
culturas primarias de fibroblastos de mucosa oral normal (designadas como

FMN1, FMN2 e FMN3). As linhagens celulares de CEC oral, SCC4, SCC9, SCC15
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e SCC25, foram adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC,
Manassas, VA, EUA) e cultivadas como recomendado pelo fornecedor. Em
esséncia, estas células foram descongeladas e mantidas em frascos de cultura de
75 cm? em meio de cultura formado por partes iguais de meio de cultura de Eagle
modificado por Dulbecco’s (DMEM) e do meio de cultura F12 (DMEM/F-12;
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS, Cultilab Ltda, Campinas-SP), 400 ng/ml de hidrocortisona (Sigma), 100
ug/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO..

As linhagens de FMN foram obtidas de fragmentos de mucosa labial de 3
individuos clinicamente saudaveis, que foram submetidos ao tratamento cirurgico
para remocgdo de mucocele no Orocentro da FOP-UNICAMP. A margem do leito
cirurgico foi realizada uma biopsia com “punch” para obtengcdo de um fragmento
de 0,5 cm? que foi imediatamente lavado, imerso em meio de cultura DMEM
(Invitrogen) acrescido de 10% FBS (Cultilab), 100 ug/ml de penicilina e 120 pg/mi
de sulfato de kanamicina a 4°C e levado imediatamente a geladeira, onde foi
mantido por 16 h. Transcorrido este periodo, os fragmentos foram lavados 3 vezes
na mesma solugdo, cortados em fragmentos de aproximadamente 1 mm?® e
transferidos para frascos de cultura de 25 cm?, que foram mantidos a temperatura
de 37°C, atmosfera umida contendo 5% CO.. O crescimento celular foi monitorado
diariamente e o meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o

metabolismo celular.
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Apos atingirem a subconfluéncia, os fibroblastos foram subcultivados. Para
isto, as células foram lavadas com PBS e incubadas a 37°C com uma solucéo de
2% tripsina em PBS. Apdés um periodo médio de 2 min, as células se separaram
do assoalho do frasco de cultura (o que foi determinado por observagdo em
microscopio de contraste de fase), sendo entdo a agao da tripsina interrompida
pela adigdo de meio de cultura contendo 10% de FBS. A suspenséao de células foi
transferida para tubos conicos de plastico de 15 ml estéreis (Corning Inc, Corning,
NY, EUA) e estes centrifugados a 3000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas e plaqueadas em meio de cultura. Em
todos os procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a
manutencdo da esterilidade e os fibroblastos foram descartados apds 10

passagens.

4.5. Preparo do Meio de Cultura Condicionado por Células de CEC Oral e
Miofibroblastos

Para obtengdo do meio condicionado por células de CEC oral, as linhagens
celulares foram plaqueadas em uma condigdo de subconfluéncia (2.500 cm?) e
cultivadas por 48 h em meio DMEM-F/12 contendo 10% de FBS. Apds este
periodo, o meio condicionado de cada linhagem foi coletado, centrifugado para
remogao dos restos celulares e imediatamente incubado com as linhagens FMN.
Meio de cultura fresco foi utilizado como controle.

O meio de cultura condicionado por miofibroblastos foi obtido através do

tratamento das linhagens FMN1 e FMN3 com TGF-B1. Resumidamente, células
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plagueadas em condicdo de subconfluéncia foram lavadas 2 vezes com PBS e
uma vez com DMEM livre de soro e, em seguida, foram incubadas com meio de
cultura contendo 0,1% FBS e 10 ng/ml de TGF-B1 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA). Apos 72 h de tratamento, as células foram lavadas e mantidas em
0,1% FBS-DMEM (sem TGF-1) por um periodo adicional de 24 h, obtendo-se
assim o meio condicionado por miofibroblastos. Os meios condicionados foram
purificados por centrifugacao, aliquotados e armazenados a -80°C até o uso. O
meio controle (condicionado por fibroblastos) foi obtido do mesmo modo, mas sem
a utilizacao de TGF-p1. O efeito de TGF-B1 na transdiferenciagéo dos fibroblastos
em miofibroblastos foi confirmado através dos ensaios de western blot,
transcriptase reversa-reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), citometria de

fluxo e imunofluorescéncia.

4.6. Analise de Western Blot

A técnica de western blot foi utilizada para dois propositos neste estudo:
confirmar o efeito de TGF-B1 na transdiferenciagdo dos fibroblastos para
miofibroblastos e determinar o efeito do meio condicionado pelas linhagens
celulares de CEC oral na indugao da transdiferenciagdo dos FMN. Para o segundo
propésito, linhagens celulares de FMN foram incubadas por 3 dias com meio de
cultura condicionado por células de CEC oral ou meio de cultura fresco como

controle. Em paralelo, a linhagem FMN1 foi incubada com meio de cultura
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condicionado acrescido de 10 pg/ml de anticorpos neutralizantes anti-TGF-1
(R&D Systems).

Células foram coletadas, lavadas com PBS e incubadas com tampao de lise
RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1%
deoxicolato de sodio, 0.5% sodio dodecil sulfato (SDS), 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSP), 1 mM N-etilmaleimida, 1 mM ditiotreitol (DTT), 10 mg/ml
inibidor de tripsina, 1 mg/ml leupeptina e 1 mg/ml aprotinina). Apos centrifugacéo e
determinacdo da dosagem protéica pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
30 ug de proteina total de cada amostra foi misturada com tampao de amostra
redutor (2% SDS, 125 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glicerol, 0,001% azul de
bromofenol e 20% DTT), fervida por 10 min e separada eletroforeticamente em gel
a 10% SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). O material eletroforizado foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose (poro de 0,45 mm; Invitrogen). As membranas
foram tratadas por 16 h a 4°C com TBS acrescido de 10% de leite desnatado e,
posteriormente, incubadas com anticorpos anti-a-SMA (Dako Corp.) por 2 h. Apos
lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a
enzima peroxidase e reveladas com kit de quimioluminescéncia seguindo normas
do fabricante (Amershan Pahrmacia Biotech, Arlington Heighs, IL, EUA). A

membrana foi entdo envolta por plastico e exposta ao filme radiografico.
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4.7. Imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia foi utilizado com os mesmos propésitos da
técnica de western blot. Células foram plagueadas em lamina de cultura de células
(Lab Tek, Nunc, Naperville, IL, EUA) e mantidas a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO; por 24 h. Seguindo-se incubacgédo por 3 dias em meio de
cultura contendo 0,1% de FBS e 10 ng/ml de TGF-B1 ou em meio contendo os
produtos da sintese das linhagens de CEC oral, as células foram lavadas com
PBS e fixadas com etanol a 70% por 15 min. Ap6s bloqueio com 3% BSA em PBS
por 1 h para prevenir ligagdes inespecificas, as células foram incubadas com
anticorpos anti-a-SMA (Dako Corp.) em uma diluigdo de 1:100 por 1 h, seguindo
entdo a incubagdo com o anticorpo anti-IgG conjugado com fluoresceina (Vector
Labs, Burlingame, CA, EUA) em uma diluicdo de 1:250. A lamina foi montada com
Vectashield contendo DAPI (Vector Labs), e examinada em um fotomicroscépio
equipado com epifluorescéncia (DMR Microscope, Leica Microsystem, Nussloch,
Germany). Para a geracdo das imagens fluorescentes, as células foram
estimuladas com feixe de luz a 480/40nm e foram coletadas com filtro de
passagem em banda de 527/30. Células ndo tratadas com o anticorpo primario

foram usadas como controle negativo da reagéao.

4.8. Analise Semi-Quantitativa de RT-PCR
RNA total foi isolado das linhagens FMN1 e FMN3 incubadas com TGF-31

através dos métodos de CHOMECZYNSKI e SACCHI (1987). Em esséncia,
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células foram lavadas com PBS e incubadas com TRIZOL (Invitrogen) por 5 min.
Apos lise celular, as amostras foram coletadas e transferidas para tubos de
polipropileno (livres de RNase e DNase) e 0,2 ml de cloroférmio por mililitro de
solugédo desnaturante foi adicionado. Apds centrifugacao, a fase aquosa contendo
o RNA foi transferida para tubos limpos e foi adicionado 0,5 ml de alcool
isopropano por mililitro de solucdo desnaturante. A concentracdo e a pureza das
amostras de RNA foram determinadas analisando-se a absorbancia
espectrofotometricamente a 260/280 nm de comprimento de onda
(Espectrofotdmetro Genesys 2, Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA), enquanto
que a integridade foi verificada em gel de agarose/MOPS/formaldeido.

Trés ug de RNA total foram transcritos reversamente a cDNA adicionando a
mistura contendo 1 ul de Oligo-dT (0,5 mg/ml), 4 ul de 5x tampé&o de sintese (200
mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1 ul da mistura de dNTPs, 2 ul de 0,1M DTT, 1
ul RNase OUT (Invitrogem) e 1 ul de Superscript 1| RT (200 U/ul; Invitrogen). A
mistura foi incubada por 50 min a 42°C e posterior 15 min a 70°C. O cDNA
resultante foi amplificado por PCR (Termociclador modelo 9600, Perkin Elmer,
Foster City, CA, EUA) em uma reagdo composta por 1 uM de cada primer, 2 mM
MgCl;, 0,8 mM dNTPs e 0,025 U/ul Tag DNA polimerase (Invitrogen). As
sequéncias dos primers, condicbes da amplificagcdo e os tamanhos dos produtos
de PCR para a-SMA e GAPDH sao descritos na Tabela 3. Os produtos de PCR
foram corados com brometo de etideo e separados eletroforeticamente em gel de

1% agarose/TAE (tampao Tris-acido acético-EDTA). A documentacdo dos ensaios
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de RT-PCR foram realizadas no sistema de fotodocumentagdo Kodak Digital
Science™ equipado com a camera digital DC40 e com o programa 1D Image

Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA).

Tabela 3. Primers usados nos ensaios de RT-PCR.

Gene Sequéncia (5'—3’) Anelamento Ciclos Produto

W) (pb)

o-SMA GCTCACGGAGGCACCCCTGA 61 40 589
GTCATAGGACATTGTTAGCAT

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 55 30 226
GAAGATGGTGATGGGATTTC

4.9. Citometria de Fluxo

Suspensdes celulares foram fixadas com etanol a 70% e incubadas com
anticorpos anti-a-SMA e anti-IgG conjugado a fluoresceina como descrito acima.
As células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e analisadas no Citdmetro de
Fluxo FACScalibur equipado com laser de argbénio (Becton Dickison, San Jose,
CA, EUA). Um numero minimo de 10.000 eventos foi captado para cada amostra e
apenas as células com caracteristicas de dispersédo ortogonal e adiante, similar a
fibroblastos intactos, foram incluidas na analise. A porcentagem de células
positivas foi calculada com o auxilio do software CellQuest (Becton Dickison). E
importante ressaltar que os experimentos de citometria de fluxo foram realizados

em nosso laboratério em Piracicaba, mas analisados no citbmetro de fluxo do
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laboratéorio do Dr. Anibal Vercessi, na Faculdade de Medicina-UNICAMP, em

Campinas.

4.10. indice de Incorporagao de Bromodeoxiuridina (BrdU)

Linhagens de CEC oral foram plaqueadas na concentracdo de 2x10*
células por pogco em laminas de cultura e cultivadas a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO, Apds 24 h de cultivo em niveis reduzidos de FBS (0,1%)
para inducdo do sincronismo celular, os meios de cultura condicionados por
fibroblastos ou por miofibroblastos foram adicionados as células. Transcorrido 24 h
de inducdo da proliferacdo celular, as células foram lavadas e meio de cultura
fresco acrescido de BrdU na diluicdo de 1:1000 foi adicionado. Apds 1 h de
incorporacgao, as células foram lavadas e fixadas em 70% de etanol por 15 min. A
incorporacao de BrdU nas células em proliferacdo foi revelada através da analise
imunohistoquimica utilizando protocolos descritos pelo fabricante (Kit de
proliferacdo celular, Amershan Pahrmacia Biotech). O indice de incorporagao
expresso como a porcentagem de células positivas para BrdU foi determinado
pela contagem de 1000 células de cada linhagem de CEC oral utilizando o sistema

de imagem KONTROM 400 (Zeiss).

4.11. indice Imunocitoquimico da Expressio de Ki-67
Para confirmar o efeito do meio condicionado por miofibroblastos no
potencial proliferativo das linhagens de CEC oral foi determinado o indice

imunocitoquimico da expressao de Ki-67. Linhagens de CEC oral foram cultivadas
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em meio de cultura condicionado por fibroblastos ou miofibroblastos como descrito
acima, seguida por fixagdo em 70% etanol. Apdés a inibicdo da peroxidase
enddgena, as células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo anti-Ki-
67 na concentracdo de 1/200 por 1 h. Em sequéncia as células foram incubadas
com anticorpo secundario conjugado a biotina (Strept ABC Complex/HRP Duet kit,
Dako Corp.) por 30 min a 37°C, diluido a 1:500 e complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (Dako Corp.) por mais 30 min. As reagdes foram reveladas com
solucdo 0,6 mg/ml de DAB (Sigma) acrescida de 1% de H;O, e 1% de DMSO e

contra-coradas com hematoxilina de Carazzi.

4.12. Anadlise Zimografica

Linhagens celulares de CEC oral foram plaqueadas na concentragdo de
5x10* células por pogo em placas de 24-pocos (Nunc). Apds 24 h, células foram
lavadas e incubadas com meio de cultura condicionado por fibroblastos ou
miofibroblastos por 24 h para induzir a sintese de MMPs. Sobrenadantes foram
coletados, incubados com tampdo de amostra nao redutor e submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 1,6 mg/ml de gelatina (Bio Rad,
Hercules, CA, EUA), como substrato. O numero de células de cada pogo foi
determinado pela contagem no contador automatico de células (Coulter
Electronics, Beckman, England). Apés eletroforese, os geis foram lavados 2 vezes
por 30 min em solugdo aquosa de 2% Triton X-100 e incubados em tampao de
ativacao composto por 10 mM Tris-HCI pH 8.0 e 5 mM CaCl; por 16 h a 37°C. A

seguir, os geis foram corados com Coomassie blue R250 (Bio Rad). As proteinas
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com atividades gelatinoliticas foram observadas como bandas negativas. Para
confirmar se as proteinas eram pertencentes a familia das MMPs, 1 mM de 1,10-
fenantrolina (Sigma) foi adicionado diretamente ao tampao de ativagcdo de uma

das amostras.

4.13. Caracterizagao das MMPs por Imunoprecipitagao

Sobrenadante de uma das amostras deste estudo foi submetido a reacdes
de imunoprecipitacdo com anticorpos monoclonais anti-MMP-2 e anti-MMP-9
humanas (The Binding Site, England) na diluicdo de 1/50. Os imunocomplexos
foram precipitados pela adigdo de 50 ul de proteina A-Sepharose (Sigma) por 1 h
a temperatura de 4°C. Depois de lavar 3 vezes o material ndo-especifico
adsorvido pela Sepharose com PBS acrescido de 1% Tween-20, o material
imunoprecipitado foi eluido em tampao de amostra ndo redutor e analisado por

zimografia como descrito previamente.

4.14. Analise Densitométrica

Para quantificacdo das bandas dos ensaios de western blot e zimografia, os
filmes e géis foram escaneados no Scanner Model GS-700 Imaging Densitometer
(Bio Rad) e as bandas analisadas com auxilio do programa Molecular Analyst™
(Bio Rad). O valor da densidade optica foi calculado levado em consideragdo a
area e a intensidade de cada banda. No ensaio de western blot, a normalizac&o foi

realizada dividindo o valor da densidade 6ptica da banda de a-SMA pelo valor da
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banda de B-actina, enquanto que para os ensaios zimograficos, o valor da
densidade optica das bandas correspondendo a MMP-2 e MMP-9 foi dividido pelo
numero de células. Os resultados finais dos experimentos sdo mostrados como a

porcentagem de estimulagéo frente ao controle negativo.

4.15. Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados, pelo menos, 2 vezes. Os
resultados utilizados na comparacao estatistica representam a média £ desvio
padrao de 3 repeticdes independentes. Para determinar a correlacdo entre a
presenca dos miofibroblastos e dados clinico-patolégicos, nds utilizamos o teste
Exato de Fisher e o teste n&o-paramétrico de Mann-Whitney para variaveis
continuas e descontinuas, respectivamente. A correlacdo entre a positividade de
Ki-67 no estroma e no fronte invasivo do tumor foi analisada pelo teste de
Spearman. Sobrevida global e sobrevida livre de doenga foram estimadas atraves
do método de Kaplan-Meier e o teste Log-rank foi empregado para comparar as
curvas de sobrevida. O teste analise de variancia (One way ANOVA) foi utilizado
para comparar os efeitos do meio condicionado pelas células de CEC oral sobre a
transdiferenciagcdo dos FMN, enquanto que o teste t de Student foi utilizado para
comparar os efeitos do meio condicionado por miofibroblastos sobre a taxa de
proliferacdo e atividade de MMPs das linhagens de CEC oral. Em todas as
analises, p<0,05 foi considerado como indicativo de diferenca estatisticamente

significante.
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5. RESULTADOS
5.1. Avaliagcao Imunohistoquimica da Presen¢a dos Miofibroblastos no
Estroma de CECs Orais

Os resultados da analise imunohistoquimica da expressao de a-SMA séao
demonstrados na Tabela 4. N6s utilizamos um anticorpo capaz de reconhecer a
proteina a-SMA por ser considerado o melhor marcador celular para identificacdo
dos miofibroblastos (DESMOULIERE et al., 2004; KUNZ-SCHUGHART &
KNUCHEL, 2002). Em todas as amostras de mucosa oral normal (n=18) nao
houve no tecido conjuntivo a presenga de células positivas para a-SMA, exceto
pela marcagdo das células musculares lisas da parede dos vasos sanguineos
(controle interno positivo) (Figura 1A e B). Da mesma forma, todas as amostras de
leucoplasias orais com displasia celular histologicamente confirmada foram
negativas para presencga de células positivas para a-SMA no tecido conjuntivo
(Figura 2C e D). Em contraste, aproximadamente 60% dos CECs orais,
independente do grupo analisado, demonstraram uma quantidade significante de
miofibroblastos.

As amostras de CECs de lingua (primeiro grupo) foram classificadas quanto
ao padrao de distribuicdo dos miofibroblastos em padrao reticular ou padrao
fascicular (Figura 3A-D). Onze amostras (22,45%) apresentaram exclusivamente o
padrao reticular, 22 (44,89%) apresentaram o padrdo fascicular e 16 (32,66%)
demonstraram areas com padrao reticular e fascicular. Nenhuma correlagao entre

0 padrao de distribuicdo e as caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores foi
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observada. Interessantemente, as amostras de CECs orais, independente do
grupo, apresentavam um infiltrado inflamatério mononuclear de intensidade
variada, que tendia a ser inversamente proporcional a quantidade de
miofibroblastos. Foi possivel examinar o fronte invasivo de 72 amostras de CECs
de lingua, demonstrando que os miofibroblastos estavam concentrados ali,
demarcando esta area em 35 (71,42%) das amostras positivas para o-SMA
(Figura 4B). Esta proximidade sugere que a transdiferenciagdo dos miofibroblastos

€ induzida pelas células tumorais.

Tabela 4. Presenca dos miofibroblastos em tecido oral normal, leucoplasias orais

e CECs.
Presenca de Miofibroblastos
Total Negativa (%) Positiva (%)
Mucosas orais normais 18 18 (100) 0
Leucoplasias orais 14 14 (100) 0
CECs de lingua 83 34 (40,96) 49 (59,04)
CECs orais 38 15 (39,48) 23 (60,52)

5.2. Correlagao Entre a Presenga dos Miofibroblastos e as Caracteristicas
Clinico-Patologicas dos Tumores
As correlagdes entre as caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores e a

presenga dos miofibroblastos no grupo de CECs de lingua (primeiro grupo de
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CECs) estao listadas na Tabela 5. Foi observada uma significante correlagao entre
a presenga dos miofibroblastos no estroma geral do tumor e no fronte de invasao
(coeficiente de Spearman r=0,59; p=0,005). A presenga abundante de
miofibroblastos encontrada no estroma e no fronte invasivo do tumor correlacionou
positivamente e significantemente com o estadio clinico N, invaséo linfatica e
vascular, presencga histologicamente confirmada de metastases em linfonodos e
ruptura capsular dos linfonodos por infiltracdo tumoral. A abundante presenca de
miofibroblastos no fronte invasivo do tumor também correlacionou
significantemente com invasao perineural. A presenca de miofibroblastos nao foi
associada com idade, género, habito de fumar ou consumir bebidas alcodlicas,
tamanho do tumor (estadio T), diferenciagdo celular das células tumorais e
recorréncia tumoral. A abundante existéncia de miofibroblastos no fronte de
invasao tumoral significantemente correlacionou com o periodo de sobrevida
global (tempo transcorrido entre o diagndstico da doenga e a morte do paciente),
onde pacientes que demonstravam uma grande quantidade de miofibroblastos no
fronte invasivo apresentavam um periodo de sobrevida global significantemente
menor que 0s pacientes com auséncia ou escassa presenca destas células
(p=0,05). Nao houve associagédo entre a sobrevida livre de doenga e a presenca
de miofibroblastos.

A taxa de proliferagdo dos tumores de lingua foi avaliada pela reagao
imunohistoquimica para Ki-67. Nucleos com coloracdo amarronzada,
independente da intensidade, foram interpretados como positivo para Ki-67. A taxa

de proliferacdo representa a porcentagem de células positivas para Ki-67 e foi
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determinada pela contagem de 1.000 células em cada uma das areas analisadas
neste estudo (estroma e fronte invasivo do tumor). A mediana da expressao
imunohistoquimica de Ki-67 de cada area analisada foi empregada para dividir os
tumores em 2 grupos, um acima e outro abaixo da mediana (exibindo alta e baixa
atividade proliferativa), que foram associados com a presenga de miofibroblastos.
A porcentagem de células positivas para Ki-67 foi maior no fronte invasivo
comparado ao estroma tumoral e uma forte e positiva correlacdo foi observada
entre a taxa de proliferagcao destas duas areas (Figura 5, coeficiente de Spearman
r=0,63; p=0,0005). A quantidade de miofibroblastos no estroma foi
significantemente maior em tumores exibindo uma elevada proporgao de células
positivas para Ki-67 (p=0,05). Da mesma forma, tumores que apresentaram uma
alta atividade proliferativa exibiram uma significante abundancia de miofibroblastos
no fronte invasivo do tumor (p=0,01). Estes resultados demonstram que,
independente da localizacdo, a presenga dos miofibroblastos correlaciona com
varias caracteristicas clinicas e patolégicas dos tumores, incluindo um potencial
proliferativo elevado.

No segundo grupo, 38 amostras de CECs de varias localizagbes da
cavidade oral foram avaliadas apenas para a presenga dos miofibroblastos no
estroma geral do tumor. Vinte e trés (60,52%) amostras apresentaram
miofibroblastos no estroma envolvendo as ilhas de células neoplasicas, sendo que
12 (31,6%) destas amostras demonstraram uma abundante presencga de células

positivas para a-SMA. A correlacdo entre a presenga dos miofibroblastos e os
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dados clinico-patologicos deste grupo esta listado na Tabela 6. A presenca
abundante dos miofibroblastos no estroma correlacionou significantemente com o
estadio clinico N, presenca de células tumorais nas margens da pecga cirurgica e
recorréncia regional apés o tratamento. Assim como para as amostras de lingua, a
presenca dos miofibroblastos n&o correlacionou com idade, género, habito de
fumar ou consumir bebidas alcodlicas, tamanho do tumor e grau de diferenciagao
histolégica. Um achado interessante neste grupo foi que a presenga dos
miofibroblastos correlacionou significantemente com a atividade de MMP-2 e
MMP-9 dos tumores. As atividades de MMP-2 e MMP-9 foram previamente
determinadas através da anadlise zimografica dos extratos protéicos destas
amostras de CEC (YORIOKA et al., 2002). Nossos resultados demonstraram que
a presenca abundante de miofibroblastos no estroma tumoral correlacionou
significantemente com uma maior atividade de MMP-2 e MMP-9 dos tumores

(Figura 6).
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Tabela 5. Correlagao entre as caracteristicas clinico-patolégicas dos CECs de lingua (primeiro grupo) e a presenca

dos miofibroblastos no estroma geral e no fronte invasivo dos tumores.

Variaveis Miofibroblastos Miofibroblastos
Estroma Geral Fronte Invasivo
0/1" 2 Valor 0/1 2 Valor
n (%) n (%) de P n (%) n(%) de P
Idade
< 58 anos 25 (49,02) 17 (53,12) 0,71 33 (55,93) 7 (53,85) 0,89
> 58 anos 26 (50,98) 15 (46,88) 26 (44,07) 6 (46,15)
Género
Masculino 40 (78,43) 24 (75) 0,71 45 (76,27) 9 (69,23) 0,59
Feminino 11 (21,57) 8 (25) 14 (23,73) 4 (30,77)
Habito de Fumar
Nao 5(11,36) 4 (13,33) 0,79 7 (13,46) 2 (16,67) 0,77
Sim 39 (88,64) 26 (86,67) 45 (86,54) 10 (83,33)
Consumo de alcool
Nao 9 (20) 5 (16,67) 0,71 9 (16,98) 4 (33,33) 0,2
Sim 36 (80) 25 (83,33%) 44 (83,02) 8 (66,67)
Estadio T
T1/T2 30 (58,82) 13 (40,62) 0,10 34 (57,63) 5 (38,46) 0,21
T3/T4 21 (41,18) 19 (59,38) 25 (42,37) 8 (61,54)

52



Continuacio

Estadio N
NO
N+

Diferenciagao?
BD
MD
PD/I

Invasao Vascular
Nao
Sim

Invasao Linfatica
Nao
Sim

Invasao Perineural
Nao
Sim

Metastases em linfonodo*

Nao
Sim
Infiltracdo Capsular
Nao
Sim

41 (83,67)
8 (16,33)

27 (52,94)
21 (41,17)
3 (5,89)

47 (94)
3 (6)

33 (66)
17 (34)

36 (72)
14 (28)

36 (70,59)
15 (29,41)

11 (21,57)
40 (78,43)

16 (51,61)
15 (48,39)

15 (46,87)
16 (50)
1(3,13)

25 (78,13)
7 (21,87)

15 (46,88)
17 (53,12)

19 (59,38)
13 (40,62)

14 (43,75)
18 (56,75)

15 (46,88)
17 (53,12)

0,002

NA3

0,03

0,06

0,23

0,01

0,01

54 (91,54)
5 (8,48)

36 (61,01)
21 (35,59)
2 (3,4)

54 (91,53)
5 (8,47)

40 (67,8)
19 (32,2)

43 (72,88)
16 (27,12)

41 (69,49)
18 (30,51)

13 (22,03)
46 (77,97)

1(7,7) 0,007
12 (92,3)

1(7,69) NA
10 (76,92)

2 (15,39)

8 (66,67) 0,01

4 (33,33%)

2 (16,67) 0,001
10 (83,33)

3 (25) 0,002
9 (75)

4 (30,77) 0,009
9 (69,23)

8 (61,54) 0,005
5 (38,46)
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Continuaciao

Recorréncia local

Nao 35 (68,62) 23 (71,87) 0,75 41 (69,49) 9 (69,23) 0,98
Sim 16 (31,38) 9 (28,13) 18 (30,51) 4 (30,77)
Recorréncia Regional
Nao 39 (76,47) 26 (81,25) 0,61 45 (76,27) 10 (76,92) 0,99
Sim 12 (23,53) 6 (18,75) 14 (23,73) 3 (23,08)
Recorréncia a Distancia
Nao 43 (94,11) 28 (87,5) 0,76 52 (88,13) 9 (69,23) 0,1
Sim 8 (15,68) 4(12,5) 7 (11,86) 4 (30,77)
Sobrevida Global
(158 meses, 49,17% 37,5% 0,16 31,74% 8,5% 0,05
média de 57 meses)
Sobrevida Livre de Doenca 48,14% 38,72% 0,39 47,81% 41,15% 0,24
(129 meses,
média de 57 meses)
Células positivas para Ki-67
<30% 30 (58,82) 12 (37,5) 0,05
> 30% 21 (41,18) 20 (62,5)
<38% 35 (68,62) 3 (27,27) 0,01
> 38% 16 (31,38) 8 (72,73)

'Presenca de miofibroblastos: (0) negativa, (1) escassa e (2) abundante. “Diferenciacdo: (BD) bem diferenciado, (MD)
moderadamente diferenciado, (PD) pobremente diferenciado e (I) indiferenciado. *NA: ndo avaliado. *Metastases em

linfonodos: histologicamente confirmada.
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Tabela 6. Correlacédo entre a presenca de miofibroblastos e as caracteristicas clinico-patolégicas dos CECs orais

(segundo grupo).

Miofibroblastos

Variaveis 0/1 2
n (%) n (%) Valor de P
Idade
>62 anos 13 (50) 8 (75) 0,33
>62 anos 13 (50) 4 (25)
Género
Masculino 22 (84,61) 12 (100) 0,15
Feminino 4 (15,39) 0
Estadio T
T1/T2 13 (50) 5 (41,66) 0,63
T3/T4 13 (50) 7 (58,34)
Estadio N
NO 19 (73,07) 4 (25) 0,02
N+ 7 (26,93) 8 (75)
Diferenciacdo?
BD 10 (38,46) 4 (25) 0,57
MD 13 (50) 5 (41,66)
PD/I 3 (11,54) 3 (33,4)
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Continuacao

Margens
Livres 17 (94,45) 6 (50) 0,005
Comprometidas 1 (5,55) 6 (50)

Recorréncia local
N&o 19 (73,07) 8 (75) 0,68
Sim 7 (26,93) 4 (25)

Recorréncia Regional
N&o 24 (92,3) 6 (50) 0,003
Sim 2(7,7) 6 (50)

Recorréncia distancia
Nao 23 (88,46) 8 (75) 0,13
Sim 3 (11,54) 4 (25)

Status atual
Vivo 7 (26,93) 5 (41,66) 0,40
Morto 19 (73,07) 7 (58,34)

'Presenca de miofibroblastos: (0) negativa, (1) escassa, e (2) abundante. Diferenciacéo: (BD) bem diferenciado,

(MD) moderadamente diferenciado, (PD) pobremente diferenciado e (I) indiferenciado.
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5.3. Meio Condicionado por Células de CEC Oral Induz a Transdiferenciagao
dos FMN em Miofibroblastos

Primeiro, para avaliar o efeito dos meios condicionados pelas linhagens
celulares de CEC oral sobre os FMN foi realizada uma analise morfolégica das
células coradas pela técnica de H&E. Todas as linhagens de fibroblastos
demonstraram uma morfologia fusiforme com nucleo central esférico e tipicos
prolongamentos citoplasmaticos, mas quando estas linhagens celulares foram
cultivadas na presenca de meio condicionado pelas linhagens celulares de CEC
oral por 3 dias, elas se apresentaram mais alongadas e aumentadas de tamanho
devido a uma ampla expansdo do citoplasma (Figura 7A e B). Adicionalmente,
estas células tratadas com meio condicionado por células de CEC oral ndo foram
induzidas a morte celular durante o experimento. A morfologia das linhagens de
FMN cultivadas com meio condicionado pelas células de CEC oral foi bastante
similar a observada em miofibroblastos gengivais de fibromatose gengival
hereditaria (BITU et al., 2006).

Para verificar se os meios condicionados pelas linhagens celulares de CEC
oral sdo capazes de estimular a transdiferenciacdo dos FMN em miofibroblastos,
nods examinamos a expressao de a-SMA por imunofluorescéncia e western blot.
Os ensaios de western blot demonstraram que as células de CEC oral induziram a
transdiferenciagdo das linhagens de FMN em miofibroblastos (Figura 8A, B e C). A

analise densitométrica das bandas correspondentes a a-SMA normalizadas pelo

valor de B-actina demonstraram que os niveis de produgdo de o-SMA foram
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significantemente maiores quando as linhagens de fibroblastos foram cultivadas
na presenga de meio condicionado pelas células de CEC oral comparado com
fibroblastos cultivados com meio controle (Figura 8D, E e F). Um aumento de 3-6
vezes na produgao de a-SMA foi observado nas linhagens celulares FMN1 e
FMN2 em relagdo ao controle (Figura 6B e D), enquanto que uma estimulagao
mais significante, um aumento de 9-20 vezes, foi encontrada na linhagem FMN3
(Figura 8F).

Visando confirmar estes resultados, nds realizamos o ensaio de
imunofluorescéncia com fibroblastos cultivados com meio condicionado pelas
células de CEC oral. Como esperado, miofibroblastos foram identificados quando
0s meios de cultura condicionados pelas células de CEC oral foram adicionados
as linhagens de fibroblastos. As linhagens de FMN demonstraram ocasionais
células com uma fraca e perinuclear positividade para a-SMA (Figura 9A). Em
contraste, o cultivo dos fibroblastos com meio condicionado pelas células de CEC
oral resultou na transdiferenciacdo dos miofibroblastos, como revelada pelo
grande numero de células apresentando estriagdes brilhantes, compativeis com

fibras do estresse, por todo o citoplasma celular (Figura 9B).

5.4. Meio Condicionado por Células de CEC Oral Induz a Transdiferenciagao
dos Miofibroblastos Através da Ag¢ao de TGF-B1
Muitos estudos demonstraram que TGF-f1 apresenta um papel

fundamental na transdiferenciacdo dos miofibroblastos (DESMOULIERE et al.,
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2005; TUXHORN et al., 2001). Além disso, TGF-B1 é frequentemente detectado
em CECs orais, sendo encontrado em altas concentragcdes no estroma tumoral
(PASCHE, 2001). Primeiramente, nds avaliamos a capacidade de TGF-B1 induzir
a transdiferenciacao das linhagens de FMN em miofibroblastos. As analises de
RT-PCR e western blot demonstraram que o tratamento das linhagens celulares
FMN1 e FMN3 com 10 ng/ml de TGF-B1 por 72 h estimularam significantemente a
expressao e produgao de a-SMA quando comparado com células controle (Figura
10A e B). Adicionalmente, a analise por citometria de fluxo demonstrou que os
fibroblastos tratados com TGF-B1 apresentaram um numero maior de células
positivas e uma intensidade maior de fluorescéncia para a-SMA (Figura 10C). Por
exemplo, o tratamento da linhagem FMN3 com 10 ng/ml de TGF-1 resultou em
mais de 90% das células positivas para a-SMA.

Para verificar se a transdiferenciacao dos miofibroblastos € dependente de
TGF-B1 liberado pelas células de CEC oral, nés bloqueamos a atividade de TGF-
B1 com anticorpos neutralizantes anti-TGF-B1. Para isto, anticorpos anti-TGF-31
foram adicionados ao meio condicionado pelas linhagens celulares de CEC oral na
concentracdo de 10 ug/ml e mantido por 30 min a temperatura ambiente. Em
seguida, este meio foi incubado com a linhagem celular FMN1 e apds 72 h, as
células foram coletadas para analise por western blot. Nossos resultados
claramente demonstraram que o anticorpo neutralizante anti-TGF-B1 inibiu
significantemente a expressdo de a-SMA quando comparado ao tratamento

controle (meio condicionado pelas células de CEC oral) (Figura 11). Estes
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resultados demonstraram que a transdiferenciagdo dos FMN em miofibroblastos é

dependente de TGFB1 liberado pelas células de CEC oral.

5.5 Meio Condicionado por Miofibroblastos Estimula a Proliferagdo das
Células de CEC Oral

Visto que nossos resultados anteriores correlacionaram a presenca dos
miofibroblastos com um potencial proliferativo elevado das amostras de CEC de
lingua, nés procuramos determinar se os fatores secretados por miofibroblastos
sdo capazes de induzir um aumento na proliferagdo celular das linhagens
celulares de CEC oral. Para obter o meio condicionado por miofibroblastos, as
linhagens celulares FMN1 e FMN3 foram tratadas com 10 ng/ml de TGF-B1 por 3
dias. Em seguida, meio de cultura (sem TGF-f1) foi adicionado as células e
mantido por mais 1 dia. Apos este periodo, o meio condicionado foi coletado e
incubado por 24 h com as linhagens de CEC oral. O efeito do meio condicionado
na proliferagdo das células de CEC oral foi avaliado através da analise da
incorporacdo de BrdU ao DNA e pela expressdo imunocitoquimica de Ki-67.
Foram considerados positivos 0s nucleos corados em marrom, independente da
intensidade, tanto para os ensaios de BrdU quanto para Ki-67 (Figura 12). Nossos
resultados demonstraram um aumento significativo no indice de proliferagdo das
células de CEC oral quando tratadas com meio condicionado por miofibroblastos
em comparagdo com o meio condicionado por fibroblastos, como revelado pelos

ensaios de BrdU e Ki-67 (Figuras 13 e 14). Para o ensaio de BrdU, o meio
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condicionado por miofibroblastos derivados da linhagem FMN1 induziu
respectivamente 2,15x, 2x, 2,29x e 1,89x a proliferacdo das linhagens SCC4,
SCC9, SCC15 e SCC25 em relacdo ao meio condicionado por fibroblastos,
enquanto que o meio condicionado por fibroblastos da linhagem FMN3 induziu
respectivamente 2,19x, 2,13x, 2,5x e 3,21x. A diferenga nos indices de
positividade para Ki-67 foram maiores que os indices de incorporacado de BrdU. O
meio condicionado por miofibroblastos derivados da linhagem FMN1 induziu
3,93x, 2,94x, 3,69x e 7,57x a proliferagado das linhagens SCC4, SCC9, SCC15 e
SCC25 em relagcdo ao meio condicionado por fibroblastos, respectivamente,
enquanto que o meio condicionado por fibroblastos da linhagem FMN3 induziu

3,87x, 3,81x, 5,36x e 7,05x respectivamente.

5.6. Meio Condicionado por Miofibroblastos Induz Significantemente a
Producao de MMP-2 pelas Células de CEC Oral

Visto que nossos resultados demonstraram uma correlacdo entre a
presenca dos miofibroblastos e uma elevada atividade gelatinolitica de MMP-2 e
MMP-9 nos CECs orais, nés avaliamos através de zimografia se o meio
condicionado por miofibroblastos é capaz de induzir a produ¢do de MMP-2 e
MMP-9 nas linhagens celulares de CEC oral. Para isso, células das 4 diferentes
linhagens de CEC oral foram incubadas com meio condicionado por fibroblastos
ou miofibroblastos por 24 h e os sobrenadantes celulares analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo gelatina como substrato. Duas

bandas principais foram produzidas pelas linhagens celulares analisadas. Uma
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banda difusa com massa molecular de aproximadamente 86-92 kDa e uma bem
demarcada banda com massa molecular proxima a 72 kDa (Figura 15A). As
atividades gelatinoliticas destas bandas foram atribuidas a MMP-9 e MMP-2 por
terem sido inibidas por 1 mM de 1,10-fenantrolina adicionado diretamente ao
tampao de ativacdo (Figura 15A). Contudo, a confirmagdo da origem destas
bandas foi realizada pelo ensaio de imunoprecipitagcdo utilizando anticorpos
especificos para contra MMP-9 e MMP-2, seguido por zimografia. Como revelado
na Figura 15B, as bandas com 86-92 kDa e com 72 kDa foram, respectivamente,
MMP-9 e MMP-2.

Uma significante indugéo na atividade de MMP-2 foi observada em todas as
linhagens de CEC oral incubadas com meio condicionado por miofibroblastos,
independente da linhagem de fibroblasto que gerou os miofibroblastos, quando
comparado com o meio condicionado por fibroblastos (Figura 16). A atividade da
enzima MMP-9 pelas linhagens de CEC oral foi muito mais fraca que a atividade
de MMP-2, mas foi detectada em todos os experimentos. Embora a incubacgao das
células de CEC oral com meio condicionado por miofibroblastos tenha induzido a
producao de MMP-9, isto ndo foi estatisticamente significante quando comparado
com a indugdo promovida pelo meio condicionado por fibroblastos (Figura 16).
Interessantemente, meio condicionado por fibroblastos ou miofibroblastos induziu
a atividade de MMP-2 e MMP-9 em todas as linhagens de CEC oral comparado ao

meio controle.
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Figura 1. Auséncia de miofibroblastos em mucosa oral normal. Analise histolégica,

coloracédo H&E (A) e imunohistoquimica da expresséo de a-SMA (B) em uma das
amostras de mucosa oral normal deste estudo. Dezoito amostras de mucosa oral
normal foram submetidas a analise imunohistoquimica para o-SMA. Todas as
amostras foram negativas para expressdo de a-SMA. Células musculares lisas

das paredes dos vasos foram positivas (controle interno positivo). (x50)
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Figura 2. Miofibroblastos ndo foram encontrados no estroma de leucoplasias

orais. Quatorze lesbes com o diagnostico clinico de leucoplasia e histologicamente
diagnosticadas como tendo displasia foram incluidas nesta analise. Nenhuma
amostra revelou a presenga dos miofibroblastos no tecido conjuntivo, enquanto
que células musculares lisas da parede vascular foram positivas para a-SMA.
Note o grande numero de vasos sanguineos no tecido conjuntivo. (A) Coloragao

de H&E e (B) marcagao imunohistoquimica para a-SMA. (x50)
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Figura 3. Miofibroblastos foram abundantemente encontrados no estroma de
CECs de lingua. (A e C) Caracteristicas histologicas e (B e D) analise
imunohistoquimica da expressdo de a-SMA de duas das amostras de CEC de
lingua deste estudo. Os miofibroblastos demonstraram 2 padrbes de distribuigéo:
padrao reticular (B) e padrao fascicular (D). Nenhuma correlagéo foi observada
entre o padréo de distribuicdo e as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores.

(x50)
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Figura 4. Miofibroblastos foram encontrados principalmente no fronte invasivo dos
tumores. Os frontes invasivos do tumores, demarcado pelas setas, se
apresentaram repletos por miofibroblastos em mais de 70% dos casos positivos.
Esta proximidade entre os miofibroblastos e as células tumorais sugere um
importante papel indutivo na transdiferenciacédo dos miofibroblastos por parte das
células de CEC oral. (A) Coloragcao de H&E e (B) marcagao imunohistoquimica

para a-SMA. (x50)
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Figura 5. Correlacéo entre o indice de expressao imunohistoquimica de Ki-67 no
estroma e fronte tumoral. Uma forte e significante correlagédo entre a positividade
para Ki-67 foi observada entre o estroma e o fronte tumoral (coeficiente de
Spearman r=0,63; p=0,0005). A média de células positivas para Ki-67 no fronte do

tumor foi maior que a média no estroma tumoral.
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Figura 6. Presenca dos miofibroblastos no estroma tumoral correlaciona
significantemente com a atividade de MMP-2 e MMP-9 em CECs orais. Uma
atividade elevada de MMP-2 (A) e MMP-9 (B) foi identificada em amostras de
CEC oral que apresentavam um numero abundante de miofibroblastos. Estes
resultados sugerem que os tumores com uma presenga abundante de
miofibroblastos estdo associados a uma maior atividade de MMP-2 e MMP-9,

sugerindo um fendtipo mais agressivo. * p<0,05

68



Figura 7. Micrografias representativas do efeito do meio condicionado por células
de CEC oral na morfologia dos fibroblastos. E demonstrado um experimento
utilizando a linhagens FMN3 e SCC4. Células da linhagem FMN3 foram cultivadas
por 3 dias com meio controle (A) ou meio condicionado pela linhagem de CEC oral
SCC4 (B). Células cultivadas em meio condicionado apresentaram uma
morfologia estrelada e um citoplasma mais amplo comparado com células

cultivadas em meio controle. (x200)
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Figura 8. Produtos da sintese das células de CEC oral induzem a
transdiferenciagdo dos FMN em miofibroblastos. FMN incubados com meio de
cultura condicionado pelas células de CEC oral por 3 dias foram coletados e
submetidos a analise de western blot utilizando anticorpos especificos contra a-
SMA e B-actina. Os filmes de 3 experimentos para cada linhagem celular foram
escaneados, densitometrados e o valor médio + desvio padrao da estimulagao da
expressdo de o-SMA foi calculado tomando-se como referencia o valor da
producao de a-SMA pelas células incubadas com meio controle (meio de cultura
nao condicionado). (A, B e C) Analise por western blot e (D, E e F) analise
densitométrica. (A e D) Representam a linhagem FMN1, (B e E) a linhagem FMN2

e (C e F) a linhagem FMN3. Canaletas sao indicadas com a linhagem de CEC oral

utilizada para condicionamento do meio.

70



Ja

Figura 9. Ensaio de imunofluorescéncia para avaliar os efeitos do meio
condicionado pelas células de CEC oral na transdiferenciagao dos fibroblastos em
miofibroblastos. E demonstrado um experimento representativo utilizando a
linhagem FMN3 e a linhagem de CEC oral SCC4. (A) Células controle e (B)
células cultivadas com meio condicionado pela linhagem SCC4. Observe a ampla
distribuicdo citoplasmatica de a-SMA em um padrao fibrilar nas células cultivadas

com meio condicionado. (x200)
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Figura 10. TGF-B1 induz a transdiferenciagcdo dos FMN em miofibroblastos. As

linhagens FMN1 e FMNS3 foram tratadas com meio de cultura contendo 0,1% de

FBS e 10 ng/ml de TGF-B1 por 72 h. Em seguida, as células foram coletadas e

submetidas a técnica de RT-PCR (A), western blot (B) e citometria de fluxo (C)

para avaliar a expressao e produgédo de a-SMA. TGF-B1 induziu drasticamente a

expressao e producao de a-SMA.
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Figura 11. Meio condicionado pelas células de CEC oral é dependente de TGF-31
para estimular a transdiferenciacdo dos miofibroblastos. Western blot com
anticorpos especificos para a-SMA e B-actina foram realizados com fibroblastos
da linhagem FMN1 em 3 condigbes: controle, crescido em meio condicionado
pelas linhagens celulares de CEC oral e crescido em meio condicionado pelas
linhagens de CEC oral acrescido de 10 ug/ml de anticorpos neutralizantes anti-
TGF-p1. Estes resultados demonstraram que a transdiferenciagdo dos fibroblastos

em miofibroblastos é dependente de TGF-B1 liberado pelas células de CEC oral.
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Figura 12. Analise imunocitoquimica representativa da incorporacao de BrdU (A
e B) e Ki-67 (C e D) na linhagem de CEC oral SCC4. (A e C) representam
células incubadas com meio condicionado por fibroblastos e (B e D)
representam células incubadas com meio condicionado por miofibroblastos
(linhagem FMN1 tratada com 10 ng/ml de TGF-B1 por 3 dias). Observe a maior

incidéncia de células positivas nas culturas cultivadas com meio condicionado

por miofibroblastos. (x200)
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Figura 13. Meio condicionado por miofibroblastos induz a proliferagdo das células
de CEC oral. Células quiescentes foram incubadas com meio condicionado por
fibroblastos (FCM) ou meio condicionado por miofibroblastos (MCM) por 24 h.
Apds 1 h de incorporacdo de BrdU, células foram fixadas, o DNA desnaturado e o
antigeno detectado pela técnica de biotina-avidina-peroxidase. Os resultados
representam a meédia + desvio padrédo de células positivas em uma contagem de
1.000 células para cada linhagem em cada tratamento. (A) Corresponde a células
da linhagem FMN1 e (B) células da linhagem FMN3. Observe o significante
aumento na proliferagao de todas as linhagens de CEC oral quando tratadas com

o0 meio condicionado por miofibroblastos.
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Figura 14. Analise imunocitoquimica da expressao de Ki-67 nas linhagens de
CEC oral incubadas com meio condicionado por fibroblastos (FCM) ou meio
condicionado por miofibroblastos (MCM) Os valores representam a media + desvio
padrdao de células positivas em uma contagem de 1.000 células em 2
experimentos independentes. (A) Corresponde a células da linhagem FMN1 e (B)

células da linhagem FMN3.
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Figura 15. Analise zimografica representativa do efeito dos produtos de sintese
dos fibroblastos e miofibroblastos sobre a atividade de MMP-2 e MMP-9 pelas
células de CEC oral. (A) Apds incubacao por 24 h com meio condicionado por
fibroblastos (FCM) ou meio condicionado por miofibroblastos (MCM), a atividade
de MMP-2 e MMP-9 foi analisada por zimografia. Como controle foi utilizado meio
nao condicionado. Canaleta marcada com a letra | representa a amostra
proveniente do tratamento com MCM incubada no tampao de ativacdo contendo 1
mM de 1,10-fenantrolina. (B) Imunoprecipitacdo com anticorpos especificos anti-
MMP-9 (B) e anti-MMP-2 (C). Canaleta (A) representa a amostra utilizada para as

imunoprecipitacdes.
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Figura 16. Analise densitométrica do efeito dos produtos

fibroblastos e miofibroblastos sobre a atividade de MMP-2

da sintese dos

e MMP-9 pelas

diferentes linhagens de CEC oral. (A) Células foram incubadas com meio de

cultura derivado da linhagem FMN1 e (B) meio de cultura derivado da linhagem

FMN3. Controle representa o meio de cultura ndo condicionado. (FCM) meio

condicionado por fibroblastos e (MCM) meio condicionado por miofibroblastos. A

atividade de MMP-2 foi significantemente maior quando as células foram

incubadas com meio condicionado por miofibroblastos. Valores de p representam

a atividade de MMP-2.
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6. DISCUSSAO

Interagdes entre o epitélio e o tecido conjuntivo adjacente sado essenciais
para a manutencido da homeostasia tecidual. Alteracdes em quaisquer destes
tecidos podem influenciar o outro. Entdo, quando as células epiteliais sofrem
transformacdo maligna e iniciam sua invasdo, o tecido conjuntivo passa por
inumeras modificacdes, visando estabelecer um ambiente propicio ou ndo para o
desenvolvimento tumoral (DE WEVER & MAREEL, 2003). Adicionalmente,
mudancgas no tecido conjuntivo com o desenvolvimento de um estroma tumoral
parecem ser uma etapa critica no crescimento e progressao tumoral (MUELLER &
FUSENIG, 2004). Contudo, os mecanismos de indu¢ao do estroma tumoral pelas
células neoplasicas e o seu papel no controle da carcinogénese nao estao
completamente compreendidos. Existem fortes evidéncias de que ocorra uma
estimulacao reciproca entre as células tumorais e os componentes do estroma
através da secreg¢ao de fatores de crescimento, citocinas, proteases e proteinas
da MEC, promovendo a proliferagao, sobrevivéncia e invasao das células tumorais
(BAGLOLE et al., 2006; ORIMO et al., 2005; DE WEVER et al., 2004; LEWIS et
al., 2004). Uma das caracteristicas mais evidentes durante o desenvolvimento do
estroma tumoral é a presenca de miofibroblastos. Existem inumeros estudos que
demonstraram a presenca de miofibroblastos no estroma tumoral, incluindo
aqueles que utilizaram canceres de mama (RONNOV-JESSEN et al., 2002;
SIEUWERTS et al., 1998), prostata (UNTERGASSER et al., 2005; OLUMI et al.,
1999;), pulmao (CEKANOVA et al., 2006), bexiga (KURODA et al., 2006) e figado

(MIKULA et al., 2006). Miofibroblastos também foram encontrados em CECs de
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cavidade oral, faringe e laringe (KOJC et al., 2005; BARTH et al., 2004; LEWIS et
al., 2004).

Os resultados deste estudo demonstraram que um numero elevado de
CECs orais (aproximadamente 60%) continham miofibroblastos, que estavam
localizados principalmente no fronte invasivo do tumor. Em contraste, estas
células nao foram detectadas no tecido conjuntivo de amostras de mucosa oral
normal e leucoplasias com diagndstico histolégico de displasia, sugerindo que um
intimo contato entre as células tumorais e as células do tecido conjuntivo,
provavelmente fibroblastos, € necessario para a inducdo dos miofibroblastos.
Outros estudos realizados com cancer de mama, rins, uretra e colon também
demonstraram a auséncia de miofibroblastos no estroma de tecidos normais além
do fronte invasivo do tumor (KURODA et al., 2006; CIMPEAN et al., 2005;
KURODA et al., 2005). Por outro lado, carcinoma ductal in situ altamente
pleomérfico da mama e carcinoma urotelial de bexiga nao-invasivo induziram o
aparecimento de miofibroblastos no estroma subjacente as células neoplasicas,
demonstrando que fatores derivados das células tumorais agressivas sao capazes
de se difundir através da membrana basal, estimulando a transdiferenciacao dos
miofibroblastos (SHIMASAKI et al., 2006; CHAUHAN et al., 2003). Nossos
resultados também demonstraram que a presenca dos miofibroblastos nao foi
associada ao grau de diferenciagdo dos tumores e que o padrao de distribuigdo
dos miofibroblastos (reticular ou fascicular) ndo correlacionou com nenhuma
caracteristica clinico-patologica dos tumores. SHIMASAKI et al. (2006) estudaram

0 padrao de distribuicdo dos miofibroblastos em amostras de carcinoma de bexiga,
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atravées de técnicas de imunohistoquimica, microscopia eletrbnica e
imunoeletrénica. Estes autores encontraram uma significante correlagdo entre o
padrdao de distribuicgdo dos miofibroblastos e o grau de diferenciacédo tumoral,
sendo observado um predominio do padrdo fascicular nos carcinomas mais
indiferenciados.

O resultado de maior relevancia de nosso estudo foi que a presenca
abundante dos miofibroblastos induziu um comportamento mais agressivo para o
CECs orais. A presenga de grandes quantidades de miofibroblastos no fronte
invasivo do tumor significantemente correlacionou com uma menor taxa de
sobrevida global do paciente. Para o nosso conhecimento, esta € a primeira
evidéncia na literatura brasileira que a presenga dos miofibroblastos pode ser util
para predizer o progndéstico de pacientes afetados por CEC oral. A presenca
abundante dos miofibroblastos também correlacionou significantemente e
positivamente com metastases em linfonodos regionais, presenga de invasdes
linfatica, vascular e perineural e elevado potencial proliferativo das células
tumorais, sugerindo que a menor sobrevida global dos pacientes pode ser uma
consequéncia de um fendtipo mais agressivo e metastatico. Contudo, nés nao
encontramos nenhuma associagcdo entre a presenca dos miofibroblastos e as
taxas de recorréncia dos CECs orais.

Resultados semelhantes aos nossos foram previamente descritos em
canceres de mama, intestino, pulmdo e figado (GALIE et al., 2005;
DESMOULIERE et al., 2004; YAZHOU et al. 2004; TOKUNOU et al., 2001,

SUZUKI et al., 2000; ADACHI et al., 2000). TOKUNOU et al. (2001) encontraram
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uma significante associacdo entre a presenga dos miofibroblastos e um menor
periodo de sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma de pulméo.
YAZHOU et al. (2004), analisando parametros prognosticos para os carcinomas
ductais de mama, encontraram uma marcante correlacdo entre a presenca dos
miofibroblastos e presencga de metastases linfonodais, graduagao histolégica e alta
densidade microvascular do tumor, sugerindo que a presenga dos miofibroblastos
€ associada a um pior progndstico para o paciente. GALIE et al. (2005), utilizando
células epiteliais de cancer de mama e células do estroma da mesma lesao,
encontraram que as células tumorais induzem um estroma altamente vascular e
invasivo com presenca de miofibroblastos. Adicionalmente, a presengca dos
miofibroblastos correlacionou significantemente com o desenvolvimento de
metastases, visto que a infiltracdo destas células precede o recrutamento de
células endoteliais em micrometastases avasculares, gerando um estroma
especifico para a angiogénese do tipo sinusoidal e portal (OLASO et al., 2003).
Juntos, estes resultados reforcam nossos resultados clinicos da importancia da
presenca dos miofibroblastos para o comportamento tumoral.

Citocinas secretadas pelas células tumorais ou pelas proprias células do
estroma tumoral sdo os mais provaveis candidatos para induzir a emergéncia dos
miofibroblastos no estroma tumoral (DESMOULIERE et al., 2004). Estudos in vivo
e in vitro tém demonstrado que células derivadas de CECs orais produzem

elevadas quantidades de citocinas e fatores de crescimento, incluindo TGF-p1,

TGF-a, IGF e ILs (JACKSON-BERNITSAS et al., 2006; LEWIS et al., 2004,
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NATSUGOE et al., 2002; KOLIOPANOS et al., 2002; HAGEDORN et al., 2001;
SOLORZANO et al., 1997). Em particular, TGF-B1 parece ser o principal fator
responsavel pela inducdo da transdiferenciacdo dos miofibroblastos a partir de
fibroblastos (para revisdo ver DESMOULIERE et al., 2005). Nosso grupo
recentemente demonstrou que TGF-B1 induz a transdiferenciacdo de fibroblastos
gengivais em miofibroblastos em uma maneira dependente da dose e tempo
(SOBRAL et al., In press). Adicionalmente, ndés demonstramos que o0s
miofibroblastos transdiferenciados mantém este fendtipo por, pelo menos, 3 dias
sem a presenga de TGF-B1. Neste estudo, o tratamento das linhagens celulares
de FMN com 10 ng/ml de TGF-B1 por 72 h resultou na transdiferenciagdo de mais
de 90% das células em miofibroblastos, como revelado pela expressdo de a-SMA
e as alteragbes morfoldgicas nas células.

Nos também investigamos se o meio de cultura condicionado pelas
linhagens celulares de CEC oral é capaz de induzir a transdiferenciacdo dos FMN
em miofibroblastos e analisamos o papel de TGF-1 neste processo. Este estudo
revelou que o meio condicionado por todas as linhagens celulares de CEC oral
estudadas foram capazes de induzir a transdiferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos. Interessantemente, quando anticorpos neutralizantes anti-TGF-31,
que se ligam de forma estavel ao sitio ativo de TGF-p1, foram adicionados ao
meio de cultura condicionado pelas linhagens de CEC oral previamente a
incubagdo com os fibroblastos, a indugcdo da transdiferenciacdo dos

miofibroblastos foi completamente inibida. Resultados similares foram descritos
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por LEWIS e colaboradores (2004). Estes autores demonstraram que TGF-31
secretado por células de CEC oral induzem a transformacéo dos fibroblastos em
miofibroblastos. Efeitos similares na transdiferenciacdo dos fibroblastos em
miofibroblastos foram também descritos com culturas celulares de céancer de
mama e préstata (WEBBER et al., 1999; OLUMI et al., 1999; SIEUWERTS et al.,
1998).

Miofibroblastos podem influenciar o desenvolvimento e progressédo tumoral
por estimular a proliferacdo das células neoplasicas, promover angiogénese e
linfangiogénese, atenuar a morte celular programada ou estimular a invasao e
metastase por induzir protedlise da MEC (POURREYRON et al., 2003;
OFFERSEN et al., 2003; ORIMO et al., 2001; VALENTI et al., 2001; SIEUWERTS
et al.,, 1999). Os resultados deste estudo demonstraram que em CECs de lingua
existe uma significante correlagdo entre a presenga abundante de miofibroblastos
no estroma ou fronte invasivo e o elevado potencial proliferativo das células
tumorais. Resultados similares foram descritos por SUROWIAK et al. (2006) e
SUO & NESLAND (2000). Estes estudos demonstraram, atraves de
imunohistoquimica, uma significante correlacdo entre a presengca de
miofibroblastos no estroma tumoral e uma maior expressao de Ki-67 pelas células
tumorais.

Embora estes resultados sejam sugestivos da participacdo dos
miofibroblastos na indugdo da proliferagdo das células tumorais, eles ndo sao

conclusivos. Para confirmar que os miofibroblastos secretam fatores capazes de
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estimular a proliferacdo das células tumorais, nds cultivamos as linhagens
celulares de CEC oral com meio de cultura condicionado por fibroblastos ou
miofibroblastos e analisamos a proliferagcdo celular através dos ensaios de
incorporacao de BrdU ao DNA e pela expressao imunocitoquimica de Ki-67. Estes
experimentos claramente demonstraram que miofibroblastos sao capazes de
induzir a proliferacdo celular das linhagens de CEC oral. Tradicionalmente é
assumido que as interacdes entre as células epiteliais e as células mesenquimais
ocorram através da sintese de fatores de crescimento e deposicdo de
macromoléculas da MEC. Contudo, POURREYRON e colaboradores (2003)
sugeriram que a maior parte dos efeitos dos miofibroblastos na indugdo da
proliferacdo celular das células de cancer de célon sao mediados pela sintese de
MEC. Em um modelo diferente, KRTOLICA et al. (2001) demonstraram que os
componentes da MEC secretados pelos miofibroblastos sdo responsaveis pela
proliferacdo das células tumorais. Por outro lado, TOKUNOU et al. (2001)
demonstraram que a sintese de HGF/SF por miofibroblastos induz a proliferacao
das linhagens celulares de adenocarcinoma de pulmado. Mais recentemente,
SHAO et al. (2006) demonstraram que miofibroblastos estimulam a proliferagéao
das células epiteliais intestinais via secrecao do fator de crescimento epidérmico
anfiregulina. E nitido que novos estudos s&o necessarios para determinar se os
efeitos dos miofibroblastos na indugcdo da proliferacdo das células tumorais sao
dependentes da sintese de fatores de crescimento, da secrecido de componentes

da MEC ou ambos.
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Migracdo das células tumorais pelo tecido conjuntivo € um fenémeno
essencial para a invasdo e metastase tumoral. Este evento € acompanhado por
alteracdes nas interagdes entre as células e a MEC e pela secrecao de enzimas
proteoliticas capazes de degradar os componentes da matriz. As principais
enzimas proteoliticas associadas a degradacdo da MEC s&o as pertencentes a
familia das MMPs (VANSAUN & MATRISIAN, 2006). O conceito que a super-
expressao de MMPs, principalmente MMP-2 e MMP-9, as quais sao capazes de
degradar proteinas colagénicas e nao-colagénicas da MEC, favorece a
tumorigénese é bem estabelecido (para revisdo ver KLEIN et al., 2004). Por
exemplo, as atividades elevadas de MMP-2 e MMP-9 predizem o periodo livre de
doenca de pacientes afetados por CEC oral (YORIOKA et al., 2002).

No presente estudo, a presenca de miofibroblastos foi correlacionada com
altos niveis de producdo de MMP-2 e MMP-9 pelos tumores, sugerindo que
miofibroblastos podem estimular a sintese de MMPs pelas células tumorais. Nossa
analise in vitro confirmou esta hipétese. Células de CEC oral cultivadas com o
meio de cultura condicionado por miofibroblastos apresentaram uma atividade
gelatinolitica de MMP-2 significantemente maior que células cultivadas com meio
condicionado por fibroblastos. Similarmente, a atividade gelatinolitica de MMP-9
foi maior em células cultivadas com meio condicionado por miofibroblastos, mas
esta diferengca nado foi estatisticamente significante. O estudo publicado por
WEBBER e colaboradores (1999) demonstrou os mesmos resultados que nés.
Utilizando miofibroblastos e células epiteliais de préstata, este estudo demonstrou

que o meio condicionado por miofibroblastos induz significantemente a expressao
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de MMP-2, mas ndao de MMP-9. Miofibroblastos também induziram a ativagao de
MMP-2 por células epiteliais imortalizadas mas nao-transformadas imersas em gel
de colageno, liderando para um comportamento similar ao de tumores
(PETERSEN et al.,, 2003) Adicionalmente, este estudo demonstrou que a
implantacdo de miofibroblastos e células da linhagem de cancer de mama MCF-7
em camundongos nude promove um significante aumento no tamanho dos
tumores formados. Juntos, estes resultados reforcam nossos achados clinicos que
evidenciaram um importancia para os miofibroblastos no controle do
comportamento dos CECs orais.

Em resumo, nossos resultados demonstram que em CECs orais,
interagdes reciprocas entre as células epiteliais transformadas e as células do
estroma tumoral ocorrem em resposta ao crescimento e invasao tumoral. In vivo,
fibroblastos proximos as ilhas tumorais sofrem o processo de transdiferenciacéo
em miofibroblastos, em parte, devido a secrecdo de TGF-B1 pelas células
tumorais. Por outro lado, os miofibroblastos produzem alguns fatores que
estimulam a proliferacdo celular e produgcdao de MMP-2 pelas células tumorais,
favorecendo o crescimento e invasdo tumoral. Coletivamente, estes resultados
sugerem que a inibicdo do surgimento ou da fungdo dos miofibroblastos podem

representar uma opcao terapéutica para os CECs orais ainda inexplorada.
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7. CONCLUSOES

1.

Miofibroblastos ndo foram encontrados em amostras de tecidos orais
normais e em leucoplasias com a presencga de displasia histologicamente
confirmada.

Miofibroblastos foram encontrados em aproximadamente 60% das
amostras de CEC oral.

Em 71,42% das amostras positivas do grupo de CECs de lingua (primeiro
grupo), os miofibroblastos estavam localizados principalmente no fronte
invasivo dos tumores.

Nas amostras de CEC de lingua, o padrao de distribuicdo fascicular dos
miofibroblastos foi o predominante, embora nao tenha existido nenhuma
correlacdo entre o padrao de distribuicdo dos miofibroblastos e as
caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores.

A presenca abundante de miofibroblastos no estroma ou fronte invasivo
das amostras de CEC de lingua correlacionou significantemente com
estadio clinico N, invasédo linfatica e vascular, presenca de metastases
histologicamente confirmada em linfonodos, presencga de infiltragao extra-
capsular em metastases linfonodais e potencial proliferativo das células
tumorais.

A presenca de grandes quantidades de miofibroblastos no fronte invasivo
dos CECs de lingua correlacionou significantemente com um menor

periodo de sobrevida global dos pacientes.
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7. A presenca abundante de miofibroblastos no estroma das amostras de
CEC de varias localidades da cavidade oral (segundo grupo)
correlacionou significantemente com estadio clinico N, presenga de
células tumorais nas margens cirurgicas, recorréncia regional e elevada
atividade de MMP-2 e MMP-9 pelos tumores.

8. O tratamento com 10 ng/ml de TGF-p1 por 3 dias induziu a
transdiferenciacdo dos fibroblastos de mucosa oral normal em
miofibroblastos.

9. A secrecédo de TGF-B1 pelas linhagens celulares de CEC oral induziu a
transdiferenciacdo dos fibroblastos de mucosa oral normal em
miofibroblastos.

10.A proliferacdo celular das linhagens celulares de CEC oral foi
significantemente estimulada pelo meio de cultura contendo os produtos
de sintese dos miofibroblastos.

11.A atividade gelatinolitica de MMP-2 pelas linhagens celulares de CEC oral
foi significantemente induzida pelos produtos de secregcdao dos
miofibroblastos.

12. A atividade gelatinolitica de MMP-9 foi maior com linhagens celulares de
CEC oral cultivadas com meio condicionado por miofibroblastos, mas esta

diferenga nao foi estatisticamente significante.
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