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RESUMO

O liquen plano oral é uma doenca potencialmente maligna e compartilha muitas
caracteristicas clinicas e histopatolégicas com outras lesdes semelhantes. O ALDH1
€ um biomarcador especifico na identificacdo de células-tronco, porém seu papel
nas células estromais do infiltrado inflamatorio imune n&o foi explorado. O objetivo
deste estudo foi investigar a imunoexpressdo de ALDH1 em células epiteliais e
estromais de Liquen Plano Oral e outras lesdes liquendides. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) sob o parecer n° 5.410.374, CAAE: 52763021.0.0000.5149. Foi realizada
uma busca no arquivo do laboratério de Patologia Oral e Bucomaxilofacial da UFMG
em um periodo de 10 anos (2011 — 2021) de casos diagnosticados como Liquen
Plano oral, Lesdo Liquenoide, Leucoplasia e Processo Inflamatério Inespecifico
(controle). Foram selecionados 633 casos e apOs a utilizacdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo, a expressao imuno-histoquimica do ALDH1 foi investigada em
64 casos, 16 de cada diagnostico. O ALDH1 foi avaliado tanto no epitélio quanto nas
células estromais do infiltrado inflamatério liquendide. Um percentual de 5% de
células ALDH1+ foi considerado positivo no epitélio. A avaliagdo das células
estromais foi feita de forma semiquantitativa. Os campos foram classificados em
escores, segundo os critérios: 1 (0 a 10%); 2 (11 a 50%) e 3 (mais de 51%). O valor
médio da soma dos campos foi o escore final. Diferencas estatisticas entre os
grupos foram investigadas e a significancia foi estabelecida considerando p < 0,05. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o software: SPSS — Statistical Package for
the Social Science® (versdo 26.0, 2019, Chicago, IL, USA). A expressao de ALDH1
no epitélio foi baixa em todos os grupos sem diferenca entre eles, embora a maioria
dos casos tenha sido encontrada na amostra de inflamacéao cronica inespecifica. O
escore de células ALDH1+ na lamina propria foi maior para LPO (2,0), seguido por
Leucoplasia (1,3), LLO (1,2) e processo inflamatorio inespecifico (1,1) (p<0,05). A
imunoexpressdo do ALDH1 no epitélio de lesdes com um infiltrado liquendide nao
mostrou uma ferramenta contributiva, porém o ALDH1 em células estromais no
infiltrado inflamatério do liqguen plano merece atencao, pois pode estar envolvido no
complexo processo de regulacdo imune associado a patogénese desta doenca.

Palavras-chave: ALDH1, Liquen Plano Oral, Leucoplasia, Lesao Liquenoide,

Inflamacao, Imunoistoquimica



ABSTRACT

Comparative study of aldhl expression in oral lichen plane, lichenoid lesion

and leucoplasia in epithelial and lichenoid inflammatory infiltrate

Oral lichen planus (OLP) is a potentially malignant lesion and shares clinical and
histopathological features with similar lesions. ALDH1 is a specific biomarker in the
identification of stem cells, but its role in the stromal cells of the immune inflammatory
infiltrate has not been elucidated yet. The aim of this study was to investigate the
ALDH1 immunoexpression in epithelial and stromal cells from OLP and other
lichenoid lesions. The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) under protocol n° 5.410.374, CAAE:
52763021.0.0000.5149. An search of the biopsy records of the Oral and Maxillofacial
Pathology Laboratory at UFMG in a period of 10 years (2011 - 2021) was performed
including the diagnosis of Oral Lichen Planus (OLP), Oral Lichenoid Lesion (OLL),
Oral Leukoplakia (OLK) and Unspecific Inflammatory Process (UIP) — as control.
Initially were obtained 633 cases. After inclusion and exclusion criteria a total of 64
cases were investigated for the ALDH1 immunohistochemical expression, 16 cases
of each diagnose. ALDH1 was evaluated both in the epithelium and in the stromal
cells. A percentage of <5% of ALDH1+ cells was considered positive in the
epithelium. The evaluation of stromal cells was performed semi-quantitatively. The
fields were classified into scores, according to the following criteria: 1 (0 to 10%); 2
(11 to 50%) and 3 (more than 51%). The mean value of the sum of the fields
represented the final score. Statistical differences between groups were investigated
and significance was established considering p < 0.05. Statistical analysis was
performed using the software: SPSS — Statistical Package for the Social Science®
(version 26.0, 2019, Chicago, IL, USA). The expression of ALDH1 in the epithelium
was low in all groups with no difference between them, although most cases were
found in the UIP samples. ALDH1+ cells in the lamina propria was higher for OLP
(2.0) than others followed by OLK (1.3), OLL (1.2) and UIP (1.1) (p<0.05). The
ALDH1 immunoexpression in the epithelium of lichenoid diseases did not prove to be
contributory to show a malignant potential, but ALDH1 in stromal cells from OLP
infiltrate might be involved in the complex immune regulation process associated with
the pathogenesis of this disease.

Keywords: Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Oral Lichen Planus, Leukoplakia,

Lichenoid Lesions, Inflammation, Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

O termo desordens orais potencialmente malignas compreende um grupo de
lesGes e condi¢cdes da mucosa oral associadas a um maior risco de desenvolvimento
de cancer na boca e no labio. O risco de transformacdo maligna entre estas
alteracdes é muito variavel, e um grande desafio no manejo dos pacientes com
doencas orais potencialmente malignas (DOPM) é reconhecer aqueles que teréo
mais chance de desenvolver lesdes malignas (WARNAKULASURIYA; KUJAN;
AGUIRRE-URIZAR; BAGAN et al., 2020).

Um simpdsio sobre DOPM realizado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) apresentou uma revisdo sobre estas desordens, com a inclusdo de novas
entidades (GONZALEZ-MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ; AYEN et al.,
2019). A leucoplasia oral (LCO) é destacada, além do liquen plano oral (LPO) e da
lesdo liquenoide oral (LLO) também lesGes consideradas como potencialmente
malignas (WARNAKULASURIYA; KUJAN; AGUIRRE-URIZAR; BAGAN et al., 2020).

O LPO, LLO e LCO apresentam semelhancas clinicas e histopatolégicas
(GIULIANI; TROIANO; CORDARO; CORSALINI et al., 2019), exigindo, portanto,
bastante critério para a distincdo e diagnostico de cada uma delas (SHEARSTON,;
FATEH; TAI;, HOVE et al.,, 2019). A OMS, em 1978 prop6s critérios para o
diagnéstico clinico e histopatolégico do LPO e estes critérios foram posteriormente
aperfeicoados (VAN DER MEIJ; SCHEPMAN; VAN DER WAAL, 2003). Nesta
proposta, os autores deixam claro que para o diagnostico de LPO devem ser
excluidas quaisquer leses com evidéncia de displasia, bem como aquelas em que
h& uma discordancia entre a avaliacdo clinica e histopatoldgica. Este critério difere
de conceitos anteriores que usavam o termo displasia liguenoide para descrever
lesdo com caracteristicas de liquen e exibindo displasia (KRUTCHKOFF;
EISENBERG, 1985). Por outro lado, o diagndstico de LLO abrange outros critérios
incluindo a demonstracdo de um agente causal associado. A American Academy of
Oral and Maxillofacial Pathology fez ainda outras modificacbes nestes critérios
(CHENG; GOULD; KURAGO; FANTASIA et al., 2016). Em comum estas les0es,
incluindo por vezes a leucoplasia, apresentam um infiltrado inflamatério subepitelial
gue tem sido associado a patogenia destas lesbes (SHEARSTON; FATEH; TAI;
HOVE et al., 2019).

O LPO é uma doenca mucocutanea crénica, que pode afetar as superficies

flexoras das extremidades entre outras areas da pele, assim como as mucosas
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(CHENG; KIRTSCHIG; COOPER; THORNHILL et al., 2012). Pode se manifestar
clinicamente com o aspecto de estrias brancas entrelacadas principalmente nas
mucosas jugais bilateralmente, sendo chamadas de “Estrias de Wickham”, outras
formas clinicas de manifestacdo sdo: a erosiva, a reticular e a atréfica (PEKINER;
DEMIREL; BORAHAN; OZBAYRAK, 2012). E uma lesdo que acomete mais
mulheres adultas, de meia idade com a prevaléncia de 0,1% a 4% na populacdo
(ISMAIL; KUMAR; ZAIN, 2007). A LLO se manifesta clinicamente de forma muito
semelhante ao LPO nas formas: estriada, reticular, eritematosa, erosiva, vesiculosa
e ulcerativa (ISSA; BRUNTON; GLENNY; DUXBURY, 2004). Pode haver sintomas
associados como ardéncias e gosto metalico. O aspecto histopatolégico € muito
semelhante ao do LPO e o principal fator de diferenciacdo entre estas lesfes € a
identificagdo de um fator causal. Além disso, enquanto as lesdes de LPO costumam
ser bilaterais e simétricas, as LLO sdo em geral unilaterais e associadas ao fator
causal, podendo regredir quando o mesmo é removido, 0 que ndo acontece com o
LPO (BOLEWSKA; REIBEL, 1989). A leucoplasia oral pode histologicamente
apresentar um infiltrado inflamatério subepitelial semelhante ao do LPO. A presenca
de displasia e auséncia de caracteristicas especificas como corpos de Civatte
permitem a diferenciacdo entre estas lesées (LIU; WU; SHEN; SHI et al., 2013;
MULLER, 2018).

A OMS classifica o LPO como uma lesdo potencialmente maligna e trabalhos
recentes tem apontado que também as LLO apresentam risco de malignizacao
(GEORGAKOPOULOU; ACHTARI; ACHTARIS; FOUKAS et al., 2012; GONZALEZ-
MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ; AYEN et al., 2019). Na maioria destes
trabalhos, a falta de uma padronizacé&o nos critérios diagnosticos geram resultados
controversos, e a literatura vem apontando que a taxa de transformag&o maligna
(TTM) entre as LLO pode ser maior do que entre os casos de LPO, e que os casos
de LPO que contribuem para estas altas taxas, sdo casos com displasia que no
sentido estrito do diagnéstico ndo deveriam ser incluidas (AGHBARI; ABUSHOUK;
ATTIA; ELMARAEZY et al., 2017; PATIL; RAO; SANKETH; WARNAKULASURIYA,
2015).

Varios fatores tem sido apontados como responsaveis pela transformacéo
maligna no LPO e incluem o cigarro, infeccdo e hepatite C (AGHBARI; ABUSHOUK;
ATTIA; ELMARAEZY et al., 2017; GONZALEZ-MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-

RUIZ; AYEN et al., 2019). Os mecanismos desta inducdo n&o sdo bem entendidos,
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entretanto, o desequilibrio da resposta imune e o processo inflamatorio crénico tem
papel importante nestes mecanismos (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). A
inflamag&o crénica pode proporcionar um microambiente que contribui para a
transformacao maligna (MIGNOGNA; FEDELE; LO RUSSO; LO MUZIO et al., 2004).
No microambiente da inflamacédo ocorrem alteracdes locais na producéo de citocinas
e fatores de crescimento, consequentemente, influenciando no comportamento
proliferativo e invasivo das células tumorais (PUPA; MENARD; FORTI; TAGLIABUE,
2002). Além disso, 0 estresse oxidativo neste ambiente gerado por macréfagos,
células dendriticas, citocinas inflamatérias e quimiocinas, sdo capazes de produzir
radicais potencialmente danosos ao genoma, contornando a funcao de supresséao do
tumor p53, influenciando o crescimento, a sobrevivéncia, a angiogénese e a invasao,
aumentando as chances de mutacdes e canceres dos tecidos ( DE FREITAS FILHO;
COUTINHO-CAMILLO; OLIVEIRA; BETTIM et al, 2021; HILDEBRAND;
CARVALHO; LAUXEN; NOR et al., 2014). Dessa forma, lesbes como o LPO, a LLO
e a LCO caracterizadas histopatologicamente por um persistente infiltrado
inflamatério subepitelial podem ter como mecanismo comum na etiopatogénese da
transformacao maligna a inflamacéao croénica.

Muitos marcadores bioldgicos sdo empregados na avaliacdo do potencial de
malignizacdo. ALDH1 é uma isoforma de aldeido dehidrogenase que € expressa em
humanos como uma isoenzima detoxificante que oxida aldeidos intracelulares e é
essencial para a oxidacdo do retinol para acido retinéico na diferenciacdo precoce
das células tronco, ou seja um biomarcador de oxidacao de aldeidos, especifico na
identificacdo de células tronco (CHEN; CHEN; HSU; TSENG et al., 2009; WU; LUO;
ZHANG; YANG et al., 2013). Aléem de ter um papel importante no desenvolvimento
de tumores e células-tronco cancerigenas sua acdo, através do acido retinoico,
pode contribuir para a obesidade, diabetes, inflamacdo, e controle da resposta
imune no intestino e em diferentes tecidos. Esta funcao ainda nao foi avaliada na
mucosa oral. (LI; YANG; LIANG; JIANG et al., 2021; OLIVEIRA; TEIXEIRA; SATO,
2018). A avaliacdo desta proteina em lesbes malignas e potencialmente malignas de
boca tém sido restrita ao epitélio (OTA; OHNO; SENO; TANIGUCHI et al., 2014).
Desta forma € interessante avaliar a expressédo do ALDH1 em lesGes com potencial
de malignidade, tanto pela possivel identificacdo de células tronco tumorais, quanto
pela avaliacéo indireta do papel do potencial de oxidac&o tecidual, tanto no epitélio

guanto no infiltrado inflamatdrio destas lesdes.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desordens potencialmente malignas

Desordens orais potencialmente malignas (DOPM) sdo um grupo de lesbes e
condi¢cdes da mucosa oral associadas a um maior risco de desenvolvimento de
cancer na boca e no labio. O risco de transformacao maligna entre estas alteragcfes
€ muito variavel, e um grande desafio no manejo dos pacientes com DOPM é
reconhecer aqueles que terdo mais chance de desenvolver lesdes malignas
(WARNAKULASURIYA; KUJAN; AGUIRRE-URIZAR; BAGAN et al., 2020).
Recentemente, um simpésio sobre DOPM organizado pela OMS apresentou uma
revisdo sobre estas desordens, com a inclusdo de novas entidades. A leucoplasia
oral (LCO) é destacada, além do liquen plano oral (LPO) e da leséo liquenoide (LL)
também serem lesdes consideradas como potencialmente malignas (GONZALEZ-
MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ; AYEN et al., 2019).

O LPO acomete mais mulheres, adultas de meia idade com prevaléncia entre
0,1% e 4%. Apresenta-se clinicamente como: estrias brancas denominadas “estrias
de Wickham” (bilateralmente), papulas, placas, atrofia das mucosas, erosdes ou
bolhas, sendo os sitios anatdmicos mais acometidos: mucosa jugal, lingua, gengiva
e labios (ISMAIL; KUMAR; ZAIN, 2007; OLSON; ROGERS; BRUCE, 2016; WANG,;
LU; TU; GE et al., 2016). Pode ainda ser classificado e agrupado em: reticular, que
abrange as formas de papula e placa; erosivo, que pode se manifestar como uma
gengivite descamativa; bolhoso, que apresenta uma forma mais grave (ERTUGRUL;
ARSLAN; DURSUN; HAKKI, 2013; OLSON; ROGERS; BRUCE, 2016; PEKINER,;
DEMIREL; BORAHAN; OZBAYRAK, 2012).

A patogénese do LPO ainda néo foi totalmente esclarecida, mas acredita-se
que a lesdo seja resultado de uma resposta inflamatoria a uma reacdo autoimune
(RHODUS; CHENG; MYERS; BOWLES et al., 2005). Existem evidéncias de que o
LPO seja uma consequéncia do dano autoimune aos queratindcitos basais, 0os quais
apresentam antigenos alterados na sua superficie. Dessa forma, os queratinécitos
afetados liberam citocinas e juntamente com o infiltrado inflamatério realizam o
recrutamento seletivo de linfécitos T (CHENG; GOULD; KURAGO; FANTASIA et al.,
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2016; SUGERMAN; SAVAGE; ZHOU; WALSH et al., 2000; THORNHILL, 2001).
Estudos sugerem que pode haver diversos fatores que funcionam como gatilhos
para o inicio do LPO, como: os indutores locais e sistémicos de hipersensibilidade
mediada por células, o estresse, a resposta autoimune a antigenos epiteliais e
microrganismos (CHENG; GOULD; KURAGO; FANTASIA et al., 2016; WANG; KE;
YANG; WANG, 2020).

O diagnéstico definitivo para LPO é realizado através de biopsia incisional
confirmando o diagndstico clinico. O exame histopatoldgico revela hiperceratose,
com cristas epiteliais com aspecto semelhante a “dentes de serra” (mais comum nas
lesbes de pele) e presencga de um intenso infiltrado inflamatério com predominio de
linfécitos dispostos em faixa subjacente ao epitélio. HA também presenca de
gueratinécitos em degeneracao localizados tanto no epitélio quanto na interface do
tecido conjuntivo (DENG; XU; WANG; LIU et al., 2020; DIKOVA; PRINCIPE;
BAGAN, 2019; FARTHING; CRUCHLEY, 1989; SUGERMAN; SAVAGE; ZHOU;
WALSH et al., 2000).

A Lesdo liquenoide oral compartilha caracteristicas clinicas e histopatolégicas
com o LPO, e de fato alguns autores argumentam que LLO pode ser uma variacao
do LPO (ISMAIL; KUMAR; ZAIN, 2007) entretanto, a maior distingdo entre estas
lesBes é que as LLO sempre apresentam uma causa subjacente (ISMAIL; KUMAR,;
ZAIN, 2007). Esta causa esta diretamente relacionada a uma reacdo alérgica a
matérias dentarios como: amalgamas contendo mercurio, e também a outros
componentes do amalgama como cobre, estanho ou zinco; a resinas contendo
HEMA, Bis-GMA, metacrilato; e em ligas de fundicéo a base de niquel, ouro, paladio,
cobalto e cromo (BOMBECCARI; GUZZI; SPADARI; GIANNI, 2016; DO PRADO;
MAROCCHIO; FELIPINI, 2009; LIND, 1988; LUKACS; SCHLIEMANN; ELSNER,
2015; SARODE; SARODE; KALELE, 2012; SARODE; SARODE; TUPKARI, 2012;
SCHLOSSER, 2010; THORNHILL; SANKAR; XU; BARRETT et al., 2006) ou até
mesmo reacdo a alguns medicamentos, como o0s betabloqueadores, dapsona,
hipoglicemiantes orais, anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), fenotiazinas,
sulfonilureias entre outros (RICE; HAMBURGER, 2002).

A patogénese da LLO pode ser explicada como uma reagdo de
hipersensibilidade (PARASHAR, 2011). (BOLEWSKA; REIBEL, 1989) relatam que
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essa hipersensibilidade pode ser por contato mediada por células a materiais
dentarios ou a medicamentos fazendo com que o individuo desenvolva LLO.
Quando pelo uso de alguns materiais restauradores, 0s mesmos induzem uma
resposta de hipersensibilidade que causam danos imunomediados nos
queratindcitos da camada basal (COBOS-FUENTES; MARTINEZ-SAHUQUILLO-
MARQUEZ; GALLARDO-CASTILLO; ARMAS-PADRON et al., 2009). A maioria
dessas reacfes sdo devido a reacdo de hipersensibilidade do tipo IV/retardada e
incluem reacdo imune mediada por células, principalmente, macrofagos e linfocitos T
que foram sensibilizados por antigenos (haptenos) (BOLEWSKA; REIBEL, 1989;
SARODE; SARODE; KALELE, 2012). JA& o mecanismo exato da patogénese
relacionada a drogas sistémicas ainda é desconhecido, sendo que os testes de
contato comprovam que os individuos sédo alérgicos aos componentes ativos dos
medicamentos (SARODE; SARODE; KALELE, 2012).

De acordo com autores (AGHA-HOSSEINI; SAMAMI; TAVAKOL;
GHASEMZADEH HOSEINI, 2019) as caracteristicas histologicas da LLO séo
semelhantes com o LPO, no entanto, se diferem em alguns aspectos. Para que
ocorra a remissdo da lesdo, basta que a causa seja removida (LAINE; KALIMO;
FORSSELL; HAPPONEN, 1992), podendo sua melhora ser observada apos
semanas ou meses da interrupcdo da ingestdo de alguns medicamentos (DUDHIA;
DUDHIA; PATEL; JANI, 2015; LUKACS; SCHLIEMANN; ELSNER, 2015).

Alguns autores definem a Displasia liquenoide (DL) como uma lesdo
leucoplasica com infiltrado inflamatdrio liquenoide apresentando uma displasia
epitelial, (FITZPATRICK; HONDA; SATTAR; HIRSCH, 2014; WOO, 2019),
entretanto, de acordo com a OMS (EL-NAGGAR AK, 2017), este termo nado é
apropriado e ndo deve ser utilizado, sendo uma entidade histopatolégica diferente do
LPO (KRUTCHKOFF; EISENBERG, 1985). (AL-HASHIMI; SCHIFTER; LOCKHART;
WRAY et al., 2007) afirmam que DL € um termo usado para descrever um epitélio
superficial displasico acompanhado por um infiltrado linfocitico em forma de faixa na
lamina propria subjacente. Entendemos, portanto, que ao usar o termo DL, o0s
autores estdo fazendo referéncia a leucoplasias que apresentam infiltrado

inflamatorio com caracteristicas liquenoides.
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A distincdo entre o LPO e uma leucoplasia com infiltrado liquenoide é através
da analise histopatoldgica observando se ha caracteristicas displasicas no epitélio. A
presenca de displasia deve excluir o diagndstico de LPO (PATIL; RAO; SANKETH,;
WARNAKULASURIYA, 2015) Por outro lado, as demais caracteristicas de LPO
devem estar presentes para que a lesdo seja diagnosticada como tal (YAMANAKA;
YAMASHITA; INNOCENTINI; MACEDO et al., 2018).

As caracteristicas displasicas incluem tamanho nuclear aumentado;
pleomorfismo nuclear, hipercromasia nuclear, maturacdo alterada, falta de coeséo
celular, frequentemente manifestada por edema intercelular acentuado, mitoses
aumentadas, entre outras caracteristicas (KRUTCHKOFF; EISENBERG, 1985).

Dessa forma, o LPO, LLO e LCO apresentam semelhancas clinicas e
histopatolégicas (GIULIANI; TROIANO; CORDARO; CORSALINI et al., 2019),
exigindo, portanto, bastante critério para a distingdo e diagndstico de cada uma
delas (SHEARSTON; FATEH; TAI; HOVE et al., 2019).

2.2 Potencial de transformacéo maligna e o papel da inflamacéo

A OMS classifica o LPO e a leucoplasia como lesbes potencialmente
malignas e trabalhos recentes tem apontado que também as LLO apresentam risco
de malignizacdo (GEORGAKOPOULOU; ACHTARI; ACHTARIS; FOUKAS et al.,
2012; GONZALEZ-MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ; AYEN et al., 2019). A
inflamacé&o pode ter um papel fundamental nesta transformag&o maligna, alterando o
microambiente com producdo de citocinas e radicais livres (PUPA; MENARD;
FORTI; TAGLIABUE, 2002).

O primeiro relato de transformacéo maligna de LPO foi realizado em 1910 por
HOLLEPEAU (AGHBARI; ABUSHOUK; ATTIA; ELMARAEZY et al., 2017). A partir
deste relato, muitos estudos comecaram a investigar essa possibilidade de
malignizacdo, e sua patogénese (BERMEJO-FENOLL; SANCHEZ-SILES; LOPEZ-
JORNET; CAMACHO-ALONSO et al.,, 2010; CARBONE; ARDUINO; CARROZZO;
GANDOLFO et al., 2009). De acordo com a revisdo sistematica de (GONZALEZ-
MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ; AYEN et al., 2019), fatores clinicos e os
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habitos influenciam na malignizacdo, por exemplo: o fumo, consumo de alcool e a
exposicdo ao virus da hepatite C (HCV), podendo estes causar um efeito

oncogénico somativo potencializando o risco de malignizacéo.

O microambiente inflamatoério pode ser capaz de iniciar a carcinogénese no
epitélio normal por meio de células presentes no infiltrado e citocinas, como o TGF-
beta-1, as interleucinas: IL-12, IL-4, IL-10, IL-6 , IL-1-beta, as quais participam
ativamente no processo de inducdo, selecdo e expansdo das células neoplasicas
(BALKWILL; MANTOVANI, 2001; PUPA; MENARD; FORTI; TAGLIABUE, 2002).
Dessa forma, alguns estudos concluem que o LPO é uma doenca inflamatoria
cronica autoimune, com evidéncias de que o aumento do risco de transformacao
maligna (TM) esteja relacionado ao dano ao DNA associado a inflamacgédo, bem
como a producdo de substancias capazes de influenciar a sobrevivéncia, o
crescimento, a proliferagdo e a diferenciacdo celular (MIGNOGNA,; FEDELE; LO
RUSSO; LO MUZIO et al., 2004).

Recentes estudos relatam que a malignizacéo da LLO pode ocorrer em torno
de 1,71% dos casos, sendo seu maior risco em pacientes que possuem a forma
erosiva e atréfica da lesdo (GONZALEZ-MOLES; RUIZ-AVILA; GONZALEZ-RUIZ;
AYEN et al., 2019). Outros, relacionam a transformac&o maligna da LLO como um
fendbmeno de “cancerizacdo de campo” em que o0s eventos associados poderiam
predispor o paciente a um maior risco de neoplasia multifocal na cavidade oral
(MIGNOGNA,; FEDELE; LO RUSSO; LO MUZIO et al., 2004). Esta transformacao
maligna da LLO pode estar relacionada a uma resposta inflamatéria cronica forte,
semelhante a outras doencas inflamatorias associadas ao crescimento maligno (LIU;
WU; SHEN; SHI et al., 2013). O aumento de citocinas e fatores de crescimento
podem facilitar a carcinogénese oral (SARODE; SARODE; KALELE, 2012). Dessa
forma, alguns autores definem a LLO como um disturbio oral potencialmente maligno
(LIU; WU; SHEN; SHI et al., 2013; SARODE; SARODE; TUPKARI, 2012).

Ja as leucoplasias com infiltrado inflamatorio liguenoide apresentam maior
taxa de malignizacdo, em torno de 6,81%, quando comparada com LPO e LLO
(SHEARSTON; FATEH; TAI; HOVE et al., 2019). Entretanto, a falta de definicao
correta das lesGes podem levar a TMs que nao representem verdadeiramente o
potencial maligno destas lesées (AGHBARI; ABUSHOUK; ATTIA; ELMARAEZY et
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al., 2017). A importancia da inflamacédo como causa da displasia tem sido apontada
por alguns autores (SHEARSTON; FATEH; TAI; HOVE et al., 2019).

Estudos sugerem que o infiltrado inflamatério crénico presente em algumas
lesbes pode ser capaz de influenciar o desenvolvimento de tumores (O'BYRNE;
DALGLEISH, 2001), uma vez que as células inflamatdrias (macrofagos, células
dendriticas etc.) e suas citocinas inflamatdrias e quimiocinas sédo suficientemente
capazes de causar danos ao DNA e influenciar diversos processos celulares, como:
crescimento, morte, diferenciacdo, angiogénese, expressao génica, migracao e
invasdo, presentes tanto em aspectos fisioldgicos como processos patoldgicos,
incluindo cancer (BALKWILL; MANTOVANI, 2001; PUPA; MENARD; FORTI;
TAGLIABUE, 2002). Dessa forma, h&a evidéncias de que o risco de transformacéo
maligna esta relacionado ao dano ao DNA associado a inflamacédo (estresse
oxidativo) (MIGNOGNA; FEDELE; LO RUSSO; LO MUZIO et al., 2004).

O infiltrado inflamatdrio crénico esta presente em disturbios como o LPO, LLO
e Leucoplasia podendo ser a principal causa da malignidade dos tecidos, visto que
as células inflamatérias e suas citocinas podem ser capazes de propiciar o
desenvolvimento de tumores (PUPA; MENARD; FORTI; TAGLIABUE, 2002).

2.3 ALDH1

O gene aldeido desidrogenase humano (ALDH) possui 19 isoformas
expressas tanto de forma enddgena, em tecidos mamiferos como no figado, rim,
cérebro e utero quanto exdgena (LI; YANG; LIANG; JIANG et al., 2021) que com
base em sua similaridade s&o divididas em familias e subfamilias, mas por
possuirem diferencas quanto a expressédo génica e a especificidade do substrato
desempenham funcdes semelhantes, mas néo idénticas (LI; YANG; LIANG; JIANG
et al.,, 2021; MA; ALLAN, 2011; YANG; MARTINEZ; YASGAR; DANCHIK et al.,
2018). ALDH1 é uma isoforma predominante da familia ALDH localizada no
citoplasma de mamiferos (CHEN; ABRAHAM BUSSELL; SHEN; TANG et al., 2016),
gue se expressa nos humanos como uma isoenzima desintoxicante citosélica que
tem como funcdo oxidar aldeidos intracelulares e contribuir com a oxidacdo do

retinol em acido retindico na diferenciacdo precoce de células tronco (HABIBA,
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HIDA; KITAMURA; MATSUDA et al., 2017; MARCATO; DEAN; GIACOMANTONIO;
LEE, 2011; SHEARSTON; FATEH; TAI;, HOVE et al., 2019), sendo que o &cido
retindico e seus derivados geralmente estdo envolvidos em processos fisiolégicos
importantes, incluindo a regulagdo da expressdao génica, morfogénese e
desenvolvimento, e controle da resposta imune (MA; ALLAN, 2011). E um marcador
especifico para identificacdo de células tronco neoplasicas cancerosas de cabeca e
pescoco (CHEN; CHEN; HSU; TSENG et al., 2009) e desempenha um papel crucial
na manutencdo das propriedades de auto renovacdo e tumorigenicidade de células
tronco cancerosas (WU; LUO; ZHANG; YANG et al., 2013).

O ALDH1 é uma enzima citosélica essencial na oxidacdo e atua em varios
orgaos (RAO; RAJU K; AUGUSTINE; PATIL, 2020), como no pulmédo (KOH; HAN;
HAAM; JUNG, 2019), mama (NOZAKI;, MOTOMURA; TAMORI; KIMURA et al.,
2020), colo de utero (LI; WANG; ZHANG; TU et al., 2019), e ovario (CHANG; LIU;
XUE; ROSEN et al., 2009). A superexpressao deste biomarcador esta presente em
neoplasias, como no pulmao com expressao variando de 52% a 86,6% dos casos de
cancer de pulméao (DIMOU; NEUMEISTER; AGARWAL; ANAGNOSTOU et al., 2012;
JIANG; QIU; KHANNA; TODD et al., 2009). H& muitos relatos também da expresséo
do ALDH1 em céancer de mama (PANIGORO; KURNIA; KURNIA; HARYONO et al.,
2020) em que dos 54 casos de cancer de mama, 42,9% tiveram expressao do
ALDH1, entre outros em que a variacdo da expressao foi de 21,3% e 59% (KIDA,
ISHIKAWA; YAMADA; SHIMADA et al., 2016; OHI; UMEKITA; YOSHIOKA; SOUDA
et al., 2011). Outras regides observadas as expressdes do ALDH1 foram no cancer
de estbmago (LI; XU; FU; LUO, 2014) e em cancer de pancreas em que dos 97
casos 74% obtiveram marcacdo, a expressdo de ALDH1 em células tumorais tem
mostrado resultados desfavoraveis nesses tumores (KAHLERT; BERGMANN;
BECK; WELSCH et al., 2011). O marcador de células tronco cancerigenas pode
estar correlacionado com a malignidade do tumor assim como com as propriedades
de auto renovacao das células tronco em diferentes tumores (CHEN; CHEN; HSU,;
TSENG et al.,, 2009). Acredita-se que o ALDH1, também, esta envolvido nas
“Ultimas etapas da sintese de acido retindico podendo inibir a proliferacdo e as
habilidades migratorias das células tumorais, bem como induzir sua diferenciacao”
de acordo com (BEDNARZ-KNOLL; NASTALY; ZACZEK; STOUPIEC et al., 2015).
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Estudos que avaliaram lesGes como leucoplasia (HABIBA; HIDA; KITAMURA;
MATSUDA et al, 2017) e LPO, observaram uma superexpressdo deste
biomarcador nas amostras, como foi descrito por (LIU; WU; SHEN; SHI et al., 2013),
em que dos 141 casos de leucoplasia, 70% das lesbes com transformacao maligna
obtiveram positividade na expressdo do ALDH1. Ha estudos que relatam, também, a
expressdo do ALDH1 em eritroplasias, lesdo com alto risco de malignizacéao. (FENG;
XU; SHI; WU et al., 2013) relataram que 82% dos pacientes com eritroplasia que
sofreram transformacdo maligna obtiveram marcacéo pelo ALDH1, sugerindo que
este biomarcador pode servir como um marcador preditivo para avaliar o risco de
cancer oral em pacientes com lesdes orais com potencial de malignidade (HABIBA,
HIDA; KITAMURA; MATSUDA et al., 2017; LIU; WU; SHEN; SHI et al., 2013; XU;
SHEN; SHI; SUN et al., 2013).

Alguns estudos (RAO; RAJU K; AUGUSTINE; PATIL, 2020) avaliaram a
expressdo do ALDH1 em displasia epitelial oral e em carcinoma oral de células
escamosas (OSCC) e constataram que esta protéina foi expressa em 35% dos
casos de displasia e em 70% dos casos de OSCC. Outros trabalhos (ORTIZ;
LOPES; AMOR; PONCE et al., 2018) reportaram que dos 50 casos de OSCC, 46%
foram positivos para expressao do marcador, sugerindo que o ALDH1 pode ter um
papel na transformacdo gradual da displasia para o carcinoma, podendo este
fenbmeno ser atribuido ao papel do marcador na regulacdo de varias vias que
contribuem para a carcinogénese e sinalizacdo de células-tronco. Em todos estes

casos a avaliacdo do ALDH1 foi restrita ao epitélio.

Estes estudos deixam margem ainda para uma avaliacdo mais meticulosa da

expressao e do papel do ALDH1 em les6es como o LPO, LLO e LCO.

2.4 Relagdo: ALDH1, inflamagé&o e acido retingico

A inflamacé&o envolve tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo e existe
para que aja uma resposta imune protetora buscando a homeostase do tecido
eliminando, dessa forma, estimulos prejudiciais como células danificadas, irritantes e
patogenos (ZHAO; LIU; YANG; LIU et al., 2021). O meio inflamatorio e a resposta

inflamatoria promovem um ambiente de estresse oxidativo em que ha peroxidacéao
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lipidica induzindo uma producado de aldeidos toxicos que podem promover grandes
danos celulares (CHEN; CHEN; LU; CHEN, 2018; CHU; NAJAFZADEH; SULLIVAN;
CONE et al., 2019). Dessa forma, na tentativa de manter uma homeostase celular,
frequentemente, observa-se a proteina Aldeido desidrogenase (ALDH), mais
especificamente sua isoforma ALDH1, que regula aldeidos end6genos e exdgenos,
promovendo uma oxidacdo irreversivel do subproduto retinaldeido em &cido
retindico para promover uma regulacdo na expressao génica e diferenciagédo celular
( ALLAN, 2011;CHU; NAJAFZADEH; SULLIVAN; CONE et al., 2019; MA;).

Estudos sugerem que a inflamacao intensifica a expressao do ALDH1, (ITO;
ZOLFAGHARI; HAO; ROSS, 2014) e sua participacdo no metabolismo do &cido
retindico tem um papel importante na modulacdo da resposta imune, atuando
principalmente nas células dendriticas e nos macrofagos (MANICASSAMY;
PULENDRAN, 2009) havendo, em alguns trabalhos, relatos da presenca de CD
tanto em epitélio quanto no estroma de LPO, assim como em LLO e LCO
(SANTORO; MAJORANA; ROVERSI; GENTILI et al., 2005; SOUTO; MATIAS;
NUNES; FERREIRA et al., 2018; SOUTO; NUNES; TANURE; GOMEZ et al., 2016).

Acredita-se que o proprio infiltrado inflamatoério crénico presente no LPO
promove uma atracao das CD por meio de quimiocinas em areas aglomeradas de
linfécitos, indicando a possibilidade de apresentacédo de autoantigenos (FERRISSE;
DE OLIVEIRA; PALACON; DA SILVEIRA et al., 2021; GUSTAFSON; EKLUND;
WALLSTROM; ZELLIN et al., 2007; SANTORO; MAJORANA; ROVERSI; GENTILI et
al., 2005). A expresséo dessas células apresentadoras de antigeno no estroma das
lesbes, principalmente no LPO, pode estar ligada a presenca do acido retindico, uma
vez que é produzido por células dendriticas e macrofagos por meio da acdo do
ALDH1 (SANDERS; MCCARTHY; GILES; DAVIDSON et al., 2014).

Estudos sugerem que as células dendriticas desempenham um papel na
supressdo das respostas imunes através da geracdo de células T reguladoras
(Tregs) alterando o equilibrio Th1/Th2/Th17 (GOVERSE; OLIVIER; MOLENAAR;
KNIPPENBERG et al., 2015; MANICASSAMY; PULENDRAN, 2009). Entretanto, as
vias e fatores de transcricdo através das quais as DCs exercem essa funcéo ainda
sao pobremente entendidas. Algumas evidéncias sugerem que a conversdo da

vitamina A em acido retinéico (AR) em alguns subtipos especificos de DCs, tem
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papel vital na inducéo de células FOXp3 regulatorias (fator de transcricdo necessario
para a diferenciacdo e funcdo normal das tregs)(MANICASSAMY; PULENDRAN,
2009; TRUCCI; SALUM; FIGUEIREDO; CHERUBINI, 2013). A deficiéncia do AR
pode estar associada a varias doencas autoimunes e respostas inflamatérias
(MANICASSAMY; PULENDRAN, 2009). Como o AR esta envolvido tanto na inducéo
de células Tregs quanto na inibicdo da diferenciacéo de células T virgens em células
Thl7, a hipétese € que o AR desempenha um papel importante no equilibrio da
resposta imune local (ERKELENS; MEBIUS, 2017; FIRTH; FRIEDLANDER,;
PARACHURU; KARDOS et al., 2015; JAVVADI; PARACHURU; MILNE; SEYMOUR
et al., 2016).
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3 HIPOTESES

- A expressao de ALDH1 é diferente nas lesdes: LPO, LLO e LCO.

- Células ALDH1 positivas estédo presentes no epitélio e na lamina propria.

- ALDH1 no infiltrado inflamatério do LPO pode ter um papel no controle da resposta
imune.
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4 JUSTIFICATIVA

A avaliacdo dos fatores de risco, incluindo biomarcadores indicativos de
transformacdo maligna no liquen plano oral e nas lesdes liquenoides tem sido
prejudicada pelas inconsisténcias no diagnéstico diferencial de LPO, LLO e LCO.
Este trabalho pretende por meio de uma selecéo rigorosa destas lesdes, comparar a
expressdo de um marcador que esperamos que possa ajudar no entendimento da
patogénese da transformacdo maligna, indicando se ha diferencas entre as lesdes
avaliadas. E importante também caracterizar a expressdo de ALDH1 nestas lesdes
no compartimento epitelial e no estroma destas lesGes, buscando associar a

localizacdo com a funcao deste marcador.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo imunoistoquimica de ALDH1 em amostras de liquen

plano oral, leséo liquenoide e leucoplasias orais.

5.2 Objetivos especificos

- Identificar a localizagdo mais expressiva na marcacao do ALDH1, se epitelial ou no

infiltrado inflamatorio.

- Avaliar e comparar a morfologia das células marcadas pelo ALDH1 no infiltrado

inflamatorio.
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6 METODOLOGIA

6.1 Considerac0es éticas

Este estudo foi submetido & apreciacéo e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o parecer 5.410.374,
CAAE: 52763021.0.0000.5149 (ANEXO A), obedecendo as exigéncias da legislacao
brasileira, conforme as resolucbes do Conselho Nacional de Saude n°® 441/11 e n°
466/12 sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras para operacionalizacao,
compartilhamento e utilizacdo do material biolégico humano coletado e armazenado
em Biorrepositorio e resolugdo n° 196/96 e 347/05 sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

6.2 Recrutamento de casos

Foi realizado um estudo retrospectivo através de uma pesquisa documental e
observacional. O levantamento foi referente a todas as bidpsias que tiveram o
diagnostico confirmado como liqguen plano oral, lesao liguenoide, leucoplasia e
processo inflamatorio inespecifico no banco de dados do laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) no periodo de 10 anos, compreendendo os anos 2011 a 2021,
sendo que as caracteristicas clinicas também foram levadas em consideracao.
Foram selecionados inicialmente, no sistema, todos os casos deste periodo, mas
fomos excluindo alguns que n&o apresentavam todos os dados preenchidos na
anamnese. Ao final obtivemos um total de 186 casos de liquen plano oral, 128 de
lesé@o liquenoide oral, 191 de leucoplasias com displasia moderada a intensa e 128

casos de processo inflamatorio inespecifico.

6.3 Selecdo de casos e obtencao da amostra

A amostra selecionada compreendeu todos os casos de LPO, LCO, LLO e
processo inflamatério inespecifico que foram obtidos por meio de biopsias, fixadas e

tamponadas em formol, incluidos em parafina, diagnosticadas e arquivadas no
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Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFMG no periodo de

2011 a 2021. As laminas histopatoldgicas foram revisadas de forma independente

por trés patologistas orais.

Critérios de inclusao: avaliacao histopatoldgica

1- Liquen Plano Oral (LPO): hiperceratose ou hiperparaceratose, acantose ou
atrofia, com cristas epiteliais hiperplasicas com aspecto sugestivo de “dentes
de serra” (mais comum nas lesdes de pele) um intenso infiltrado inflamatério
com predominio de linfécitos, em organizacdo semelhante a uma faixa
subjacente ao epitélio. Presenca de queratinécitos em degeneracdo na
camada basal e/ou suprabasal do epitélio e na interface do tecido conjuntivo,
e presenca eventual de queratinécitos apoptoticos (Corpos de Civatte).
Displasia foi descartada para a confirmacao do diagndstico (CHENG; GOULD;
KURAGO; FANTASIA et al.,, 2016; DENG; XU; WANG; LIU et al.,, 2020;
WARNAKULASURIYA; KUJAN; AGUIRRE-URIZAR; BAGAN et al., 2020).

2- Lesao Liguenoide Oral (LLO): as caracteristicas histopatolégicas similares
ao LPO, porém um infiltrado inflamatério misto subepitelial podendo se
estender mais profundamente na lamina propria, ocasionalmente presenca de
inflamacéo perivascular. Eosinéfilos ocasionais podem ser observados e
foliculos linfoides podem ser vistos em reacdes a materiais dentérios,
(CHENG; GOULD; KURAGO; FANTASIA et al., 2016). Todos esses achados
histopatolégicos foram conjugados com dados das fichas clinicas deixando
claro que a presenca de alguma restauracdo ao redor da lesdo ou um

histdrico de hipersensibilidade a algo.

3- Leucoplasia (LLO) com infiltrado liquenoide: hiperceratose, acantose e
displasia epitelial acompanhadas por um infiltrado linfocitico ou misto disposto
em faixa na lamina propria subjacente. Foram analisadas para a gradacao da
displasia caracteristicas arquiteturais como: estratificacédo irregular, perda da
polaridade da camada basal, proje¢cbes em gota, aumento do namero de
figuras de mitose e mitoses anormais superficiais, disceratose, pérolas de

ceratina, e perda da coesao epitelial; bem como caracteristicas citologicas:
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variacdo anormal do tamanho do ndcleo e da célula, variacdo anormal da
forma do nucleo e da célula, aumento da relagdo nucleo citoplasma, figuras
de mitose atipicas, aumento do numero e tamanho dos nucléolos,
hipercromasia (MULLER, 2018). A definicdo da presenca ou auséncia de
displasia e gradacdo da mesma foi realizada de forma consensual (EL-
NAGGAR; CHAN; GRANDIS; TAKATA et al., 2017), bem como a
classificacdo do infiltrado inflamatorio na regi@o subepitelial em leve,

moderado ou intenso.

4- Processo inflamatorio inespecifico: lesdes de mucosa que exibiam infiltrado
inflamatério crénico focal na lamina prépria, com predominio de células
mononucleares, e para as quais havia sido excluida a possibilidade do
diagndéstico de mucosite de interface (REGEZI, J.A et al., 2017).

e Critério de exclusdo

Foram excluidos do diagndstico de LPO, conforme preconizado por Shearston
et al., (2019):

1- Casos com caracteristicas clinicas e sinais de LLO identificados pela
presenca do agente causal,

2- Qualquer outra lesao potencialmente maligna com presenca de displasia;

3- Presenca concomitante de LPO e cancer ou desenvolvimento de carcinoma
nos 6 meses apos a primeira consulta.

Foram selecionadas 633 amostras totais de liquen plano, lesdo liquenoide,
leucoplasia e controle. Todas estas amostras estavam armazenadas em blocos de
parafina, tendo sido previamente removidas cirurgicamente com finalidade de
diagnéstico ou tratamento, fixadas em formol a 10% e processadas segundo
procedimentos de rotina para inclusdo em parafina. Apdés avaliagdo das laminas
pelos trés patologistas foi realizada uma selecao utilizando como base os critérios de
inclusédo e excluséo, alcancando uma amostra de 16 casos de cada categoria, como

podemos ver exemplificado do Diagrama 1.
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Diagrama 1: Esquema do estudo primario desenvolvido
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Fonte: Proprio autor, 2022.

6.4 Reacdes Imunoistoquimicas

Cortes com 3um de espessura das amostras foram obtidos a partir dos blocos
de parafina. As etapas de desparafinizacéo, reidratacdo e recuperagao antigénica
foram realizadas utilizando a solucao Trilogy (Cell Marque, Rocklin, USA), de acordo
com as instrucbes do fabricante (2 banhos de 30 minutos a 98°C). O bloqueio da
peroxidase enddgena e de proteinas endogenas foi realizado com a utilizacdo das
solugcbes Hydrogen Peroxide Block (Spring, Bioscience, California, USA) e Protein
Block (Spring, Bioscience, California, USA), de acordo com as orientagdes do
fabricante. Posteriormente os cortes foram lavados em tamp&o TRIS por cinco
minutos.

Para imunomarcacédo da proteina ALDH1, os cortes foram incubados com o
anticorpo primario monoclonal anti- ALDH1 (clone 44/ALDH, Mouse; BD Bioscience,
Califérnia, USA), diluido na proporgdo de 1:100 em solu¢do tampédo TRIS pH 7,4
(Tabela 1). Esta incubacdo foi realizada durante 60 minutos em temperatura

ambiente, em camara umidificada. Foi utilizado controle interno positivo por meio da
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identificacdo de imunomarcacdo do parénquima de glandulas salivares e a

supresséao do anticorpo primario foi utilizada como controle negativo.

Tabela 1: Especificacdo do anticorpo primario utilizado

Recuperagéo

Anticorpo Clone Fabricante A Diluicao
antigénica
. . Trilogy
Anti-ALDH1 44/ALDH BDB 1:1
nti / ioscience (30°2 98°C) 00

Fonte: Proprio autor, 2022.

bY

Posteriormente a incubagdo com o anticorpo primario, foram realizados 3
banhos de tampéao TRIS de 5 minutos cada. A revelagao foi realizada por meio do kit
de revelacdo com solucdo de diaminobenzidina (Spring, Bioscience, California,
USA). A contra coloracéo foi realizada com hematoxilina de Mayer por 1 minuto.
Posteriormente, os cortes foram desidratados em solu¢cdes com concentracdes
crescentes de etanol, a partir de uma passagem em etanol 70% durante 2 minutos,
uma passagem em etanol 90% durante 5 minutos e trés passagens em etanol
absoluto, durante 5 minutos cada. Os cortes foram entdo diafanizados por meio de
trés banhos de xilol, em temperatura ambiente, de cinco minutos cada. Para a

montagem das laminas foi utilizado Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).

6.5 Avaliagédo da marcacdo do ALDH1

Todas as laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico de luz, marca Zeiss
(Lentes: Carl Zeiss 444232-9904), por dois observadores (MDPM e MCFA). A
avaliacdo da imunomarcacdo foi realizada avaliando as regides de epitélio e

estroma.

Em epitélio a analise imunoistoquimica foi feita de forma semiquantitativa,
considerando o percentual de células marcadas e o padrdo de marcacgdo: células
isoladas ou células confluentes (ISFOSS; BUSCH; HERMELIN; VERMEDAL et al.,
2014) em um aumento de 200x. Foram considerados positivos 0s casos com 5% ou
mais de células marcadas (DE FREITAS FILHO; COUTINHO-CAMILLO; OLIVEIRA;
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BETTIM et al., 2021; HILDEBRAND; CARVALHO; LAUXEN; NOR et al., 2014;
ISFOSS; BUSCH; HERMELIN; VERMEDAL et al., 2014).

A avaliacdo da expressdo do ALDH1 no estroma foi realizada de forma
semiquantitativa semelhante ao que foi realizado por Berdnarz-Knool et al. (2015),
com algumas modifica¢cdes, uma vez que ndo foi observado alteracdo quanto a
intensidade da marcacéo. Inicialmente foi feita a avaliacdo da lamina em toda a sua
extensdo, em aumento de 100x buscando a area de maior marcacgéo, considerada o
hot spot. Tendo essa area como referéncia, a determinacao do percentual de células
marcadas, foi feita em aumento de 400x em todos os campos, que foram contados
ao longo de um unico eixo (x ou y) delimitado pela area de hot spot. Em todas as
lesbes este eixo correspondeu ao eixo horizontal, em geral acompanhando a
distribuicdo do infiltrado inflamatério. O nimero de campos variou entre 5 e 23, com

uma média de 10,53 campos.

O primeiro e ultimo campo foram excluidos e cada campo recebeu um escore
para a avaliagdo da porcentagem de marcacdo celular, de acordo com o seguinte
critério: 1 (0 — 10%); 2 (11 a 50%); 3 (acima de 51%), sendo o score final a média

destes escores.

6.6 Andalise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software: SPSS — Statistical
Package for the Social Science® (versdo 26.0, 2019, Chicago, IL, USA). Os dados
obtidos no estudo foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov para verificar a distribuicdo da amostra (n>50). Foi realizada a analise
descritiva das variaveis, apresentando as frequéncias e medidas de tendéncia
central dos dados.

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparar a imunoexpressao de
ALDHL1 entre os grupos, e os niveis de significancia foram ajustados com correcéo
de Bonferroni. Para todas as andlises foi considerado estatisticamente significante

p<0,05 como parametro de nivel de significancia.
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6.7 Publicacdo dos resultados

Ao final da pesquisa, os resultados foram divulgados a comunidade cientifica,
independentemente de serem inéditos ou contrariarem as hipéteses propostas no
estudo. O trabalho foi submetido no periddico: Journal of Oral Pathology & Medicine
(Qualis A2 / Fator de impacto: 3.539 em 2021).
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e Normas de publicacdo darevista
OBJETIVOS E ESCOPO

O Journal of Oral Pathology & Medicine publica manuscritos de alta qualidade
cientifica que representam trabalhos clinicos, diagndsticos ou experimentais
originais em patologia oral e medicina oral. A revista geralmente ndo considera
artigos sobre periodontal ou doencas relacionadas. Artigos que promovam a ciéncia
ou pratica dessas disciplinas serdo bem-vindos, especialmente aqueles que trazem
novos conhecimentos e observacdes da aplicagdo de técnicas nas esferas de
microscopia de luz e eletronica, cultura de tecidos e orgaos, imunologia,

histoquimica, imunocitoquimica e biologia molecular.
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Os artigos de revisao sobre assuntos atuais e relevantes receberao alta prioridade e
0s artigos que exigem publicacdo rapida devido ao seu significado e pontualidade

serdo incluidos como breves relatorios ndo superiores a trés paginas impressas.

Todos 0s manuscritos enviados que se enquadram no escopo geral da Revista
serdo avaliados por revisores devidamente qualificados, mas 0s manuscritos em um

formato incorreto serdo devolvidos ao autor sem revisao.

CATEGORIAS E REQUISITOS DO MANUSCRITO

i. Artigos de Pesquisa Originais

Journal of Oral Pathology & Medicine recebe Artigos de Pesquisa Originais de alta
qualidade cientifica que representam trabalhos clinicos, diagndsticos ou
experimentais originais em patologia oral e medicina oral. Artigos que promovam a
ciéncia ou prética dessas disciplinas serdo bem-vindos, especialmente aqueles que
trazem novos conhecimentos e observacfes da aplicacdo de técnicas nas esferas
de microscopia de luz e eletrbnica, cultura de tecidos e o6rgdos, imunologia,

histoquimica, imunocitoquimica e biologia molecular.
Limite de palavras: 3.000 palavras no maximo, excluindo resumo e referéncias.

Resumo: 250 palavras no maximo; deve ser estruturado, sob os subtitulos: Fundo,

Métodos, Resultados, Conclusdo. Ndo deve conter abreviaturas.
Referéncias: Maximo de 30 referéncias.
Figuras/Tabelas: Total de ndo mais do que 6 figuras e/ou tabelas.

Estrutura Principal do Texto: deve ser dividida em introducdo, material e métodos,

resultados e discussao:

e Introducdo: deve indicar claramente o propdsito do artigo. Dé apenas
referéncias estritamente pertinentes. RevisGes exaustivas da literatura sao

inadequadas.
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« Materiais e Meétodos: devem conter detalhes suficientes para que, em
combinacdo com as referéncias citadas, todos o0s ensaios clinicos e
experimentos relatados possam ser totalmente reproduzidos. Como condi¢&o
de publicacdo, os autores sao obrigados a disponibilizar livremente os
materiais e métodos usados para pesquisadores académicos para seu proprio
uso. Isso pode, por exemplo, incluir anticorpos etc. Outros conjuntos de dados
de suporte devem ser disponibilizados diretamente dos autores na data de
publicacéo.

Consulte a secéo Politicas Editoriais e Consideracbes Eticas para obter os

requisitos relacionados a Ensaios Clinicos, Sujeitos Experimentais e
Fornecedores.

« Resultados: Apresente seus resultados em sequéncia légica no texto,
tabelas e ilustracdes. N&o repita no texto todos os dados nas tabelas,
ilustracbes ou ambos: enfatize ou resuma apenas observa¢des importantes.

e Discusséo: Enfatize os novos e importantes aspectos do estudo e as
conclusdes que se seguem deles. N&o repita os dados detalhados fornecidos
na secdo Resultados. Inclua na Discussao as implicacfes das descobertas e

suas limitacdes e relacione as observacdes a outros estudos relevantes.

PREPARANDO O ENVIO

Cartas de apresentacéo

As cartas de apresentacdo ndo sdo obrigatdrias; no entanto, elas podem ser

fornecidas a critério do autor.

Partes do Manuscrito

O manuscrito deve ser enviado em arquivos separados: arquivo de texto principal;

figuras.

Arquivo de Texto Principal


https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
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Os manuscritos podem ser carregados como um unico documento (contendo o texto

principal, tabelas e figuras) ou com figuras e tabelas fornecidas como arquivos

separados. Se 0 seu manuscrito chegar ao estigio de revisdo, figuras e tabelas

devem ser fornecidas como arquivos separados. O arquivo manuscrito principal

pode ser enviado no formato Microsoft Word (.doc ou .docx).

O arquivo de texto deve ser apresentado na seguinte ordem:

Seu arquivo de documento principal deve incluir:

1. Um pequeno titulo informativo contendo as principais palavras-chave. O titulo
ndo deve conter abreviaturas

2. Os nomes completos dos autores com afiliagdes institucionais onde o trabalho
foi conduzido, com uma nota de rodapé para o endereco atual do autor, se
diferente de onde o trabalho foi realizado;

3. Agradecimentos;

4. Abstrato estruturado (intro/métodos/resultados/conclusédo) ou ndo estruturado

5. Até sete palavras-chave;

6. Corpo principal: formatado como introdugdo, materiais e métodos, resultados,
discusséao, conclusao
Referéncias;

8. Tabelas (cada tabela completa com titulo e notas de rodapé);
Figuras: As legendas da figura devem ser adicionadas abaixo de cada
imagem individual durante o upload E como uma lista completa no texto.

Autoria

Consulte a politica de autoria da revista, asecdo Politicas Editoriais e

Consideracées Eticas, para obter detalhes sobre a elegibilidade para a listagem de

autores.


https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
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Agradecimentos

As contribui¢cdes de qualquer pessoa que ndo atenda aos critérios de autoria devem
ser listadas, com permissédo do colaborador, em uma secdo de Agradecimentos. O
apoio financeiro e material também deve ser mencionado. Gragas a revisores

andnimos néo sao apropriados.

Declaracdo de Conflito de Interesses

Os autores serdo solicitados a fornecer uma declaracdo de conflito de interesses
durante o processo de envio. Para obter detalhes sobre o que incluir nesta secéo,

consulte a secdo 'Conflito de Interesse’ nasecdo Politicas Editoriais e

Consideracdes Eticas abaixo. Os autores de envio devem garantir que eles entrem

em contato com todos os coautores para confirmar o acordo com a declaracéo final.

Resumo

Resumos e palavras-chave sdo necessarios para alguns tipos de manuscritos. Para
obter detalhes sobre tipos de manuscritos que exigem resumos, consulte a secao
‘Tipos e Critérios de Manuscrito'.

Palavras-chave

Forneca 2-5 palavras-chave. Os autores séo incentivados a escolher palavras-chave
das recomendadas pela lista de navegadores Medical Subject Headings (MeSH) da
Biblioteca Nacional de Medicina dos EUA em www.nIlm.nih.gov/mesh.

Referéncias

Todas as referéncias devem ser numeradas consecutivamente em ordem de

aparéncia e devem ser o mais completas possivel. No texto, as citagcbes devem citar


https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
https://www.nlm.nih.gov/mesh/
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referéncias em ordem consecutiva usando algarismos em arabe. Para mais

informacdes sobre o estilo de referéncia AMA, consulte o Manual de Estilo AMA

Tabelas

As tabelas devem ser independentes e complementar, ndo duplicadas, as
informacdes contidas no texto. Eles devem ser fornecidos como arquivos editaveis,
nao colados como imagens. As lendas devem ser concisas, mas abrangentes - a
tabela, a legenda e as notas de rodapé devem ser compreensiveis sem referéncia
ao texto. Todas as abreviaturas devem ser definidas nas notas de rodapé. Simbolos
de nota de rodapé: t, 1, §, Y, devem ser usados (naquela ordem) e *, **, *** devem
ser reservados para valores P. Medidas estatisticas como SD ou SEM devem ser

identificadas nos titulos.

Figuras e legendas

As legendas devem ser concisas, mas abrangentes - a figura e sua legenda devem
ser compreensiveis sem referéncia ao texto. Inclua definicdes de quaisquer simbolos

usados e defina/explique todas as abreviaturas e unidades de medida.

Figuras

Embora os autores sejam incentivados a enviar os numeros da mais alta qualidade
possivel, para fins de revisdo por pares, uma ampla variedade de formatos,

tamanhos e resolugdes séo aceitos.

Cligue aqui para ver 0s requisitos basicos de figuras para figuras enviadas com

manuscritos para revisao inicial por pares, bem como os requisitos mais detalhados

de figuras pos-aceitacao.

Figuras Coloridas. Os numeros enviados em cores podem ser reproduzidos em

cores on-line gratuitamente. Observe, no entanto, que é preferivel que as figuras de


http://www.amamanualofstyle.com/
http://media.wiley.com/assets/7323/92/electronic_artwork_guidelines.pdf

42

linha (por exemplo, graficos e graficos) sejam fornecidas em preto e branco para que

sejam legiveis se impressas por um leitor em preto e branco.

Citacado de Dados

Revise a politica de citacdo de dados de Wiley aqui.

Arquivos Adicionais

Apéndices

Os apéndices serdo publicados apos as referéncias. Para envio, eles devem ser

fornecidos como arquivos separados, mas mencionados no texto.

Informacdes de Apoio

Informacdes de apoio sdo informacdes que ndo sao essenciais para o artigo, mas
fornecem maior profundidade e histérico. Ele é hospedado on-line e aparece sem

edicdo ou composicdo. Pode incluir tabelas, figuras, videos, conjuntos de dados, etc.

Cligue aqui para obter as perguntas frequentes de Wiley sobre informacgdes de

suporte.

Nota: se dados, scripts ou outros artefatos usados para gerar as analises
apresentadas no artigo estiverem disponiveis através de um repositorio de dados
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7 RESULTADOS
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ABSTRACT:

Background: Oral Lichen Planus is a potential malignant disorder and shares clinical
and histopathological features with other similar lesions. ALDH1 is a specific
biomarker for stem cells identification, however its role in stromal cells of immune
inflammatory infiltrate has not been explored. The aim of this study was to investigate
the ALDH1 immunoexpression in epithelial and stromal cells of Oral Lichen Planus
and other lesions with lichenoid inflammatory infiltrate. Methods: 64 samples of Oral
Lichen Planus, Oral Lichenoid Lesions, Oral Leukoplakia and Unspecific Chronic
Inflammation were included. ALDH1 was evaluated in both epithelium and stromal
cells. ALDH1+ cells 2 5% were considered positive in epithelium. Stromal cells were
evaluated semiquantitatively. Fields were ranked in scores, according to criteria: 1 (0
to 10%); 2 (11 to 50%) and 3 (>50%). The mean value of the sum of the fields was
the final score. Statistical differences among groups were investigated, considering p
< 0.05. Results: ALDH1 expression in epithelium was low in all groups without
difference among them. ALDH1+ cells in the lamina propria were higher for Lichen
Planus (2.0), followed by Leukoplakia (1.3), Lichenoid lesions (1.2) and control (1.1)
(p<0.05). Conclusions: ALDH1 immunoexpression in epithelium of lichenoid
potential malignant disorders did not show a contributory tool, however ALDH1 in
stromal cells of lichen planus might be involved in the complex process of immune

regulation associated with the pathogenesis of this disease.

KEYWORDS:

Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Oral Lichen Planus, Leukoplakia, Lichenoid

Lesions, Immunohistochemistry
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1. INTRODUCTION

Oral Potentially Malignant Disorders (OPMD) comprise a large and diverse group of
mucosal disorders that can precede the diagnosis of oral squamous cell carcinoma.
Different OPMD carry on variable malignant transformation rates and identifying

which individual will develop cancer can be a challenge.?

The World Health Organization (WHO) considers Oral Lichen Planus (OLP) as
an OPMD, however, the rate of malignant transformation varies considerably among
patients and studies.? More, previous reports suggest that the malignant
transformation rate of Oral Lichenoid Lesions (OLL) may be higher than OLP.3 4
-Strict criteria should be followed when diagnosing OLP, as it can present overlapping
clinical and histopathologic features with Oral Lichenoid Lesion and Oral Leukoplakia
(OLK) with a lichenoid component, among other lesions. A proposed diagnosis
criteria of OLP exclude any lesion with dysplasia. > The term Oral Lichenoid Lesions
is preferred for lesions with a definable underlying etiology, as drug reaction.” OLK
can present a band-like chronic inflammatory infiltrate in the superficial lamina
propria, mimicking OLP. As a mild dysplasia can occur also as a result of
inflammation, the distinction between lesions is not easy, however, the criteria

mentioned above help to distinguish them.®

The exact mechanisms by which OLP and OLLs undergoes malignant
transformation have not yet been determined, it is though that chronic immune
stimulation and inflammation can cause growth signal dysregulation and this

combines with oxidative stress to induce DNA damage.? °

Many biological markers have been employed to elucidate the malignant
potential of OLP.1% 11 ALDH1 is an isoform of dehydrogenase aldehyde expressed in
humans as a cytosolic detoxifying isozyme. ALDH1 oxidizes retinol to retinoic acid,
which, in turn, promotes the transcription of genes that participate in cell
differentiation,

apoptosis, or even tumor growth being a specific biomarker for stem cells’
identification.'> 13 In addition, retinoic acid has an important role in the control of

immune inflammatory diseases.'* 1> The immunohistochemical evaluation of ALDH1
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in OPMD has been restricted to epithelium acting as a marker of cancer stem cell,®
meanwhile its potential in the inflammatory infiltrate has not been investigated.
Further, the role of ALDH1 has not been explored in OLP and other lichenoid lesions.
This study aimed to investigate ALDH1 expression in the epithelial and stromal cells
of OLP, OLL and OLK. This study is an attempt to unravel the biology behind ALDH1

expression in epithelial and stromal cells of OLP and other lichenoid lesions.
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2. MATERIAL AND METHODS
2.1Ethics

This study was approved by the Ethics Committee of Universidade Federal de Minas
Gerais (process no. 52763021.0.0000.5149), and was conducted in accordance with
the Helsinki Declaration of 1975, revised in 2008.

2.2 Case selection and sample

This cross-sectional study followed the Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines. Cases with a histopathological
diagnosis of OLP, OLL, and OLK were retrieved from the files of the Oral
Maxillofacial Pathology Service (UFMG- Brazil) from 2011-2021. The elegibility
criteria are presented in Table 1. All cases were independently reviewed by three oral
pathologists (MCFA, PCC, KDS. Only cases filling the clinical and histopathological
criteria* > 17 and having a concordant diagnosis of at least two examiners were

included.

Were selected for the study 16 OLP, 16 OLL, and 16 OLK, totalizing 48 cases.
Sixteen cases diagnosed as Unspecific Chronic Inflammation (UCI) were included as
controls. Those cases were featured by a mixed diffuse inflammatory infiltrate
extending deeply into the lamina propria. Cases histologically diagnosed as lichenoid

mucositis were excluded.

2.3 Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on 4-uym thick sections, following standard
protocols on silanized slides. The antigen retrieval was performed with TRILOGY ™
Concentrate (Cell Marque, Rocklin, CA, US; 1:100) in pressure cooker 96°C for 30
min. Monoclonal anti-ALDH1 was used (clone 44 ALDH; Mouse; BD Bioscience,
California, CA, US; 1:00). Next, the sections were incubated with a ready-to-use

polymer (CRF Anti-Polyvalent HRP Polymer, ScyTek Laboratories, Logan, UT, USA,
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code ABZ125). 3.3-Diaminobenzidine was used as the chromogen (Dako,

Carpinteria, CA, US) and counterstained with hematoxylin.

2.4 Immunohistochemical assessment

A two-step immunohistochemical analysis was set: a morphological and a
quantitative, of the epithelium and stromal cells. For epithelium and stroma, cells
exhibiting a brown staining in cytoplasm and cytoplasmatic membrane were

considered positive, regardless the intensity.

All slides were scanned in low power (100x) to determine the positive areas. Then,
the ALDH1+ areas were evaluated in a higher magnification (400x) to determine the
staining pattern (confluents and isolated cells for epithelium) and the cell morphology

(spindle or round for stromal cells).

A detailed descriptive analysis was jointly performed by three examiners (MCFA,
DPM, MDPM) at a Penta Head Light Microscope (Axioskop 2 Plus, Carl Zeiss). A
semiquantitative analysis was made considering epithelium and stromal cells. All
epithelium extension was evaluated and epithelium was considered positive when
5% or more cells were stained at a hotspot area in a 200x magnification. Positive

cases were classified as isolated or confluent ALDH1 in a 400x magnification.? 13

The stromal cells evaluation was made in semiquantitative form according to
Bednarz et al. (2015),*® however the staining intensity was not considered. All fields
at a horizontal axis, immediately bellow epithelium in the lichenoid infiltrate where
positive cells were concentrated, were evaluated at high power (400x) by two jointly
examiners (DPM and MDPM). Fields were ranked in scores, depending on the
percentage of positive cells, according to criteria: 1 (0 to 10%); 2 (11 to 50%) and 3
(more than 51%). The final score of each case was the mean value of the sum of the
fields.
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2.5 Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the software SPSS — Statistical Package for
the Social Sciences® (IBM — version 26.0, 2019, Chicago, IL, USA).

The epidemiological and clinical-pathological variables were analyzed descriptively.
The Kolmogorov-Smirnov test was applied to verify the normality distribution of
ALDH1 expression in the sample. Kruskal-Wallis test was applied to compare ALDH1
iImmunoexpression among groups, and the significance levels were adjusted with

Bonferroni correction. Statistical significance was set as p < 0.05.



53

3. RESULTS
3.1 Sample selection

A total of 633 lesions diagnosed as OLP, OLL OLK and UCI were retrieved from
histopathological records from 2011 to 2021. After applying the clinical and
histopathological eligibility criteria, were selected 16 lesions each group of diagnose,
totalizing 64 cases. Demographic (sex, age), smoking habit and clinical (fundamental
lesion and anatomical location) characteristics are shown in Table 2.

3.2 Morphological analysis
The morphological analysis of the ALDH1+ cells is shown in Table 3.

The epithelial expression was not frequent among samples, with only 1 (6,25%), 0
(0%), 2 (12,4%), 5 (31,2%) cases from OLP, LLO, LKO and UCI, respectively,
showing ALDH1+ cells. When present, these cells were confluent, following the

epithelial architecture, or isolated cells (Figure 1F; 1H).

In the lamina propria, ALDH1+ cells were dispersed along the subepithelial
inflammatory infiltrate. All cases from OLP group and almost all from OLL and OLK
(12 and 13, respectively) were ALDH1 positive in the lamina propria. Most of these
cells showed a stellated morphology with a namely angular or spindle-shaped cell
body and cytoplasmatic extensions (Figure 1B; 1D). Some cells also showed
amounts of small vacuoles in the cytoplasm (Figure 1B;1D). Round or oval cells
positive for ALDH1 were observed as well (Figure 1B; 1D). These were leukocyte-like
cells with round nucleus and a granular cytoplasm. Isolated cells in the deeper

inflammatory infiltrate were sporadically seen.

3.3. Semiquantitative analysis

The median expression of ALDH1+ cells in the lamina propria was higher for OLP
(2.0), followed by OLK (1.3), OLL (1.2) and UCI (1.1) (p<0.05), as shown in Figure 2.
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4. DISCUSSION

This study aimed to investigate the ALDH1 immunoexpression in a group of lesions
presenting a lichenoid inflammatory infiltrate, considering the malignant potential of
those lesions,! and ALDH1 as a marker of cancer stem cells. Additionally, it was also
of interest to investigate the role of ALDH1 in the immune-inflammatory infiltrate of
OLP.

The malignant potential of OLP has been explored in several studies with
controversial results and variable index of transformation.'® On the other hand, it is
recognized that other non-dysplastic lichenoid lesions may undergo malignant
transformation.* 2% 21 ALDH1 is expressed in malignant epithelial cells and oral
dysplasia.?? However, our results showed a low expression of ALDH1 in epithelial
cells of all group of lesions, with a slight higher expression in UCI cases. These
results, differ from others,?® did not give an indication of malignant potential for the
lesions investigated here. Although we had a meticulous criterion to select the
lesions, and all OLK cases presented dysplasia, a confirmation of this result requires

an investigation of a more numerous samples.

ALDHL1 is an isoform of aldehyde dehydrogenase, which is expressed in humans as
a cytosolic detoxifying isoenzyme that oxidizes intracellular aldehydes and
contributes to the oxidation of retinol to retinoic acid in early stem cell's
differentiation. These properties make ALDH1 a marker of cancer stem cells playing
an important role in the biology of tumors.'?2 However the role of ALDH1 in regulation
of immune response throughout the control of metabolism of retinol, has not been
explored, in especial in oral diseases. In a similar way, the strong association of
ALDH1 with cancer stem cells has making the evaluation of this proteins almost
restrict to the epithelial cells. Few studies have explored the expression of ALDH1 in
stromal cells.'® 24 Qur results showed an increased number of positive ALDH1 cells
in the subepithelial lichenoid inflammatory infiltrate of all lesions. The higher number
of positive cells was found in OLP, with a significative difference with the other

lesions.
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Interestingly, the stromal ALDH1+ cells showed different phonotypes. Most of these
cells showed a stellated morphology with a namely angular or spindle-shaped cell
body and cytoplasmatic extensions, some of them also showed amounts of small
vacuoles in the cytoplasm. Round or oval leukocyte-like cells with round nucleus and
a granular cytoplasm in a small number were also present, and isolated cells in the
deeper inflammatory infiltrate were sporadically seen. It was not an objective of this
study an immunophenotyping of these stromal cells, however call attention the
number of them, especially in OLP lesions.

The presence of these phenotypes to ALDH1+ cells were registered in other
studies,'® 24 which have been associated with a better prognosis or simply
considered as stem cells.?® In the present study, we presume that the positive

stromal cells are antigen-presenting cells (APCSs), including dendritic cells.

OLP arises from an autoimmune response involving T cells producing cytokines that
induce a chronic inflammatory response and keratinocytes cell death.® Activation of
T cells depends on antigen presentation by APCs in the context of MHCII receptors.
Dendritic cells, a kind of APC control the strength and quality of T and B cell

response and are present in both epithelium and lichenoid infiltrate of OLP.2¢

Authors demonstrated the presence of retinol in the cytoplasm of ALDH1 + stromal
cells.?” Studies also showed that the metabolism of retinol into retinoic acid in DCs
mediated by ALDH1 regulate critical parameters of lymphocyte differentiation.4
Moreover, RA enhances the induction of Treg FOXp3 cells by Dcs.14 1°

Studies have demonstrated elevated numbers of Foxp3+Treg cells in OLP lesions
compared to healthy control tissues.?® 2° If the ALDH1+ cells detected in
inflammatory infiltrate of OLP are dendritic cells controlling the lymphocytic
differentiation throughout ALDH1, this finding might be a key to understanding the
complex immune balance in OLP and an indicative for development of new

therapies.

Although this significative suggestion, the present study has several limitations, and
the first is the absence of characterization of ALDH1+ stromal cells. However, it is not
probable that the difference among the lesions was occasional and we believe that is



56

associated with the different role of ALDH1+ cells in the unspecific or immune

mediated inflammatory infiltrate. New studies are need to prove our supposition.
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5. CONCLUSIONS

ALDH1 immunoexpression in the epithelium of OLP and lichenoid diseases did not
help understanding the different potential for malignant transformation of these
lesions. On the other hand, the ALDH1-positive stromal cells of OLP might play an

important role in the pathogenesis of this disorder.
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Table 1: Eligibility criteria of study
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Diagnosis

OLPtab

OLL*ac

OLKS?2

Inclusion
Histopathological

Criteria

Inclusion Clinical
Criteria

Exclusion
Criteria

Hyperparakeratosis,

Hyperorthokeratosis,
and combinations of

the two; cytoid
(Civatte) bodies;
basal cell hydropic

change; and a band-
like chiefly
lymphocytic infiltrate

in the lamina prépria
(all features must be
present to
diagnosis) 2

Multiple oral lesions

- Patients with
clinical and
histopathological
signs of OLL
initiated by an
identifiable cause
such as a
hypersensitivity
reaction to
mechanical irritation.

Lichenoid
inflammation not
characteristic of
OLP with a mixed
inflammatory
infiltrate
consisting of
eosinophils and
plasma cells
occasionally
extending deep
the lamina
propria.©

Unique lesion
with evidence of a
specific causative
agent (e.g.,
hypersensitivity
reaction or proven
drug reaction) °

Hyperkeratosis,
acanthosis and
epithelial
dysplasia
conjugate with a
on a background
of OLP or with an
associated mixed
lichenoid

Infiltrate.?2

Multiple or unique
lesion not
associated with a
causative agent.
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- Patient with other
potentially malignant
disorders or that
exhibited biopsy
proven dysplasia.

- Patient with a
diagnosis of OLP
concomitant with
oral squamous cells
carcinoma®

OLPT: Oral Lichen Planus; OLL*: Oral Lichenoid Lesions; OLKS: Oral Leucoplakia
aCheng et al. (2016)

bShearston et al. (2019)

¢Lodolo et al. (2021)
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Table 2: Clinical and demographical data of the 64 included cases

OLPt oLL* OLKS UCIT
Variables

n (%) n (%) n (%) n (%)
Sex
Female 10 (62.5)  15(93.7) 10 (62.5) 6 (37.5)
Male 6 (37.5) 1 (6.2) 6 (37.5) 10 (62.5)
Ratio 1.7:1 15:1 1.7:1 0.6:1
Age (years)
MeanzSD 54.1+3.9 56.69+2.5 60.4+3.1 45.4+4.7
Fundamental
Lesion
Plaque 12 (75.0)  15(93.8) 11(68.8) 4 (25)
Ulcer 2 (13.3) 1 (6.3) 5(31.3) 8 (50)
Nodule 0 0 0 4 (25)
Not Informed 2 (13.3) 0 0 0
Anatomical
location
Buccal Mucosa 14 (87.5) 8 (50) 2(12.5) 0
Tongue 1(6.3) 6 (37.5) 8(50.0) 7 (43.8)
Alveolarridge/ 1(6.3)  3(18.8) 4 (25.0)
gingiva
Lips 1(6.3) 0 2(12.5) 2 (12.5)
Other® 0 1(6.3) 1(6.3) 3 (18.8)
Smoking
habit
Yes 3 (18.7) 1(6.3) 3 (18.7) 3 (18.7)
No 11 (68.8) 14 (87.4) 13(81.3) 13(81.3)
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Not Informed 2 (12.5) 1(6.3) 0 0

OLPT: Oral Lichen Planus; OLL*: Oral Lichenoid Lesions; OLKS: Oral Leucoplakia;
UCIT": Unspecific Chronic Inflammation (Control); Othero: palate or floor of the mouth.



Table 3: Morphological analysis of ALDH1+ cells in Epithelium and Lamina Propria
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Epithelium Lamina Propria
Lesion (C::eo"nsfluents Isolated cells Stellated cells Round cells
o) # o) # 04 #
N (%) * N (%) N (%) N (%)
OLPT (16 0 1 (6.25) 16 (100.0) 10 (62.5)
cases)
OLL* (16 0 0 10 (62.5) 2 (12.5)
cases)
OLKS (16 1(6.2) 1(6.2) 9 (56.2) 4 (25.0)
cases)
UCIT (16 3(18.7) 2 (12.5) 4 (25.0) 1 (6.25)
cases)

OLPT: Oral Lichen Planus; OLL*: Oral Lichenoid Lesions; OLKS: Oral Leucoplakia;
UCIT": Unspecific Chronic Inflammation (Control); N (%)*: number of positives cases
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Figure 1: Histopathological and immunohistochemical aspects of lesions. Hematoxylin and
Eosin (H&E) stain 100x (A,C,E,G). ALDH1 immunoexpression in the subepithelial
inflammatory infiltrate 600x (B,D) and 400x, Polymer-HRP (F,H). Oral Lichen Planus in H&E
stains (A), can evidence stellated cells with small vacuums in the cytoplasm (red arrow) and
round cells (red star), Polymer-HRP 600x (B). Oral Lichenoid Lesion in H&E stain (C).
ALDH1+ rounded cells in lichenoid infiltrate (red star) and stellated cells with small vacuums
in the cytoplasm (red arrow), Polymer-HRP (D). Oral Leukoplakia in H&E stains (E).
Unspecific Chronic inflammation stained in H&E (G). Both Oral Leukoplakia (F) and
Unspecific Chronic Infiltrate (H) present confluents ALDH1+ cells in epithelium. Polymer-HRP

(400x).

3001 p=0.015 p=0.034 p=0.006

2,50 |

200 |

] l
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Mean expression of the fields

Figure 2: Median expression of ALDH1 in stromal cells of OLL, OLK and UCI in relation to

OLP
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao do marcador
ALDH1 em Liquen Plano Oral, Leucoplasia e a lesdo liquenoide. Casos de Processo
Inflamatoério Inespecifico foram incluidos como controle. O ALDH1 é um bom
marcador de células tronco tumorais, assim esperavamos encontrar a expressao do
mesmo no epitélio destas lesGes que sdo consideradas DOPM, ainda que com taxas
muito variaveis de transformacdo maligna. No entanto, a expressdo de ALDH1 no
epitélio ndo foi significativa, com poucos casos positivos e um padrao predominante
representado por células confluentes nos casos de processos inflamatorios
inespecificos. Ja nas células do infiltrado inflamatério liquenoide, especialmente no
LPO houve um numero aumentado de células positivas para ALDH1 quando
comparado com as demais lesbes. As células ALDH1+ no estroma exibiam
morfologia fusiformes/estreladas e/ou redondas/ovais. A morfologia e a positividade
para ALDH1 sugerem que estas células representem células dentriticas. Noés
hipotetizamos que a positividade para ALDH1 no infiltrado inflamatério possa estar
associado com o papel do acido retinoico, a partir da acdo oxidante do ALDH1, no
controle da resposta imune. A ndo identificacdo das células ALDH1+ do infiltrado
inflamatério representa um limite neste trabalho, entretanto, a continuidade deste
estudo pode representar um aspecto chave na compreensao da patogénese do LPO

e no desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para esta doenca.
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DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 5.410.374

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de uma investigacao experimental em laboratorio, utilizando banco de material humano (blocos de
parafina de arguive de laboratdrio de anatomia patolégica), cuja coleta de dados se inicia a partir de um
levantamento de todos os exames anatomopatolégices com diagnéstico de liquen plano oral, lesio
liguencide & leucoplasia no banco de dados do laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no pericdo de 10 anos, compreendenda os
anos de 2009 a 2019. Os blocos de parafina dos casos do arquivo, devidamente selecionados, seriao
utillzados para a realizagio de técnica imunoistoguimica para identificagio da proteina ALDH1, por meio do
método da estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliagio da imunomarcagdo para a proteina ALDH1 sera
realizada wtilizando- se microscopio optice. Dois avaliadores fardo a andlise, de forma cega em relagio aos
dados clinico-patolégiGos das amostras, e as divergéncias serdo discutidas até chegar a um consenso, ou
consultando um terceiro avaliador. Todas as laminas submetidas a reac&o imunoistoguimica serSo avaliadas
em relagio a marcagio citoplasmatica e/ou da membrana celular. A avaliagio sera realizada de forma semi-
guantitativa, sendo gerado o indice “expressio de ALDH1", tanto para o epitélio, quanto para o infiltrado

inflamatario da lamina propria subepitelial. Os dados clinico-patoldgices das amostras serfo submetidos &

analise estatistica usando o Software SPSS - Statistical Package for the Social Science @ (versao 23.0,

Chicage, IL, USA) & GraphPad Prismé (versdo 5.0). Teste de normalidade
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serd aplicado para verificar a normalidade de distribuicio dos dados. A analise descritiva mostrara as
frequéncias e medidas de tendéncia central das variaveis analisadas. Analise bivariada sera utilizada para
comparar dados clinicos como sexo, idade, uso de fumao, localizagio da lesdo e expressao da proteina
ALDH1 (dicotdmica), bem como para avaliar a relagdo entre intensidade do infiltrado inflamatéric e
expressao de ALDH1, e o grau de displasia e a expressao da referida proteina. A comparagao da expressao
de ALDH1 entre os grupas LPO, LLO e LS também sera realizada. O nivel de significincia estabelecido &
de 5%.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Avaliar a expressao imunoistoguimica de ALDH1 em amostras de liguen plano oral, lesdo liguencide e
leucoplasias orais.

Objetivo Secundario:

-Avaliar a influéncia de caracteristicas clinicopatologicas na expressao de ALDH1.-Identificar a localizagio
mais expressiva na marcagao da ALDH1, se epitelial ou no infiltrado inflamatério.-Avaliar se ha diferenga na
expressao do ALDH1 entre fumantes e nao fumantes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Ds riscos 530 minimos e estdo relacionados & identificagio dos sujeitos da pesquisa, uma vez gue o projeto
envolvera apenas dados secundérios. Serio tomadas todas as precaugBes no sentido de manter em sigilo
os dados. Terdo acesso aos Mesmos apenas 0s pesquisadores, @ a identidade dos participantes nao sera
revelada. Os participantes serdo identificados por numeragio e todos os dados serdo codificados. Em
relagdo acs blocos de parafina utilizados no estudo imunoistoguimico ndo ha risco de desgaste dos
mesmos. Serdo retirados no maximo dois cortes de 3 micrdmetros, com preservacio do material para
arquivo. Apds os cortes os blocos serdo devolvidos imediatamente ac arquivo.

Beneficios:

O projeto podera trazer informagdes importantes sobre o papel do infiltrade inflamatéric & o risco de
transformag&oc maligna avaliando comparativamente lesies da mucosa bucal de aspecto clinico e

histopatologico semelhante: liquen plano, lesdo liguenoide e leucoplasia.

Comentarios e ConsideragGes sobre a Pesquisa:

Espera-se encontrar uma expressao diferenciada de ALDH1 entre as lesdes estudadas: Liguen plano oral,

lesdo liguenocide e leucoplasia. A expressao estara associada ao grau de malignidade, e
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a intensidade do infiltrado inflamataric.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O pesquisadaor respondeu as diligéncias antes indicadas pelo CEP, e apresentou:
-Carta resposta - respondendo ponto a ponto das diligencias;

- Adequagdo do TCLE

- Inclusdo do TCUD

- Esclareceu o recrutamento dos pacientes.

Recomendacoes:

Mao ha recomendagbes, apos respostas as diligéncias anteriormente indicadas.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Somos favoraveis a aprovagio do projeto apds resposta as diligéncias indicadas anteriormente pelo CEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resclugio CMS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualguer alteragio do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente gqualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolviments da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatdrios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatorio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva Postagem Autor Situagao
Informagies Basicas PB_INFOHMA{;I:?!ES_E!ASIGAE_DO_P 100032022 Aceito
do Projeto ROJETO 1B376B6.pdf 11:07:40
Dutros Resposta2.pdf 10/03/2022 |Maria Cassia Femreira| Aceito
11:06:11 de Aguiar

Dutros TCUD_FINAL.pdt 10/03/2022 |Maria Cassia Femreira| Aceito
11:04:54 |de Aguiar

Projeto Detalhade /  |PROJETO_FINAL.pdf 10/03/2022 |Maria Cassia Femreira| Aceito

Brochura 11:04:16  |de Aguiar

| Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE_FINALpdf 10/03/2022 |Maria Cassia Femreira| Aceito

Assentimento f 11:03:52 |de Aguiar

Justificativa de

LAuséncia
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145820 [de Aguiar
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