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RESUMO

Objetivo: Estabelecer ma relacdo entre os tumour-associated Macrophages e a

ocorréncia de transformacéo maligna nas lesGes orais potencialmente malignas.

Metodologia: Pesquisa bibliografica de artigos em bases de dados eletronicas,
nomeadamente: PubMed, B-ON e EBSCO. A triagem dos artigos encontrados foi
realizada com base nos critérios PRISMA, tendo sido previamente estipulados critérios
de inclusdo e exclusdo. A avaliacdo da qualidade metodoldgica foi realizada com

ferramenta do Joanna Briggs Institute para estudos de Cohort e estudos transversais.

Resultados: Foram identificados 348 artigos. Da aplicacdo dos critérios de inclusdo e
exclusao, restaram 11 artigos que foram incluidos nesta revisao. 8 Estudos Transversais
e 3 Estudos de Cohort. Os estudos analisados demonstraram que 0s macrofagos estdo
associados ao processo de transformacédo maligna das leucoplasias orais, enquanto que,
no liquen plano oral e nas lesdes liquenoides, a sua expressdo € condicionada pelo

microambiente pré-inflamatorio.

Conclusdo: A marcacdo imunohistoquimica dos macré6fagos, concomitantemente a
avaliacdo histoldgica para determinacdo do grau de displasia epitelial, parece ser uma
ferramenta Util na previsao do potencial de transformacéo maligna das leucoplasias orais,
especialmente aquelas que apresentam displasia epitelial. Nas lesdes de liquen plano oral,
a andlise a expressdo dos macrdfagos, confirmou o caracter cronico e inflamatério da

doenca, bem como a importante mediacdo dos linfécitos no decorrer da mesma.

Palavras Chave: Lesdes pré-cancerosas, Lesdes Orais Potencialmente Malignas,
Macroéfagos, Tumour-associated macrophages, Transformacgédo Maligna.
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ABSTRACT

Purpose: To establish a relationship between tumour-associated macrophages and the

occurrence of malignant transformation in potentially malignant oral lesions.

Methodology: Bibliographic search of articles in electronic databases, namely: PubMed,
B-ON and EBSCO. The screening of the articles found was performed based on PRISMA
criteria, and inclusion and exclusion criteria were previously stipulated. The
methodological quality was assessed using the Joanna Briggs Institute tool for Cohort and

Cross-sectional studies.

Results: 348 articles were identified. From the application of the inclusion and exclusion
criteria, 11 articles remained which were included in this review. 8 Transversal Studies
and 3 Cohort Studies. The analysed studies demonstrated that macrophages are associated
with the malignant transformation process of oral leukoplakias, while in oral lichen
planus and lichenoid lesions their expression is conditioned by the pro-inflammatory

microenvironment.

Conclusion: The immunohistochemical staining of macrophages, concomitantly with
histological evaluation to determine the degree of epithelial dysplasia, seems to be a
useful tool in predicting the potential for malignant transformation of oral leukoplakias,
especially those with epithelial dysplasia. In oral lichen planus lesions, the analysis of
macrophage expression confirmed the chronic and inflammatory character of the disease,

as well as the important mediation of lymphocytes in the course of the disease.

Keywords: Precancerous Conditions, Oral Potentially Malignant Disorders,

Macrophages, = Tumour-associated  macrophages, = Malignant  Transformation

Vi
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I.  INTRODUCAO

O cancro oral é considerado um problema de salde publica emergente, quer pelo
crescente numero de casos diagnosticado em pacientes jovens, quer pelo facto de o
diagndstico ser, em muitos casos, tardio (Warnakulasuriya and Kerr, 2021).

Numa revisdo sistematica com meta-andlise realizada por (Seoane et al., 2012), na qual
0s autores estudaram o impacto de um diagndstico tardio na sobrevivéncia de doentes
com cancro oral, concluiram que o diagndstico tardio é considerado um fator de risco
moderado para a morte, alids, a taxa de sobrevivéncia, definida como o periodo que
decorre desde o diagndstico até a morte, a 5 anos, € de 64,4% de acordo com (Zanoni et
al., 2019).

As lesBes orais potencialmente malignas (LOPM) sdo um grupo de lesdes heterogéneas
ou condi¢des da mucosa oral que apresentam um potencial acrescido de transformacéo
maligna (Nadeau and Kerr, 2018). Estas séo categorizadas em: leucoplasia oral, liquen
plano oral, fibrose oral submucosa, leséo liquenoide, eritroplasia, queilite actinica, lupus
eritematoso oral, disqueratose congénitca e queratose do palato associada ao “tabagismo
reverso”’(Ganesh et al., 2018). No consenso elaborado por (Warnakulasuriya et al.,
2021), foram removidas do conceito LOPM a epidermdlise bolhosa oral, candidiase
cronica hiperplésica e a hiperplasia exofitica verrucosa.

Este grupo heterogéneo de lesdes e entidades ganha especial relevancia na area da
oncologia oral pelo facto de precederem frequentemente a instalagdo da patologia
maligna (Warnakulasuriya et al., 2021). Um diagnostico correto e atempado destas
lesOes fornecesse assim aos profissionais uma janela temporal na qual uma intervencao

precoce ou uma referenciagao pode evitar a progresséo para cancro (Eccles et al., 2022).

A leucoplasia é a lesdo oral potencialmente maligna mais frequente (Aguirre-Urizar,
Lafuente-lbafiez de Mendoza and Warnakulasuriya, 2021) e a World Health
Organization define-a, do ponto de vista clinico, como sendo “uma placa branca de risco
questionavel, estando excluidas quaisquer outras patologias ou alteracdes que néo
comportem um risco acrescido de cancro”. Estas lesGes sdo normalmente assintomaticas
e podem ocorrer em qualquer localizacéo da cavidade oral. O diagnostico é clinico e o
exame histopatoldgico € variavel, ainda que a presenca de uma banda hiperqueratotica

seja facilmente identificavel. A esta banda hiperqueratotica podem, ou ndo, estar
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associados diferentes graus de displasia, podendo inclusivamente revelar-se um

carcinoma in-situ (Carrard and van der Waal, 2018).

O curso desta lesdo ndo esta ainda completamente estabelecido, bem como os valores
que dizem respeito a taxa de transformacgdo maligna, sendo relatados nimeros que vao
desde 0.13% a 34.0% (Warnakulasuriya and Ariyawardana, 2016).

O liquen plano oral (OLP) é uma desordem mucocutanea inflamatoria crénica, que
apresenta 6 formas clinicas (Vail, Robinson and Condon, 2020), que se podem manifestar
isoladamente, ou de forma combinada. Os padrdes clinicos mais frequentes sdo o
reticular, o erosivo/ulcerativo e em placa, ao passo que os subtipos bolhoso, papular e
atrofico se manifestam com menor frequéncia (Alrashdan, Cirillo and McCullough,
2016). Adicionalmente, considera-se a lesdo liquenoide como uma variante da prépria
doenca, ou como um episodio de exacerbacdo do liquen plano oral j& existente, esta
variante/entidade clinica relaciona-se frequentemente com o contacto com determinados
materiais dentarios, como é o caso da amalgama, e com a toma de certos medicamentos
(Ismail, Kumar and Zain, 2007).

Do ponto de vista histopatolégico, as lesbes de OLP apresentam caracteristicas
distintivas, nomeadamente a presenca de um abundante infiltrado linfoplasmocitario
localizado abaixo da membrana basal, um nimero aumentado de linfdcitos na camada

epitelial e a degeneracdo dos queratinécitos basais (Shen et al., 2012).

A taxa de transformacdo maligna destas lesdes cronicas ndo é consensual. No trabalho de
(Landini et al., 2014), no qual avaliaram as taxas de transformacéo maligna reportadas na
literatura durante 88 anos, 0s autores apontaram para uma taxa de transformacao maligna
entre 0os 0%-10%. No entanto, mais recentemente, na meta-analise de (Aghbari et al.,
2017), foi reportada uma taxa de transformacdo maligna de 1,1%, tendo sido ainda
demonstrada a importancia de outros fatores, como o consumo de alcool, o tabaco e a
infecdo por hepatite-C para a progressédo para carcinoma oral das células escamosas
(OSCCQ).

Atualmente, o gold-standard para o estadiamento das LOPM baseia-se no grau de
displasia (baixo, moderado, elevado/carcinoma in situ) (Reibel, Gale and Hille, 2017).
No entanto, a literatura aponta para a subjetividade do método e para a falta de
reprodutibilidade do mesmo (Abbey et al., 1995; Karabulut et al., 1995; D. J et al., 2003).

No que diz respeito a classificacdo de leucoplasias orais pelo grau de displasia, a literatura

2
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aponta para que lesdes categorizadas como ndo displasicas sofram igualmente o processo
de transformacéo maligna (Chaturvedi et al., 2020). Adicionalmente, num outro estudo,
foi reportado que cerca de 30% das lesdes classificadas como moderadas acabam por

sofrer transformacédo maligna (Fleskens and Slootweg, 2009).

A transformacdo maligna estd intimamente relacionada com o microambiente tumoral,
onde se encontram linhagens celulares, moléculas e estruturas vasculares que rodeiam e

suportam a lesdo potencialmente maligna (Deng et al., 2022).

A literatura tem vindo a atribuir uma importancia crescente a este microambiente,
sugerindo que determinadas alteracbes no mesmo, poderdo assumir elevada
preponderancia na carcinogénese, nomeadamente, pela reprogramacdo metabolica das
células com potencial para sofrerem transformacdo maligna e na inibicao e alteracdo das

fungdes imunitarias normais (Ai et al., 2017).

Neste sentido, varios marcadores de proliferacdo celular tem vindo a ser estudados,
nomeadamente: Ki-67, p53, TGF- B1 e reguladores do sistema imunitario como, por
exemplo, o PD-L1, devido ao papel central que o microambiente imunolégico

desempenha na modulacdo da progressdo tumoral (Rivera et al., 2017).

Os macrofagos (M@) sdo um dos componentes de maior interesse na imunologia tumoral,
pelo papel de imunovigilancia e imunomodulacdo que desempenham, devido a
capacidade de realizarem fagocitose, secretar citocinas e atuarem como apresentadores
de antigénio (Lopez-Yrigoyen, Cassetta and Pollard, 2021), mas também pelo papel que

parecem desempenhar ao longo do processo de carcinogénese.

Os M@ associados ao tumor (TAM’s) podem ser fenotipicamente classificados, de forma
geral, em 2 grupos, consoante a via de ativacdo: M1, ativados pela via classica e M2,

ativados pela via alternativa. (Mosser and Edwards, 2008).

A polarizacdo dos M@, que conduz a aquisi¢cdo de um fendtipo M1 ou M2, é definida
como sendo um estado de ativagcdo, num determinado intervalo temporal, uma vez que
este este estado de ativacdo ndo é permanente, podendo ser alterado pelas interacdes
produzidas entre macrdfagos e outras células, tecidos e microorganismos (Kawane et al.,
2001). Este estado de ativacdo potencialmente temporario, leva a que um macrofago com
fendtipo M1 possa realizar o “switching” para um fenotipo M2, ou vice-versa, com base

em estimulos e alteracfes do proprio microambiente onde se encontra, alteracdes essas
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que também se podem verificar ao nivel das citocinas, dos fatores de crescimento e do

aporte de oxigénio (Boutilier and Elsawa, 2021).

Os macrofagos M1 possuem natureza pro-inflamatéria e caracterizam-se pela capacidade
de apresentacdo de antigénios, producédo de IL-12, IL-23 e por ativarem a resposta tipo-1
das células T (Allavena et al., 2008). Adicionalmente, estes macréfagos inibem a
proliferacdo celular e provocam dano tecidular pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, sendo a sua expressao induzida pelas citocinas produzidas pelas células T-
helper tipo-1 (Th1), como € o caso da IFN-y e IL-1p. De forma oposta, os macréfagos
M2 possuem uma natureza anti-inflamatéria, baixa capacidade de apresentacdo de
antigénios e produzem, essencialmente, IL-10, IL-4 e IL-13. Estes TAM'S sdo
promotores da imunossupressao, proliferacdo celular, angiogénese, fagocitose e da
ativacdo da das células T-helper tipo-2 (Th2), por outro lado, sdo inibidores das Th1l.
(Wynn, Chawla and Pollard, 2013; Wang, Liang and Zen, 2014; Shapouri-Moghaddam
etal., 2018).

Os Macréfagos M1 podem ser marcados pelas proteinas de superficie CD64, CD86,
CD80, pelos recetores de quimiocinas CXC (9,10 e 11) e pela secrec¢do de IL-6, 12 e IL-
la. Os M2, frequentemente expressam as proteinas CD206, CD204 e CD163, expressam
ainda TGF-p, e os recetores de quimiocinas CXC 14 e 22 (Stoger et al., 2012; Jaguin et
al., 2013; Bertani et al., 2017; Xu et al., 2017).

Devido a grande complexidade e as numerosas interacbes no microambiente
imunoldgico, a caracterizacdo dos macr6fagos no microambiente tumoral contribui para
a caracterizacdo do proprio ambiente, podendo inclusivamente sinalizar, de forma

precoce, uma potencial progressdo para cancro.

Assim sendo, 0 objetivo da presente revisdo sistematica é analisar a presenca dos
macrofagos associados ao tumor no microambiente das LOPM e relaciona-los com o

processo de transformagado maligna.

1. METODOLOGIA

O protocolo relativo a metodologia desta revisao sistematica encontra-se registado sob o
numero CRD42023392880 na plataforma PROSPERO e foi de encontro as guidelines
PRISMA (Shamseer et al., 2015).
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Para a formulacdo da questdo clinica a qual este trabalho pretende responder, foram
considerados os critérios PICO (Populacdo; Intervencdo, Comparacdo e Outcome)
(Tabela 1.)

Tabela 1: Utilizacdo da estratégia PICO para definicdo dos elementos de pesquisa e

formulagdo da questdo clinica.

Parametro Avaliacao

Pacientes diagosticados com lesdes orais potencialmente

malignas

O estudo do papel dos TAM’s em humanos com lesdes orais

potencialmente malignas

C (Comparagéo) Pacientes saudaveis/Sem lesdes orais potencialmente malignas
O (Outcome) rF;i;c;gndaes transformacédo maligna das lesGes orais potencialmente

P (Populacéo)

I (Intervencéo)

Foi realizada uma pesquisa bibliogréafica, nas bases de dados de artigos cientificos Web
of Science, PubMed, B-ON e EBSCO e foram considerados artigos publicados desde 2012

até 1 de novembro de 2022, escritos em Inglés, Francés, Portugués e Espanhol.

A estratégia de pesquisa na plataforma PubMed passou pela defini¢do dos termos Mesh:
“Precancerous Conditions”, “Mouth Diseases” e “Macrophages” combinados entre si
utilizando o operador boleano AND. Os termos “Periodontal Diseases” ¢ “Sjogren’s
Syndrome” foram removidos dos resultados mediante a incorporacdo do operador
boleano NOT. Esta estratégia de pesquisa foi adaptada as restantes bases de dados

utilizadas.

Relativamente aos critérios de inclusdo, a tipologia dos artigos considerados para esta
revisdo sistematica (1) ensaios clinicos, estudos transversais, estudos prospetivos,
estudos de cohort e estudos retrospetivos, (2) pacientes diagnosticados com alguma das
lesbes orais potencialmente malignas, independentemente do género e estatuto

socioecondmico.

Os critérios de exclusdo foram (1) outras tipologias de investigacdo que ndo as
anunciadas anteriormente: revisoes, cartas, series de casos, editoriais, dissertacdes, teses,

estudos em animais e estudos in-vitro e (2) pacientes com idade inferior a 18 anos.
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I11.  RESULTADOS

Foram identificados um total de 348 artigos e de seguida procedeu-se a identificacdo e
remocdo de um total de 18 artigos que se encontravam duplicados. Da aplicacdo deste
processo, restaram um total de 330 artigos. O titulo e o resumo destes foram lidos e
avaliados por dois investigadores independentes, tendo sido eliminados, em

concordancia, um total de 317.

Para leitura integral, restaram um total de 13, tendo sido 1 eliminado por se tratar de um
estudo in-vitro/animais e o outro eliminado apds leitura integral por estar fora do &mbito
da presente revisdo. Incluiram-se um total de 11 artigos na presente revisao, 8 estudos
transversais e 3 estudos de cohort retrospetivo perfazendo um total de 865
amostras/participantes. O processo de triagem encontra-se definido no seguinte diagrama
PRISMA:

[ Identificatinn of new stiidies via datahases and renisters ]
. e .
_g Records |dent|f|ed_ from*: Records removed before
= Databases (n =348) screening:
o PubMed (n=320) 2
= _ Duplicate records removed
= EBSCO (n=9) (n =18)
g B-ON (n=6)
= Web of Sciences (n=13)
Records screened > Records excluded
(n=317) (n =304)
m l
[
c
(]
D
(&)
N R d for elicibili Reports excluded:
ef);):r))ts assessed for eligibility —» | Invitro/ animal study (n =1)
(n=13) Objective not in line with the
current review (n=1)
| S
Y
? Total studies included in review
s (n=11)
©
£

N/

Diagrama 1. Fluxograma PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews

and Meta-Analysis
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Foi realizada uma avaliacdo critica da qualidade metodologica de todos os artigos
incluidos, utilizando duas ferramentas elaboradas pelo Joanna Briggs Institute:
“Checklist for Analytical Cross Sectional Studies” para estudos transversais e “Checklist
for Cohort Studies” para 0s estudos de cohort retrospetivos (Moola et al., 2020). As
ferramentas s@o constituidas, respetivamente, por 8 e 11 parametros. Os quais levam 0s
examinadores a percorrer a totalidade dos artigos, com o objetivo de preencher cada um
dos pardmetros com “Yes”, nos casos em que o artigo possua a totalidade da informagao
avalia¢do; “No”, quando o artigo ndo possui quaisquer referéncias a informacdo em
avaliagdo, “Unclear”, em casos nos quais a informacdo em avaliagdo estd apenas
mencionada de forma parcial e , por tltimo, “Not aplicable”, quando o parametro ndo ¢
passivel de ser aplicado ao artigo em avaliacdo por determinantes metodolégica. O

resultado dessa avalia¢do encontra-se demonstrado na tabela seguinte:

Tabela 2. Avaliacao Critica Metodoldgica

Autores QL | Q2| Q3| Q4| 05| Q6| Q7| 08| Q9| Q10| Q1L | % Yes

(Veggdlg; 8l | ves | Yes | Yes | No | N/A | Yes | Yes | Yes | Yes | N/A | Yes | 63,60%

(Morietal., 2015) | No | Yes | Yes | Yes | No | No | Yes | Yes| () | () (-) | 62,50%

(Sunetal.,, 2016) | No | Yes | Yes | Yes | No | No | Yes | Yes | (-) ) (-) | 62,50%

(Yeetal., 2016) No | Yes | Yes | Yes | Yes | No | Yes | Yes | (-) ) (-) | 75,00%

(Linetal.,, 2016) | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | (-) ) ) 100%

(Kouketsu et al.,
2019)
(Shigeoka et al.,
2019)

(Shigeoka et
al.,2019)

(Weber et al.,
2020)

(Ferrisse et al.,
2021)

(Ganetal.,,2022) | No | Yes | Yes | Yes | No | N/A | Yes | Yes | () | () (-) | 62,50%

No | Yes | Yes | Yes | No | N/A | Yes | Yes | (-) ) (-) | 62,50%

No | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | (-) | () (-) | 87,50%

Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | Yes | N/A | Yes | 90,90%

Yes | Yes | Yes | No | No | Yes | Yes | Yes | Yes | N/A | Yes | 72,70%

No | Yes | Yes | Yes | Yes | No | Yes | Yes | () | () (-) | 75,00%

Do leque de artigos incluidos, oito abordavam o papel dos TAM’S nas leucoplasias orais,
(LO) um abordava o papel dos TAM’s no liquen plano oral (LPO) e nas leucoplasias
orais, dois abordavam o LPO e destes, apenas um, abordava também as les@es liquenoides
(LL).
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A maioria dos estudos incluia um grupo de controlo, constituido por tecido epitelial
saudavel (Mori et al., 2015; Lin et al., 2016; Ye et al., 2016; Shigeoka et al., 2019; Weber
et al., 2020), sendo que, o estudo de (Gan et al., 2022), incluiu, como grupo de controlo,
as leucoplasias orais ndo displésicas e o0 estudo de (Ferrisse et al., 2021) considerou como

grupo de controlo as hiperplasias fibrosas inflamatorias.

Todos os autores utilizaram a marcacdo imuno-histoquimica, para verificarem a
presenca/auséncia das células de interesse, bem como a sua localizacdo. Exceto (Gan et
al., 2022), que adicionalmente realizou estudos de imunofluorescéncia para

caracterizagdo fenotipica das células do infiltrado inflamatério.

De acordo com a Tabela 3., relativamente aos marcadores de M2, a infiltracdo de CD163
é sobretudo sub-epitelial, tendo sido detetados neste compartimento em todos os estudos
nos quais 0s autores procederam a sua marcacao e sendo simultaneamente detetados no
compartimento epitelial de trés destes estudos. Na marcacdo CD204 e CD206, estes foram
detetados sobretudo no compartimento sub-epitelial, em dois e um estudo,

respetivamente.

A utilizacdo de anti-CD68 foi considerada como marcador genérico em 4 dos 5 estudos,
nos quais este anticorpo foi utilizado, nomeadamente nos estudos de (Mori et al., 2015;
Sun et al., 2016; Ye et al., 2016; Weber et al., 2020). Apenas no estudo de (Ferrisse et
al., 2021), foi considerado como marcador de macréfagos M1. A detecdo deste subset de

macrofagos foi reportada, essencialmente, no compartimento sub-epitelial.

Adicionalmente, os autores utilizaram outros anticorpos com o0 objetivo de identificar
outros componentes do microambiente tumoral que, direta, ou indiretamente, afetam e/ou
sdo afetados pelos macrofagos, nomeadamente: anti-Sirpa, anti-IL-37, anti-1L-4, anti-IL-
10, anti-FoxP3, anti-CD3, anti-CD8, anti-CD45. Anti-STAT1, entre outros, tal como se

encontra detalhado na seguinte tabela:
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Tabela 3. Caracteristicas Gerais dos Estudos Incluidos.

Autores Marcador IHC Pais Grupos | N M:F Idade Follow-up
anti-CD4 ; anti-CD8;
anti-CD121a; i HK-OLP:
et.(a\I/,e;(e)(]jS) anti-CD163:anti-FoxP3: Israel HE}fooLl;P 49 15:34 49 +/- 11,8 >12
anti-CD8O0; anti-NF-kB, E-OLP: 60 +/-9,4
anti-TGF-B
anti-CD68 ;anti-CD163;
anti-CD4; anti-CDS8;
(Mori et.al, anti-CxCR3;anti- Japa OLK 40 OLK: 20:10 OLK: x =61 NM
2015) CXCR5 ; anti- a0 controlo Controlo: - Controlo:-
CXCR4;anti-STAT;
anti-pSTAT1 ; anti-
CXCL9
anti-FoxP3 ;anti-IL-10 ; OLP OLP:10:9 | OLP:51 +/-14
(s:g fé')a" anti-IL-4;anti-TAN-Y | ching | OLK | 84| OLK:25:16 | OLK:56+-12 | NM
anti-CD4; anti-CDe8 ; oscc 0SCC:8:13 | OSCC: 64 +/- 15
anti-TFG-p1
(Yeet.al, | anti-CD68; anti-CD163; China OLK 20 OLK: 3:10 OLK: )Z_: 58,4 NM
2016) anti-SIRPa 0SscC OSCC: 5:5 OSCC: x =56,8
Controlo Controlo: 4:6 | Controlo: X =38,2
(Linetal, | anti-1L-37b; anti-IL- . OsccC OSCC:
2016) 18R0 China OLK 115 16:44 NM NM
OLK: 18:57
(Kouketsu anti-CD25; anti-CD163; 3 oscc OSCC: OSCC: 27-93
etal, 2019) anti-CD204; anti- | JapA | opp 1271 36:46 OEPL:37.74 | S1774M
FOXP3 OEPL: 21:24
anti-CD163; anti-
Shigeoka CD204; anti-Ki-67; 3
ét_al?z 019)| anti-CK13; anti-CK17 Japio TL | 24 09:15 31-88 NM
;anti-FoxP3
anti-1L-10
(Shigeoka | anti-CD163; anti-Ki67; Japéo D-D | 26 D-D:6:3 D-D:63,0 NM
et.al,2019)| anti-CK13; anti-CK17 D-A D-A:8:9 D-A:62,2
T-OLP:
G.1
NT-OLP: G.1:32:18 G.1: 32-92
(Weber | anti-CD68 ; anti-CD11c G.2 G.2: 25:25 G.2: 23-70
et.al, 2020) anti-CD163 Alemanha |- o 1291 G 33217 G.3:34-93 SA
G.3 G.4:30:19 G.4:6-79
Controlo
G4
. OLP OLP: 48,64 +/-
etif,rrzl(s)szel) anti-CD68 ; anti-CD163| () OLL | 42 gtf:g:'fl OLL};SS? .| M
OIFH S
6,29
FEP ; FEP: 8:15 FEP: 14-86
(Gan et.al, * - ) . i
2022) Malasia OLK; |127| OLK: 46:52 OLK: 18-99 2-50m
0SsCC 0SCC: 4:2 0OSCC: 41-84
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Relativamente aos resultados dos estudos, cujo foco foram as leucoplasias, em (Mori et
al., 2015), os autores reportaram a inexisténcia de qualquer associacgdo estatisticamente
significativa entre a percentagem de células CD68+ e CD80+ , com o grau de displasia
das lesGes, enquanto que, por outro lado, a percentagem de células CD163+ estava
significativamente aumentada no grupo de lesdes com displasia leve-modera e moderada,
quando comparado com o grupo de lesdes sem sinais de displasia, p<0,05. Os autores
avaliaram ainda a presenca de células T nas leucoplasias, bem como a sua relagdo com os
TAM’s. As células T foram encontradas no compartimento sub-epitelial das lesdes
leucoplasicas, tendo sido observado um aumento intra-epitelial de células T CD4+ em
lesGes cujo grau de displasia era moderado e severo, ambos p<0,05. Adicionalmente, 0s
autores verificaram a existéncia de uma correlacéo positiva entre 0os macréfagos CD163+

e a presenca intra-epitelial de células T CD4+, p<0,0009.

De modo a avaliarem de que forma as interaces entre as células T e os macrofagos,
interferiam na polarizagdo destes Ultimos, os autores utilizaram os anticorpos anti-
CXCR3 e anti-CCR5 para identificarem as células Thl e o anticorpo anti-CCR4 para
identificarem as células Th2. Verificaram uma infiltracdo abundante de células Thl,
sugerindo que o microambiente das leucoplasias € dominado pelas células Thi,

produtoras de IFN-y, e, por consequéncia, indutoras de um fen6tipo M1.

A dupla marcacdo imuno-histoquimica a que os autores recorreram, demonstrou uma
correlagéo positiva entre as percentagens de CD163+ e STAT1+, p=0,0034, demonstrado
adicionalmente uma percentagem de células com dupla marcacdo (CD163+ e STAT1+),
na ordem dos 51,5%, levando assim 0s autores a concluir que, num ambiente dominado

por células Thl, os macr6fagos CD163+, expressam um feno6tipo M1.

O estudo de (Ye et al., 2016), corrobora parcialmente o estudo de (Mori et al., 2015), uma
vez que 0s autores reportam uma expressao crescente de células CD163+ (M2) e CD68+
(marcador de M@), a medida que o grau displasico das lesdes ia aumentando, quando
comparadas com o grupo de controlo de mucosa normal (baixo e alto risco, ambos p<0,05
e OSCC: p=0,0005). Paralelamente, com o objetivo de caracterizar os macréfagos
presentes no microambiente das leucoplasias, os autores avaliaram a presenga de SIRPa,
uma proteina celular considerada um checkpoint de macréfagos, envolvida
sobreregulacdo destes na carcinogénese oral. Os autores encontraram uma correlagédo
positiva entre a expressao de CD68+ e a expressao de SIRPa, p<0,0001, e, opostamente,
uma correlacdo negativa entre a expressdo de CD163+ e a expressdo de SIRPa, p=0,001.

10
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O artigo de (Lin et al., 2016), foca-se, essencialmente, na interleucina-37 (IL-37), uma
proteina constitutivamente expressa na superficie dos macrofagos, sendo um inibidor
fundamental da imunidade inata. Neste trabalho, os autores reportaram uma associagéo
estatisticamente significativa relativamente a expressao de IL-37 nas leucoplasias e nos
OSCC, quando comparado com o grupo de controlo constituido por mucosa normal,
ambos p<0,01. Adicionalmente, foi reportada também uma associacéo estatisticamente
significativa entre a expressdo de I1L-37 e o grau de displasia das lesdes, p<0,001.

No trabalho de (Kouketsu et al., 2019), foi realizada a marcacao para detecdo de células
Treg (anti-FoxP3 e anti-CD45) e para a detegdo de macréfagos M2 em lesBes orais
epiteliais percursoras (OEPL) e em OSCC, com o objetivo de perceber o papel destas
células, ao longo do processo de carcinogénese. Consistentemente com artigos anteriores,
0s M2 foram detetados no compartimento sub-epitelial das OEPL, junto a membrana

basal, ao passo que as Treg foram detetadas no epitélio e entre as células tumorais.

Os autores reportaram niveis de expressdo significativamente diferentes, de todos os
marcadores, entre o grupo OEPL e o grupo OSCC, p<0,001. Em anélise ao grupo de
OEPL, subdividido pelos autores em leucoplasias sem displasia (HP), leucoplasias de
baixo grau de displasia (LD) e leucoplasias com alto grau de displasia (HD), foram
reportadas também diferencas estatisticamente significativas, especialmente entre o
subgrupo HP e subgrupo HD, p<0,001 para todos os marcadores. Adicionalmente,
verificaram uma contagem celular crescente, em todas as linhagens celulares marcadas, a

medida que o grau de displasia também aumentava, no grupo OEPL.

Contrariamente, entre o grupo HD e o grupo OSCC, ndo foram reportadas diferencas
estatisticamente significativas no que concerne a expressdo de FoxP3+, CD25+. CD163+
e CD204+ (p=0,3833, p=0,05, p=0,6320 e p>0,999, respetivamente). Por dltimo, os
autores demonstram que todos os marcadores se associaram significativamente ao
processo de cancerizacéo (p<0,001; p<0,001; p<0,05 e p<0,01 para CD25, FoxP3, CD163
e CD204, respetivamente.

Em (Shigeoka et al., 2019), os autores procuraram identificar a expressédo de CD163,
CD204 e CD206 em leucoplasias linguais, relacionando-a com fatores clinico patoldgicos
das amostras, nomeadamente: a idade, o sexo, habitos tabagicos, habitos etilicos,
aparéncia clinica, cor da lesdo, grau de displasia, presenca de Ki-67, Citoqueratina 13
(CK13) e Citoqueratina 17 (CK17).

11
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Uma maior expressao de macrofagos CD163+, associou-se significativamente e
positivamente com o grau de displasia, uma expressdo anormal de Ki-67 e a perda de
CK13 nas leucoplasias linguais, p=0,001; p=0,035 e p=0,001, respetivamente).
Contrariamente, uma expressdo elevada de macrofagos CD206+ demonstrou apenas

associar-se a uma expressdo anémala de Ki-67, p=0,035).

No estudo de cohort retrospetivo de (Shigeoka et al., 2020), foi verificado a utilidade da
marcacdo de CD163+ nas bidpsias de leucoplasias orais, como adjuvante da avaliacao da
totalidade da natureza histologica da lesdo. Para tal, os autores verificaram, em 26
pacientes, a concordancia de diagnostico entre a bidpsia pré-operatoria e a posterior
exciséo total da lesdo, bem como a associacao entre a expressédo de CD163+ a parametros
clinico-patologicos. Os autores dividiram as amostras em 2 grupos distintos: 1. D-A
Group (n=17): grupo de pacientes no qual o diagnostico pré e pds-excisdo era concordante
e 2. D-D group (n=9): grupo no qual os pacientes tinham sido diagnosticados, com base
na histologia pré-excisdo, com lesdo intra-epitelial, mas que a andlise pds-excisdo

completa revelou um diagnostico de OSCC.

A analise a expressao de CD163+ na bidpsia pré-operatoria de ambos os grupos, revelou
que a expressao intra-epitelial de CD163+ era significativamente superior no grupo D-D,
por comparacdo com o grupo D-A, p=0,042, contrariamente, ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas na expressao sub-epitelial destes macréfagos.

A avaliacdo da expressdo de CD163+ na bidpsia pds-excisdo total demonstrou um escasso
nimero de CD163+ intraepiteliais no grupo D-A, ao passo que, no grupo D-D, foi
encontrado um maior namero de macrofagos CD163+ no nicho tumoral, do que margens
epiteliais peri-tumorais e mucosa normal. Com base nestes achados, os autores sugeriram
que a utilizacdo da marcacdo de CD163+ intra-epitelial pode ser util para rastreio de

cancro em lesdes leucoplasicas da lingua.

No estudo de cohort retrospetivo de (Weber et al., 2020), os autores reportaram uma
maior infiltracdo de CD68+, CD11c+ e CD163+ no compartimento epitelial no grupo de
leucoplasias com transformacdo maligna a 5 anos(T-OLP), comparativamente ao grupo
de leucoplasias que permaneceu sem alteracdes de benignidade (NT-OLP), p=0,05,
p<0,001 e p<0,001, respetivamente. No compartimento sub-epitelial, os autores
verificaram um aumento significativo da expressao de CD68+, por comparagdo com 0

grupo de controlo, p<0,001, contrariamente, entre o grupo NT-OLP e o grupo de controlo
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constituido por mucosa normal, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas, p=0,192. Adicionalmente, 0s autores consideraram 0S racios
CD163+/CD11lc+ e CD163+/CD68+, indicadores de polarizacgdo M2 e o réacio
CD11c+/CD68+ indicador de polarizacdo M1, tendo sido reportado um ambiente pro-
tumorogénico (M2) no grupo T-OLP, em comparacdo com o grupo NT-OLP.
(CD163+/CD11c+: p=0,007; CD163+/CD68+. p=0,009). A analise estatistica
desenvolvida neste trabalho, demonstrou que, relativamente aos macréfagos CD68+, no
grupo T-OLP, 82% e 73%, apresentavam valores de contagem positivos, no
compartimento epitelial e sub-epitelial, respetivamente, tendo ficado assim demonstrada
uma forte associacdo entre a sobre-expressdo de CD68+ na camada epitelial e sub-
epitelial e a ocorréncia de transformacdo maligna a 5 anos (p=0,003 e p<0,001,
respetivamente). Relativamente a expressao de CD163+, 79,5% e 53,8% das amostras,
revelaram também valores de contagens positivos, na camada epitelial e sub-epitelial,
respetivamente, revelando uma associacdo estatisticamente significativa entre a
infiltracdo epitelial de CD163+ com a transformacdo maligna das leucoplasias a 5 anos
(p=0,01).

Mediante estes dados, os autores sugeriram que estes marcadores podem ser Uteis para
uma classificagdo binaria das leucoplasias orais: positivas (aquelas onde a transformacéo
maligna é expectavel) e negativas (agueles onde a transformacdo maligna é menos
provavel), sendo também reportado que, a utilizando apenas um destes marcadores, €
possivel realizar esta estratificacdo de risco com uma sensibilidade de até 72% e uma
especificidade de até 73,5%.

Em (Gan et al., 2022) os autores realizaram a caracterizagdo histoldgica do infiltrado
imunoldgico e posterior analise de sequéncia de RNA. A analise ao infiltrado dos grupos
e subgrupos, demonstrou que a medida que a gravidade da displasia aumentou, a % de
amostras nas quais os autores verificaram a presenca de infiltrado do estroma no
compartimento epitelial também aumentou, nomeadamente pela existéncia de diferengas
estatisticamente significativas entre o grupo de controlo e o grupo de displasia epitelial
moderada a severa, p<0,001.

Os autores assinalaram que no grupo controlo, existia uma predominancia de células
mieloides, dentro das quais, os macréfagos M2 eram o0s principais constituintes, sobre o

grupo de células linfoides. Por Gltimo, os autores demonstraram, no grupo com displasia
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moderada-severa (OED) e OSCC, a existéncia de uma predominancia de células
linfoides, p<0,001 e p=0,026.

Nos estudos com enfoque nas lesdes de liquen plano oral (LPO) e lesGes liquenoides
(LL), o trabalho de (Vered et al., 2013) indica que a expressdo de CD163+ no grupo de
liguen plano hiperqueratético (HK-OLP) era a menor em termos relativos. No que
concerne ao grupo de lesbes de liquen plano do tipo erosivo (E-LPO), os autores
verificaram um aumento estatisticamente significativo, por comparagdo com o grupo
HK-OLP, p=0,017. Ainda assim, neste estudo, os autores demonstraram que o ambiente
imunitario das lesdes de LPO era iminentemente pro-inflamatério. J& no estudo de cohort
retrospetivo de (Ferrisse et al., 2021), ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas relativamente a expressdo de CD163+ e CD68+ entre o grupo de lesbes
OLP e o grupo de LL. N&o foi também reportada qualquer associacdo estatisticamente
significativa entre a expressdo de CD163+ e CD68+ e 0 padrdo clinico. Adicionalmente,
a analise estatistica, demonstrou que o coeficiente de determinacéo (R?), para o grupo
OLP=0,9076 e para o grupo LL=0,9622, traduzia uma forte associacao entre as variaveis,
sugerindo assim que a densidade de CD68+, cujas papel é pré-inflamatdrio, ndo reduz

diretamente a densidade de CD163+, cujo papel é pré-inflamatorio.

Em (Sun et al., 2016), os autores avaliam a papel da imunossupressdo na progressao de
LPO e OLK para OSCC. Os autores verificaram uma expressdo significativamente
superior de CD68+ no grupo OSCC, por comparagao com o grupo LPO e o grupo OLK,
p<0,001 e p=0,0125, respetivamente. Também, verificaram que a expressdo de CD68+
tendia a aumentar, com o aumento do grau de displasia no grupo OLK, nomeadamente,
foram relatadas diferencas estatisticamente significativas entre o subgrupo OLK-I e
OLK-III. Relativamente a IL-10, interleucina produzida por M2, foram observadas
expressdes significativamente superiores no grupo OSCC, por comparagdo com 0S
restantes grupos (p<0,001, ambos) e, contrariamente a expressdo de CD68+, ndo se
verificou qualquer no que concerne ao grau de displasia. Por outro lado, de forma inversa,
a IL-4, estava escassamente expressa no grupo OSCC, mas aumentava em funcéo de um
grau crescente de displasia. No que diz respeito ao IFN-y, este correlacionou-se

negativamente com o grau de displasia, p<0,007.

O facto de IL-4 se correlacionar positivamente com o0 aumento do grau de displasia
(p<0,0001, entre o subgrupo OLK-1 e OLK-III) e, contrariamente, a IL-10, por um lado
encontrar-se amplamente expressa em OSCC, mas por outro a sua expressdo ser escassa
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em OLP e OLK, levou os autores a uma possivel conclusdo. Numa fase mais inicial, a
expressdo de IL-4, poderd ser importante para a progressao da carcinogénese entre OLK
e OSCC e, numa segunda fase, quando a progressao tumoral ja tiver ocorrido, o papel
relevante que a IL-4 desempenhava, passara, hipoteticamente, a ser desempenhado pela
IL-10, cuja funcdo potencial seria a de promoc¢édo de escape-imunologico das células

tumorais.
Os resultados de todos os estudos incluidos encontram-se sumariados na seguinte tabela:

Tabela.3: Tabela de Resultados

Autores Estatistica Valor-p Resultados Conclusoes
Padrio clinico de OLP Correlagdo entre a infiltragdo | Este foi o primeiro estudo que | A frequéncia relativa
(percentagem celular de TAM's M2 ¢ o padrio avaliou a presenca de TAM's | superior de marcadores
+D. P) clinico M2 no LPO. No grupo HK- | pro-inflamatorios,
HK-OLP: OLP OLP, os M2 foram as células | levou os autores a
Hiperqueratotico HK-OLP: p=0,017 que apresentaram  menor | concluirem que o
CD163: 31+19 E-OLP: p=0,017 frequéncia relativa (31 + 19). | infiltrado inflamatorio,
CD80: 6619 Por outro lado, ficou | nas lesdes de LPO, ¢,
NF-kB Epitelial: 49+40 demonstrado que o grupo E- | sobretudo, pro-
(Vered et . . A . .
al, 2013) ) NF-kb rlqﬁltrado OLP? possuia uma frequéncia 1nﬂ§mator10, em
? inflamatorio: 70+21 relativa de M2 | detrimento de um
E-OLP: OLP Erosivo significativamente ~ superior | ambiente pro-
CD163: 48+25 (48+25%). A frequéncia tumorogénico,
CD80: 72+20 relativa de NK-kf3 foi superior
NF-kB epitelial:43+36 no infiltrado inflamatério.

NF-kp infiltrado
inflamatdrio: 67+22

CD163+ e grau de displasia | CD163+ e CD4+ associaram- | Os CD163+

Ausente vs ligeira-moderada: | se com o grau de displasia e, | apresentam um

p<0,05 adicionalmente, foi | fendtipo M1 num

Ausente vs moderada: evidenciado que a | microambiente
p<0,05 percentagem de CD163+ se | dominado por células
CD4+ Intra-epitelial e grau | correlacionava positivamente | Thl, produtoras de
de displasia com a percentagem de células | IFN-y.

Ausente vs. Moderada: T CD4+. (p<0,0009). A
p<0,05 marcagdo de Thl com os

Ausente vs Severa: p<0,05 anticorpos anti-CXCR3 e anti-
Correlagdo entre infiltragdo CCRS, demonstraram que as

de CD4+ e CD163+ células Thl sdo predominantes
r=0,5738 no infiltrado inflamatério. A
p=0,0009 duplamarcagao
(Mori et Correlagdo entre infiltragdo STAT1+CD1§3+, demonstrou
al,2015) _ de CD4+ e CD68+ que, no infiltrado das
’ r=0,1790 leucoplasias, os macrofagos
p=0,3440 possuem um fendtipo Ml
Correlagéo entre infiltragdo | induzido pela presenca de Thl
de CD4+ e CD80+ (51,5%).
r=0,1425
p=0,4525

Correlagdo entre infiltragdo
de CXCR3+ e STATI1+
r=0,3663
p=0,0465
Correlagdo entre infiltragdo
de CD163+ e STATI1+
r=0,5178
p=0,0034

15




O papel dos TAM’s nas lesdes orais potencialmente malignas-Revisdo Sistematica

Sun et al,
2016

Frequéncia Relativa
CD4+
OSCC > OLP > OLK
OLK I <OLK II < OLK III
OLK III< OSCC
Treg FoxP3+
OLP = OSCC > OLK
OLK I <OLK II < OLK III
OLK IIT > OSCC
CD68+
OSCC > OLP > OLK
OLK I>OLK II > OLK III
OLK III > 0SCC
IL-10+
OLP ~ OLK < OSCC
OLK I>OLK II = OLK IIT
OLK III <0SCC
IL 4+
OLP > OLK > OSCC
OLK I<OLK II < OLK III
OLK IIT < OSCC
TGF-1
OLK <OLP <OSCC
OLK I>OLK II < OLK III
OLK IIT > OSCC
IFN-Y+
OLK <OLP < OSCC
OLK I>OLK II > OLK III
OLK III> OSCC
MCP-1+
OLP ~ OLK < OSCC
OLK I>OLK II > OLK III
OLK III <0SCC
% Racio relativo
FoxP3+/CD4+ entre
Grupos
OLP = OSCC > OLP
OLK I>OLK II > OLK III
OLK III > 0SCC

CD4+
OLP vs OLK: p=0,1468
OLP vs OSCC: p=0,1852
OLK vs OSCC: p=0,0017
OLK I vs OLK II: p=0,0445
OLK I vs OLK III: p=0,0003
OLK II vs OLKIIIL: p=0,0116
OLK II vs OSCC: p=0,0017
Treg FoxP3+
OLP vs OLK: p=0,018
OLP vs OSCC: p=0,997
OLK vs OSCC: p=0,012
OLK I vs OLK II: p=0,001
OLK I vs OLK III: p<0,001
OLK II vs OLK III: p=0,001
OLK II vs OSCC: p=0,012
Ratio FoxP3+/CD4+
OLP vs OLK: p=0,306
OLP vs OSCC: p=0,963
OLK vs OSCC: p=0,269
OLK I vs OLK II: p=0,117
OLK I vs OLK III: p=0,019
OLK II vs OLK III: p=0,233
OLK II vs OSCC: p=0,269
CD68+
OLP vs OLK: p=0,001
OLP vs OSCC: p=0,0125
OLK vs OSCC: p<0,0001
OLK I vs OLK II: p=0,0011
OLK I vs OLK III: p=0,0038
OLK II vs OLK III:
p=0,6068
OLK II vs OSCC: p<0,0001
IL-10+
OLP vs OLK: p=0,8547
OLP vs OSCC: p=0,0001
OLK vs OSCC: p=0,0001
OLK I vs OLK II: p<0,0001
OLK I vs OLK III: p=0,0001
OLK II vs OLK III:
p=0,3690
OLK II vs OSCC: p=0,0001
1L-4
OLP vs OLK: p=0,0001
OLP vs OSCC: p<0,0001
OLK vs OSCC: p=0,0001
OLK I vs OLK II: p=0,0001
OLK I vs OLK III: p<0,0001
OLK II vs OLK III:
p=0,0001
OLK II vs OSCC: p=0,0001
TGF-B1+
OLP vs OLK: p=0,0001
OLP vs OSCC: p=0,0001
OLK vs OSCC: p<0,0001
OLK I vs OLK II: p=0,0533
OLK I vs OLK III: p<0,2325
OLK II vs OLK III:
p=0,0212
OLK II vs OSCC: p<0,0001
IFN-Y+
OLP vs OLK: p=0,0001
OLP vs OSCC: p=0,0845
OLK vs OSCC: p<0,0001
OLK I vs OLK II: p=0,762
OLK I vs OLK III: p=0,007
OLK II vs OLK III: p=0,017
OLK II vs OSCC: p<0,0001
MCP-1+
OLP vs OLK: p>0,05
OLP vs OSCC: p>0,05
OLK vs OSCC: p>0,05
OLK I vs OLK II: p>0,05
OLK I vs OLK III: p>0,05
OLK II vs OLK III: p>0,05
OLK II vs OSCC: p>0,05

A presenca de CD68+ foi
detetada, principalmente, na
lamina propria superficial nos
grupos OLP e OLK e/ou tecido
intersticial no grupo OSCC.
Verificou-se um  nmero
significativamente maior de
TAM no grupo OSCC, do que
nos grupos OLK e OLP
(p<0,0001 e p=0,0125). O
numero de CD68+ em OLK
também aumentou com a
progressio  do grau de
displasia. Relativamente a IL-
10+, foi detetado mais IL-10+
no OSCC do que no OLK e
OLP (p<0,001), no entanto,
ndo foi encontrada qualquer
correlagdo entre o nimero de
IL-10+ e a progressdo da
displasia no grupo OLK.
Inversamente, foi observado
um menor nimero de IL-4+ no
Grupo OSCC do que no Grupo
OLK e OLP, além disso, o
numero de IL-4+ aumentou
com a progressdo da displasia
no grupo OLK. Em contraste
com a IL-10+, foram
observados menos macrofagos
TGF-B1+ em OSCC do que
nos grupos OLK e OLP, e nao
foi  encontrada  qualquer
correlagdo entre eles e a
progressdo da displasia. Os
macrofagos IFN-Y  foram
detetados,
predominantemente, em OLK
e escassamente detetados nos
grupos OSSC e OLP. A além
disso, o nimero de IFN-Y
correlacionou-se
negativamente com a
progressdo da displasia OLK.
A distribuicdo de MCP-1 foi
semelhante, ndo tendo sido
observadas diferencas
significativas no numero de
macrofagos MCP-1  nestes
locais.

Os autores reportaram
a existéncia de uma
maior quantidade de
CD4+, células T e
macréfagos CD68+ no
grupo OSCC, do que
nos restantes grupos.
Um aumento gradual
na infiltragdo de CD4+,
células T, e CD68+,
com o aumento do grau
de displasia foi também
detetado, o que induziu
os autores a concluirem
que as alteragdes que
ocorrem ao nivel das

populagdes  celulares
com caracter
Imunossupressor,
podem influenciar o
processo de
transformagdo
maligna.
Relativamente a

expressao de IL-10+ e
IL-4+, o facto da
primeira estar
amplamente expressa
no grupo OSCC, ¢ a
segunda com expressao
crescente a medida que
o grau de displasia
aumentava, levou os
autores a concluirem
que a IL-4+ pode
desempenhar um papal
importante na
transformagdo maligna
de leucoplasias orais
para OSCC, enquanto
que a IL-10+ pode
desempenhar um papel
importante, numa fase
em que O cancro se

encontra instalado e
procura 0  escape
imunologico.
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Expressao Relativa CD68,
CD163 e SIRPa entre

Expressao Relativa CD68,
CD163 e SIRPa entre

Foi detetada expressao
superior de SIRPa no subgrupo

Os autores sugerem a
marcagdo de SIRPa,

grupos: grupos: p-value LR-OLK, HR-OLK e OSCC, | conjuntamente com a
CD68 CD68 quando comparado com o | marcagdo de
NOM < LR-OLK < HR- NOM vs LR-OLK: p=0,0027 | grupo de controlo (p<0,05). A | macrofagos, para
OLK < OSCC NOM vs HR-OLK: p=0,0009 | expressio de SIRPa foi | realizagdo de um
CD163 NOM vs OSCC: p=0,0005 igualmente superior no grupo | prognostico das
NOM < LR-OLK < HR- CD163 LR-OLK, por comparagdo | leucoplasias orais e de
OLK = OSCC NOM vs LR-OLK: p=0,0004 | com os grupos HR-OLK e | OSCC, uma vez que a
SIRPa NOM vs HR-OLK: p=0,0002 | OSCC (p=0,01 e p=0,04, | expressdo de CD163+
NOM < HR-OLK < OSCC NOM vs OSCC: p <0,0001 respetivamente). A maioria | era superior nos grupos
<LR-OLK SIRPa dos macrofagos detetados | OLK e OSCC, em
Expressao relativa LR-OLK vs HR-OLK: foram encontrados no | comparagdo com O
SIRPo+CD68+ p=0,01 compartimento  sub-epitelial, | grupo de controlo.
NOM < OSCC < OLK LR-OLK vs HR-OLK: tendo sido detetado um
Expressao Relativa p=0,04 aumento gradual da expressao
SIRPa+CD163+ SIRPo+CD68+ dupla destas células, com o aumento
(Yeetal,, NOM < OSCC < OLK marcagio do grau de displasia, por
2016) NOM vs OLK: p < 0,001 compara¢do com o grupo de
SIRPo+CD163+ dupla controlo (LR-OLK p<0,05;
marcagio HR-OLK p<0,05 e OSCC
NOM vs OLK: p < 0,001 p=0.0005). Foi ainda reportado
uma correlagao positiva entre a
expressio de CD68 e a
expressao de SIRPa,
contrariamente, os macrofagos
CD163+ correlacionaram-se
negativamente com a
expressdo de SIRPo p<0,0001
e p=0,0001). A percentagem
de CD163+SIRPa+ e CD68+
SIRPo+, foi superior no grupo
OLK, por comparagdo com o
grupo de controlo (p<0,01 e
p<0,05, respetivamente)
Expressdo Relativa de IL- Expressdo de IL-37 no grupo | Os autores encontraram uma | A expressdo de IL-37
37 entre Grupos NO, OLK e OSCC: p-value | diferenga no nivel de | nos grupos OLK e
NC <OLK = 0OSCC NC vs OLK: p<0,001 expressao de IL-37 | OSCC foi abundante,
Expressao de IL-37 (N/%) NC vs OSCC: p<0,001 estatisticamente significativa, | enquanto que no grupo
Controlo (10) entre o grupo OLK e OSCC e | de controlo foi escassa.
Negativa: 4/40% Expressdo de IL-37 e graude | o grupo de controlo (ambos, | A expressdo de IL-37b
Fraca: 5/50% displasia: p-value p<0,001). Os niveis de | foi positiva no grupo
Forte: 1/10% Sem vs ligeira: p<0,001 expressio de IL-37, no | OLK. Estes dados
Leucoplasia (10) Sem VS Moderada: p<0,001 | subgrupo sem displasia foram | permitiram aos autores
Negativa: 0/0% significativamente inferiores, | sugerirem que a IL-37
Fraca: 1/10% Associagdo entre IL-37 e quando comparado com o | pode ser Util na
Forte: 9/90% achados clinico patologicos: | subgrupo de displasia ligeira e | predictibilidade da
OSCC (10) p-value moderada  (p<0,001 em | transformacdo maligna
Negativa: 0/0% Displasia Epitelial p=0,001 ambos). de leucoplasias,
Fraca: 2/20% especialmente aquelas
Forte: 8/80% que apresentam
. Relagdo entre a expressao displasia epitelial
(Lin etal, de IL-37 e o grau de
2016) displasia

Sem < Ligeira < Moderada
Relag2o entre a expressao
de IL-37 ¢/ Displasia
Epitelial
Sem displasia (29)
Negativa: 15/51,7%
Fraca: 14/48,3%
Forte: 0/0%
Displasia ligeira (12)
Negativa: 1/8,3%
Fraca: 9/75%
Forte: 2/16,7%
Displasia Moderada
Negativa: 0/0%
Fraca: 2/50%
Forte:2/50%
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(Kouketsu
etal,.,
2019)

Grupo (Valor Médio
CD25++-D.P:
OEPL Grupo (20,69+
17,46)

HP: OLK s/displasia (4,59+
5,69)

LD: Baixo grau displasia
(20,68+13,32)

HD: Alto grau displasia
(36,80+ 13,88)
OSCC (49,76+28,07)
Grupo (FOXP3+ Valor
médio + D.P)
OEPL Grupo (21,56+
20,96)

HP: OLK s/displasia (5,74+
7,96)

LD: Baixo grau displasia
(19,55+ 14,44)

HD: Alto grau displasia
(30,08+ 23,41)
OSCC Grupo (78,29+
63,43)

Grupo (Valor médio
CD163++D.P)
OEPL Grupo (24,38 +
22,08)

HP: OLK s/displasia
(10,57+11,80)

LD: Baixo grau displasia
(21,81£13,83)

HD: Alto grau displasia
(40,76+26,51)
OSCC Grupo
(42,92+18,97)
Grupo (valor médio
CD204++D.P)
OEPL Grupo
(20,84+84,94)

HP: OLK s/displasia
(3,87+5,60)

LD: Baixo Grau displasia
(18,73£18,57)

HD: Alto grau displasia
39,92439,41)
OSCC Grupo
(36,57+17,45)

CD 25+
HP vs LD: p<0,05
LD vs HD: p<0,05
HP vs HD: p<0,001
OEPL vs OSCC: p<0,001
HP vs OSCC: p<0,001
LD vs OSCC: p<0,001
HD vs OSCC: p=0,3833
FoxP3+
HP vs LD: p<0,05
LD vs HD: p<0,05
HP vs HD: p<0,001
OEPL vs OSCC: p<0,001
HP vs OSCC: p<0,001
LD vs OSCC: p<0,001
HD vs OSCC: p=0,05
CD163+
HP vs LD: p<0,05
LD vs HD: P<0,005
HP vs HD: P<0,001
OEPL vs OSCC: p<0,001
HP vs OSCC: p<0,001
LD vs OSCC: p<0,001
HD vs OSCC: P=0,6320
CD204+
HP vs LD: p<0,01
LD vs HD: p=0,071
HP vs HD: P<0,001
OEPL vs OSCC: p<0,001
HP vs OSCC: p<0,001
LD vs OSCC: p<0,001
HD vs OSCC: p>0,999

CD25+, FoxP3+ e CD163+ e
CD204+ encontraram-se
substancialmente aumentado
no grupo OSCC, por
comparagdo com O grupo
OELP (p<0,001). A infiltragao
de CD25+, FoxP3+, CD163+¢
CD204+, encontrou-se
significativamente aumentada
no grupo HD, por comparagado
com o grupo HP (p<0,001).

Nao foram  encontradas
diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo
HD e o grupo OSCC, no que
diz respeito a expressdo dos

marcadores CD163+ e
CD204+  (p=0,6320 e
p>0,999).

Os macrofagos
CD163+ e CD204+
associaram-se

significativamente com

a transformagao
maligna, desde uma
lesdo epitelial

percursora (OEPL) até
carcinoma oral das

células escamosas
(OSCCO), (CD163+:
p<0,05 e CD204+:
p<0,01).

Os autores reportaram
ainda uma associagdo
entre as Treg e os
macrofagos M2 com a
oncogénese,

progressdo tumoral e

pior prognostico,
considerando assim
que estas  células
desempenham uma
importante fungdo na
modulagdo do
microambiente
tumoral.
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Fatores clinico patologicos:

Associa¢ao CD163+ ¢/

CD163+, CD204+ e CDO0O6+

Os autores levantaram

CD163+ baixo/elevado fatores clinicos patolégicos foram detetadas em todas as | a possibilidade dos
Grau de displasia Grau de displasia amostras de  leucoplasias | macrofagos
<leve:11/3 p=0,001 linguais. A expressdo de | desempenharem uma
Moderado/Severo: 1/9 Ki-67: p=0,035 CDI163+ associou-se | funcdo de adesdo as
Ki-67 CK13: p=0,001 significativamente com o grau | células cancerigenas,
2* camada basal:10/5 CK17: p=0,65 de displasia. apés a quebra da
Camada Basal e/ou A expressio de IL-10 | membrana basal, o que
superficialmente:2/7 Associagao CD206+ ¢/ correlacionou-se induziria a aquisigao de
CK13 fatores clinicos patologicos positivamente e | um fendtipo M2,
Positivo:5/0 Grau de displasia significativamente com a | mantendo assim um
Perda:4/11 p=10,408 expressdo de Tregs (p=0,013) e | microambiente tumoral
Pouco claro:3/1 Ki-67: p=0,035 com a expressdo de CD163+ | protumorogénico e
CK17 CK13: p=0,407 (p=0,013). anti-inflamatorio.
Positivo:2/3 CK17: p=0,132
Perda:10/9
Pouco claro:0/0
‘ (N) ¢/CD206+
(Shigeoka baixo/elevado
etal,., . .
2019) Grau de displasia
<Leve:8/6
Moderado/Severo:4/6
Ki-67
2° camada basal:10/5
Camada basal e/ou
superficialmente :2/7
CK13
Positivo:3/2
Perda:6/9
Pouco claro:3/1
IL-10 e infiltrado
(N) ¢/ IL-10 baixo/elevado
CD 163+ Baixo: 10/2¢
CD163+ Elevado: 4/8
CD206+ Baixo: 7/5
CD206+ Elevado: 75
FOXP3+ Baix0:10/2
FOXP3+ Elevado: 4/8
Histopatologia (N) Histopatologia O nimero de CD163+ intra- | Os autores sugeriram
Grau de Displasia Grau de Displasia p=0,114 epitelial foi superior no grupo | que a utilizagdo isolada
Grupo D-A (n=17) Ki-67: p=0,247 D-D, em comparagdo com o | de bidpsia nas
Baixo: 7 CK13: p=0,474 grupo D-A (p=0,42), ao passo | leucoplasias linguais,
Elevado: 10 CK17: p=0,157 que o numero de CD163+ | podera conduzir a um
Grupo D-D (n=9) N° Sub-epitelial de CD163+: | localizados sub-epitelialmente, | subdiagndstico,
Baixo: 1 p=0,767 ndo diferiu significativamente | sugerindo assim a
Elevado: 8 N° intra-epitelial de CD163+: | entre os dois grupos (p=0.767). | utilizagdo de anti-
N° sub-epitelial CD163 p=0,042 A analise ap0s a excisdo total, | CD163, com o objetivo
(valor médio + D.P) revelou, no grupo D-A uma | de  quantificar a
D-A Grupo escassa expressdo de CD163+ | expressdo Intra-
15,55+ 10,17 intraepiteliais, ao passo que, no | epitelial destes
D-D Grupo grupo D-D, os macrofagos | macrofagos.
16,96 + 13,57 CD163+ encontravam-se mais
N sub-epitelial CD163+ expressos entre as células
. (valor médio + D.P) tumorais, do que nas margens
(Shigeoka D-A Grupo peri-lesionais.
et 1,98 +3,13
31,2020) D-D Grupo
7,04 +6,11
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Weber et
al,. 2020

CD68+ (cells/mm?2) Valor
médio (DP)
Compartimento Epitelial
Grupo 1: Transforming
OLP :16 cells/mm?2 (69)
Grupo 2: Non-transforming
OLP: 8 cells/mm?2 (21)
Grupo 3: OSCC:102
cells/mm?2 (128
Grupo 4: Controlo:5
cells/mm?2 (10)
Sub-epitelial
compartimento
G.1:172 cells/mm2 (237)
G.2: 52cells/mm?2 (114)

G.3 :185 cells/mm2 (205)
G.4:76¢ells/mm?2 (65)
CD11c+ (cells/mm?2) valor
médio (DP)
Compartimento Epitelial
G.1 :10 cells/mm?2 (71)
G.2: 2 cells/mm?2 (12)
G.3:57 cells/mm?2 (124)
G.4: 5 cells/mm?2 (26)
Compartimento Sub-
epitelial
G.1 :39 cells/mm?2 (94)
G.2: 19 cells/mm2 (91)
G.3:124 cells/mm?2 (214)
G.4: 11 cells/mm?2 (19)
CD163c+ (cells/mm?2)
valor médio (DP)
Compartimento Epitelial
G.1 :5 cellsymm2 (29)
G.2 OLP: 0 cells/mm?2 (7)
G.3: 85 cells/mm?2 (126)
G.4: 2 cellsymm2 (11)
Compartimento Sub-
epitelial
G.1 :138 cells/mm?2 (145)
G.2 OLP: 122 cells/mm2
(119)

G.3 :418 cells/mm?2 (241)
G.4:64 cells/mm?2 (96)
Racio M1I/M2 em Ep &
SubEp
CD163+/CD68 ratio
Compartimento Epitelial
G.1: 0,27 (0,70)
G.2: 0,00 (2,20)
G.3:0,72 (4,48)
G.4: 0,29 (1,67)
Compartimento Sub-
epitelial
G.1:0,62 (1,06)
G.2: 1,63 (2,29)
G.3:2,08 (3,72)
G.4: 0,75 (1,56)
CD11¢/CD68 ratio
Compartimento Epitelial
G.1: 0,32 (2,09)
G.2: 0,12 (0,81)
G.30,48 (7,44)
G.4:0,68(3,76)
Compartimento Sub-
epitelial
G.1:0,12 (0,39)
G.2: 0,24 (0,50)
G.3:0,65 (0,85)
G.4: 0,07 (0,18)
CD163/CDl1c
* (continua na pagina
seguinte) *

CD68+ Epitelial
G.1 vs.2: p=0.005
G.1 vs.3: p<0.001
G.1 vs 4: p<0.001 0
G.2 vs 4: p=0.082
G.3 vs 4: p<0.001
G.2 vs.3: p<0.001

CD68+ Sub-epitelial
G.1vs. 2: p<0.001
G.1vs. 3: p=0.960
G.1vs. 4: p<0.001
G.2 vs. 4:p=0.192
G.3 vs. 4: p<0.001
G.2 vs. 3: p<0.001

CDl11c Epitelial
G.1 vs. 2: p<0.001
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1vs. 4: p=0,113
G.2 vs. 4: p=0,014
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p<0,001
CD11c Sub-epitelial
G.1 vs. 2: p=0,036
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 4: p=0,006
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p<0,001

CD163 Epitelial
G.1 vs. 2: p<0,001
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1 vs. 4: p=0,065
G.2 vs. 4: p=0,012
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p<0,001
CD163 Sub-epitelial
G.1 vs. 2: p=0,0664
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1vs. 4: p=0,014
G.2 vs. 4: p=0,051
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p<0,001

Récio CD163+/CD68
Compartimento Epitelial
G.1 vs. 2: p=0.009
G.1 vs. 3: p<0.001
G.1 vs. 4: p=0.644
G.2 vs. 4: p=0.230
G.3 vs. 4: p=0.014
G.2 vs. 3: p<0.001
Compartimento Sub-epitelial
G.1vs.2: p<0.001
G.1vs. 3: p<0.001
G.1 vs. 4: p=0.452
G.2 vs. 4: p=0.007
G.3 vs. 4: p=0.002
G.2 vs. 3: p=0.665
CD11C/CD68
Compartimento Epitelial
G.1vs. 2: p=0,272
G.1 vs. 3: p=0,269
G.1 vs. 4: p=0,064
G.2 vs. 4: p=0,007
G.3 vs. 4: p=0,300
G.2 vs. 3: p=0,024
Compartimento Sub-epitelial
G.1 vs. 2: p=0,060
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1 vs. 4: p=0,025
G.2 vs. 4: p<0,001
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p=0,013
*(continua na pagina
seguinte) *
CD163/CDl1c

A anélise aos 3 biomarcadores
(anti-CD68, anti-CDI11 anti-
CD163), demonstrou uma
maior infiltragdo epitelial no
grupo onde se verificou
transformagdo maligna das
leucoplasias, em comparagdo
com o grupo de leucoplasias
onde ndo se verificou qualquer
alteragdo da  benignidade
(p=0,05, p<0,001 e p<0,001,
respetivamente). No
compartimento  sub-epitelial,
os  macrofagos  CD688+
encontravam-se

significativamente aumentado,
por comparagdo com 0 grupo

de controlo (p<0,001).
Contrariamente, nao se
verificou  uma  diferenca
estatisticamente  significativa

entre o grupo de controlo e

grupo de leucoplasias sem
transformagao maligna
(p=0,192). A andlise a

polarizagdo no microambiente
tumoral, detetou um ambiente
pro-tumorogénico
(CD163/CD68 e
CD163/CDl11c) no grupo de
leucoplasias que  sofreram
transformagdo maligna, por
comparagdo com o grupo de
leucoplasias que se
mantiveram sem alteragdes
(p=0,009 e p=0,007). A
andlise estatistica produzida,
demonstrou que, no grupo de
leucoplasias que  sofreram
transformacdo maligna, 82%
das amostras demonstrados
valores positivos de infiltragdo
de CD68 + no compartimento
epitelial e 73% no
compartimento  sub-epitelial.
Contrariamente, no grupo de
leucoplasias no qual néo
ocorreu qualquer alteragdo,
apenas 52% das amostras
demonstrou um valor positivo
de infiltragdo de CD68+ no
compartimento epitelial e 28%
no  compartimento  sub-
epitelial.  Relativamente a
infiltragdo de CD163+, no
grupo de leucoplasias com
transformagao maligna, 79,5%
das amostras demonstraram
valores positivos de infiltragdo
no compartimento epitelial.

A sobre expressdo de
CD68+ no
compartimento
epitelial e sub-epitelial
associou-se fortemente
com a transformagdo
maligna a 5 anos
(p=0,003 e p<0,001,
respetivamente). A
sobre expressao
epitelial de CDI163+
também se associou
significativamente com
a transformagao
maligna a 5 anos de
leucoplasias (p=0,01).
Mediante estes dados,
0s autores que estes
marcadores poderiam
ser  utilizados  na
avaliagdo  histologica
de leucoplasias orais,
com o intuito de
realizar uma
classificagdo  binaria
das  lesdes, como
positivas (aquelas onde
a transformagdo
maligna seria mais
provavel de acontecer)
e negativas (aquelas
que apresentavam
menor probabilidade de
sofrerem
transformagao
maligna).

A utilizagdo de apenas
um destes marcadores
permitiria realizar esta
estratificacdo com uma
sensibilidade de 72% e
especificidade de até
73,5%, segundo os
autores.

20




O papel dos TAM’s nas lesdes orais potencialmente malignas-Revisdo Sistematica

Compartimento Epitelial
G.1: 0,39 (0,84)
G.2: 0,00 (0,82)
G.3:1,21 (7,06)
G.4:0,26 (5,93)

Compartimento Sub-
epitelial
G.1: 2,43 (6,00)
G.2: 3,62 (10,77)
G.3:3,62 (11,03)
G.4: 8,14 (20,21)

Compartimento Epitelial
G.1 vs. 2: p=0,007
G.1 vs. 3: p<0,001
G.1 vs. 4: p=0,352
G.2 vs. 4: p=0,097
G.3 vs. 4: p<0,001
G.2 vs. 3: p<0,001

Compartimento Sub-epitelial
G.1 vs. 2: p=0,102
G.1 vs. 3: p=0,546
G.1 vs. 4: p=0,005
G.2 vs. 4: p=0,259
G.3 vs. 4: p=0,020
G.2 vs. 3: p=0,233

Ferrise et
al., 2021

Contagem de M@ + (D.P)
Lesdes Liquenoides Orais
(OLL)

CD68+ Intra-epitelial
Padrio Erosivo 8,29 + 2,64
Padrio Reticular: 10,24
+2,50
CD68+ Sub-epitelial
Padrao Erosivo 44,31 +
12,32
Padrio Reticular: 68,24 +
10,10
CD163+ Intra-epitelial
Padrio Erosivo 7,47 + 4,53
Padrio Reticular: 13,84 +
4,55
CD163+ Sub-epitelial
Padrao Erosivo 70,52 +
15,41
Padrao Reticular: 79,48 +
21,60
Liquen Plano Oral (OLP)
CD68+ Intra-epitelial
Padrao Erosivo 0,69 + 0,44
Padrio Reticular: 0,80
+0,50
CD68+ Sub-epitelial
Padrao Erosivo 17,54 +
10,37
Padrao Reticular: 25,32 +
18,56
CD163+ Intra-epitelial
Padrao Erosivo 2,11 £2,11
Padrio Reticular: 8,56 +
7,83
CD163+ Sub-epitelial
Padrao Erosivo 46,77 +
24,92
Padrio Reticular: 56,92
+28,93

Variantes clinicas e
infiltragdo de M@
Grupo OLL
CD68+ Intra-epitelial:
p=0,6167
CD68+ Sub-epitelial:
p=0,1982
CD163+ Intra-epitelial:
p=0,1073
CD163+ Sub-epitelial:
p=0,7375
Grupo OLP
CD68 intra-epitelial:
p=0,9353
CD68 Sub-epitelial:
p=0,8075
CD163 Intra-epitelial:
p=0,4649
CD163 Sub-epitelial:
p=0,8075
Regressao Linear: contagem
de macroéfagos, grupos OLP e
OLL
OLP
CD68 (y) vs CD 163 (x):
p<0,0001
CD163 (y) vs CD68 (x):
p<0,0001
OLL
CD68 (y) vs CD 163 (x):
p<0,0001
CD163 (y) vs CD68 (x):
p<0,0001
Post-test Tukey
Células sub-epiteliais
marcadas positivamente
OIFH vs OLP: p=0,045
OLP vs OLL: p=0.001

O grupo OLP, foi aquele onde
se verificou uma maior
expressdo relativa de células
CD68+ e CDI163+. O valor
absoluto mais elevado de
CD68+, foi encontrado no
grupo de controlo.

Nido foi encontrada nenhuma
associagdo  estatisticamente
significativa entre a densidade
de CD68+ e CDI163+ e as
variantes clinicas de OLP e
OLL.

Foi encontrada uma associa¢do
estatisticamente significativa
entre a dete¢do de CDI163 e
CD68, p<0,0001. A analise
estatistica demonstrou um
valor de r no grupo OLP e no
grupo OLL de 09525 e
0,9808. Este coeficiente traduz
uma associagao forte entre as
variaveis.

Nao foram encontradas

diferengas
significativas de
CD163+ e CD68+

entre os grupos OLL e
OLP. Com base nestes
resultados, os autores
sugeriram  que  0s
macrofagos  CD68+
podem associar-se a
uma resposta imune de
fase aguda, enquanto

que os macrofagos
CD163+, podem
associar-se a

inflamagdo croénica.

Da andlise estatistica,
conclui-se que a
presenga de CD68+ e
CD163+, aumenta de
forma direta e positiva,
o que significa que, a
presenga de células
pro-inflamatorias,
CD68+, ndo reduz
diretamente a presenca
de células anti-
inflamatorias.
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Gan et al.,
2022

Padrao infiltrado
inflamatorio
Grupo de controlo
Auséncia:43%
Apenas no estroma: 48%
Epitelial c/origem no
estroma:9%
Leucoplasia s/displasia
(NDL)
Auséncia:85%
Apenas no estroma: 15%
Epitelial c/origem no
estroma 0%
Displasia ligeira
Auséncia:56%
Apenas no estroma: 25%
Epitelial c/origem no
estroma: 19%
Displasia moderada-severa
Auséncia:9%
Apenas no estroma: 11%
Epitelial c/origem no
estroma:80%
OSsCC
Auséncia:0%
Apenas no estroma: 17%
Epitelial c/origem no
estroma:83%
Fragdo relativa
Mieloide/Linfoide
Grupo de controlo
+60% Fragao mieloide
+ Fragdo linfoide
Displasia moderada-severa
+30% Fragao mieloide
+70% Fragdo linfoide
OscCcC
+30% Fragao mieloide
+70% Fragdo linfoide

Presenca de infiltrado
epitelial em comparagio com
NDL e Displasia ligeira:
Displasia moderada-severa:
p<0,001
OSCC: p<0,001
Fragdo Mieloide em
comparagdo com grupo de
controlo:
Displasia moderada-severa:
p<0,001
OSCC: p=0,026

O grupo de lesdes com
displasia moderada-severa e o

grupo  OSCC  demonstrou
significativamente

percentagens superiores da
presenga de infiltrado
inflamatorio no
compartimento epitelial

(p<0,001, ambos).

A presenga crescente da fragao
linfoide também se verificou
com o aumento do grau de
displasia, especialmente
devido a presenca crescente de
células Treg (p=0,033).

Com o decorrer do
processo de
carcinogénese, parece
existir uma invasdo do
compartimento

epitelial por parte do
infiltrado  que  se
encontrava restrito ao

compartimento  sub-
epitelial.
Adicionalmente, a

presenga crescente de
células Treg FoxP3+
pode limitar a fungdo
citotoxica das células T
CD8+.

V.

DISCUSSAO

Os resultados da presente revisdo sistematica, realcam a importancia do papel dos M@

associados ao tumor (TAM’s) na transformacdo maligna das LOPM, especialmente nas

leucoplasias orais, para OSCC. A indugdo fenotipica dos M@ correlacionou-se com

alteracdes histoldgicas e com a expressao de citocinas e mediadores inflamatorios.

Em todos os estudos incluidos, a presenca de M2 CD163+ correlacionou-se

positivamente com a lesdo, comparativamente ao grupo de controlo. Nas LOPM estes

M@ foram identificados, essencialmente, no estroma sub-epitelial, abaixo da membrana

basal.

Adicionalmente, os trabalhos de (Ye et al., 2016) e (Kouketsu et al., 2019)

demonstram contagens de CD163+ crescentes, desde o grupo de controlo, até ao grupo

OSCC, sendo a contagem neste Gltimo grupo semelhante ao grupo constituido por

leucoplasias de alto risco/alto grau de displasia. Estes dados sugestivos da existéncia de
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uma correlacdo positiva entre a contagem de CD163+ e progressdo das LOPM para
OSCC- carcinogénese- vao de encontro a outros estudos, nos quais foram relatados
resultados semelhantes, nomeadamente no estudo de (Yuan et al., 2015), onde os autores
demonstram que, na progressdo do cancro do pulméo, os M@ e M2, promovem 0

crescimento e a invaséo tumoral.

Paralelamente, ficou demonstrado no trabalho de (Weber et al., 2020) o predominio de
um ambiente pré-tumorogénico no grupo de leucoplasias com transformacao maligna a
5 anos, sobre o grupo de leucoplasias sem transformacdo maligna (CD163+/CD11c+:
p=0,007; CD163+/CD68+: p=0,009), sugerindo que, este immunosupressive-shifht, é
uma condicdo necessaria para que a carcinogénese ocorra e exista transformacao maligna
das leucoplasias. Estes resultados encontram reflexo em literatura mais recente,
nomeadamente no trabalho de (Roelands et al., 2023), onde os autores reportaram
também uma inversdo do ambiente pro-inflamatorio, para um ambiente anti-inflamatério
e pro-tumorogénico dominado pelos M2 CD204+, no processo de carcinogénese do

cancro colorretal.

Desde logo, a dete¢do crescente de macréfagos M2 no estroma sub-epitelial ao longo do
processo de displasia, condiciona 0 microambiente tumoral imunitério pela secrecdo de
interleucinas anti-inflamatorias. No estudo de (Lin et al., 2016), foi possivel verificar um
aumento da expressdo de IL-37+ desde o grupo de controlo até ao grupo OSCC. A IL-
37, conhecida por induzir um fendtipo M2 aos M@ (Su and Tao, 2021), foi encontrada
associada ao grau de displasia (p=0,001). Complementarmente, o trabalho de (Sun et al.,
2016) associou a IL-4 a graus de displasia crescentes (p<0,0001), enquanto que IFN-y,
demonstrou expressdes decrescentes em graus de displasia crescentes, apresentando o
valor mais baixo no grupo OSCC. A IL-4 é uma interleucina imunossupressora que induz
a ativacdo das células das células T em Th2, enquanto o IFN-y+ tem sido associado a
uma importante funcdo indutora. da imunidade inata em tumores sélidos (Lasfar et al.,
2016).

Adicionalmente, o trabalho de (Shigeoka et al., 2019), demonstrou uma correlagdo
positiva entre a expressao de IL-10+ e a infiltracdo de CD163+ e FoxP3+, enfatizando
assim os resultados reportados nos trabalhos de (Kouketsu et al., 2019) e (Sun et al.,
2016), onde ficou demonstrado que as Treg FoxP3+ ndo s6 se associaram com graus de
displasia crescentes (ambos p<0,001), como, neste ltimo trabalho, os autores
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verificaram ainda um racio de CD4+/FoxP3+ crescente ao longo do processo de displasia
(p=0,019).

As células Treg FoxP3+, desempenham importantes funcbes de supressdo da resposta
antitumoral (Sakaguchi et al., 2008), sendo consideradas um mediador central do escape
imunitario realizado pelo tumor (Hu, Li and Wang, 2017). Nesta revisao, contrariamente
aos TAM's, estas foram detetadas no compartimento intra-epitelial das lesdes
leucoplasicas. Estes achados vao em linha com o estudo de (Lequerica-Fernandez et al.,
2021), no qual os autores encontraram uma associac¢do significativa entre a expressao de
FoxP3+ no compartimento intra-epitelial de OSCC e a expressdo de podoplanina
(PDPN). Por sua vez, a expressdo de PDPN nas leucoplasias orais € considerada um
biomarcador importante na determinacdo do risco de transformacdo maligna de

leucoplasias orais (de Vicente et al., 2013).

Estes dados colocam os TAM’s como pivos do microambiente imunitario, uma vez que,
ndo s6 atuam como fatores pré-tumorais e angiogénicos diretos, pela aquisicdo do
fen6tipo M2, mas também condicionam, indiretamente, todo o0 microambiente a adquirir
uma natureza anti-inflamatoria pelas citocinas que secretam e pelas interagcBes que
mantém com as células epiteliais (Ai et al., 2017; Shigeoka et al., 2021; Deng et al.,

2022), facilitando assim a transformacdo maligna das leucoplasias em OSCC.

Relativamente ao liquen plano oral e as lesBes liquenoides, apenas um nimero reduzido
de Tregs FoxP3+ foi detetado em ambas as formas clinicas, hiperqueratéticas e erosivas
(Vered et al., 2013). Adicionalmente, o estudo de (Ferrisse et al., 2021), demonstrou
infiltragdes semelhantes de CD163+ nos grupos OLP e OLL, no entanto, o numero de

CD68+ foi estatisticamente diferente, e superior, no grupo OLL.

Estes macrofagos, no estudo de (Sun et al.,, 2016) e (Vered et al., 2013) foram
considerados maioritariamente M1, pro-inflamatorios, e associaram-se com a detecéo de
CD4+, T CD8+, Th17 e FoxP3+. A conjugacOes dos resultados demonstram que os M1
CD68+, sdo iminentemente pro-inflamatérios. No estudo de (Sun et al., 2016), os
linfécitos T CD4+ e os macréfagos CD68+ foram, proporcionalmente, 0s maiores
constituintes do infiltrado inflamatorio. Este resultado vai de encontro a literatura ja
existente, que indica que a ativacao de linfocitos T CD4+ e T CD8+ induz a expressdo
de IFN-y (Pietschke et al., 2021). A expressdo de IFN-y promove a ativagdo dos
macrofagos, pela via classica,(Wu et al., 2014), levando a que estes assumam um
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fenotipo M1 e secretem citocinas pro-inflamatdrias. Este papel dos linfocitos T CD4+,
perpetuadores da inflamagdo no microambiente imunitério das lesdes de liquen plano
oral, fazem com que esta doenca crénica inflamatoria, seja considerada mediada por
linfécitos T (Wang et al., 2016).

A presenca de linfécitos T CD8+ leva a produgdo de moléculas citotoxicas, como é o
caso da perforina e da granzima, (Lage et al., 2011), que, ativando a via das caspases,
promovem a apoptose dos queratindcitos, levando assim ao aparecimento dos corpos
apoptoticos-coloides. (Kurago, 2016), adicionalmente, as metaloproteinases produzidas
pelas células T parecem danificar a membrana basal (Zhao et al., 2002), abrindo
potencialmente caminho a interacdo por contacto das células do infiltrado inflamat6rio
com as células do epitélio, iniciando possivelmente um processo de transformacéo

maligna.

De forma geral, os macréfagos, no microambiente imunitario do liquen plano oral
possuem um papel secundario, sendo recrutados e polarizados pelas citocinas pro-
inflamatorias secretadas pelas células T CD4+ que sdo o principal constituinte do
infiltrado. Ainda assim, numa fase posterior, 0s macréfagos parecem contribuir para a
sustentacdo do microambiente pro-inflamatdrio, especialmente pela secrecdo de IL-23
gue promove a manutencdo e inducdo de células CD4+ Th17, produtoras de citocinas

pré-inflamatorias.

O estudo de (Ferrisse et al., 2021), demonstrou ainda uma correlacdo entre a densidade
de CD163+ e CD68+ nas lesdes de liquen plano oral e lesdes liquenoides. (R?=0,9076 e
R?=0,9622), estes resultados demonstram que o aumento da infiltragdo de macréfagos
CD68+, pré-inflamatérios, ndo promove uma diminuicdo da infiltracdo de macrofagos
CD163+, pelo contrario, estas sdo variaveis que crescem positivamente e diretamente.
Adicionalmente, os autores demonstraram que esta relagdo de dependéncia para a
progressao da lesdo é estatisticamente superior nas lesdes liquenoides do que nas lesdes
de liquen plano oral, sugerindo assim uma potencial interacdo entre macrofagos

fenotipicamente opostos.

25



O papel dos TAM’s nas lesdes orais potencialmente malignas-Revisdo Sistematica

V. CONCLUSAO

Pela presente revisdo sistematica conclui-se que os macrofagos, no microambiente
imunitario das leucoplasias orais, desempenham um papel modulador das restantes
linhagens celulares, criando um microambiente permissivo e, potencialmente,

favorecedor da carcinogénese oral.

No liquen plano oral, o papel dos macréfagos parece estar iminentemente relacionado e
condicionado pela acdo das células T, o maior constituinte do microambiente imunitario
e mediador da condicdo cronica e inflamatoria da doenca. Os macrdéfagos nao se

associaram ainda com nenhuma das formas/padrdes clinicos da doenga.

1. Implicaces Clinicas

A realizacdo da marcacdo imuno-histogquimica dos macréfagos podera ser util, como
complemento do exame histoldgico para determinacdo do grau de displasia. A utilizacéo
dos macréfagos como biomarcadores, podera favorecer uma estratificacdo do risco de
transformagéo maligna das leucoplasias de forma individualizada, tendo por base o
microambiente imunitario de cada lesdo, mitigando as desvantagens associadas a

estratificacdo baseado no grau de displasia, hoje considerado método gold-standard.

2. Perspetivas Futuras

O papel dos macréfagos no microambiente de outras lesbes orais potencialmente
malignas deve ser investigado, pelos resultados promissores demonstrados nas
leucoplasias orais.
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ANEXOS

Anexo 1. The Joanna Briggs Institute Critical Appraisal tools for use in JBI Systematic
Reviews Checklist for Cohort Studies.

«®,
THE JOANNA BRIGGS INSTITUTIE
JBI Critical Appraisal Checklist for Cohort Studies
Reviewer, Date,
Author Year, Record Number,

Yes No Unclear Not
applicable

a

1. Were the two groups similar and recruited from the
same population?

2. Were the exposures measured similarly to assign peopl
to both exposed and unexposed groups?

3. Was the exposure measured in a valid and reliable way?

4. Were confounding factors identified?

5. Were strategies to deal with confounding factors
stated?

6. Were the groups/participants free of the outcome at
the start of the study (or at the moment of exposure)?

7. Were the outcomes measured in a valid and reliable
way?

8. Was the follow up time reported and sufficient to be
long enough for outcomes to occur?

S. Was follow up complete, and if not, were the reasons to
loss to follow up described and explored?

10. Were strategies to address incomplete follow up

o 0o o o o0 o0 0 0o 00
o o o o o0 o0 o0 0 0 600
B B & B O 8 8 0O 0 B &
g &8 8 0 0 8 0 0 .0

utilized?
11. Was appropriate statistical analysis used? D
Qverall appraisal: Include D Exclude D Seek further info D

Comments {Including reason for exclusion)

© Joanna Briggs Institute 2017 Critical Appraisal Checklist for Cohort | 3
Studies
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Anexo 2. The Joanna Briggs Institute Critical Appraisal tools for use in JBI Systematic
Reviews Checklist for Analytical Cross Sectional Studies.

«®y

THE JOANNA BRIGCGS INSTITUTL

JBI Critical Appraisal Checklist for Analytical Cross Sectional Studies

Reviewer, Date

Author Year Record Number_

Yes No  Undear Not
applicable
1. Were the criteria for inclusion in the sample clearly
defined? D D D D
2. Were the study subjects and the setting described in
detail? D D D
3. Was the exposure measured in a valid and reliable
s OB g O
4. Were objective, standard criteria used for
measurement of the condition? D I:I D D
5. Were confounding factors identified? O O [ O
6. Were strategies to deal with confounding factors
stated? D D D D
7. Were the outcomes measured in a valid and reliable
S O [ FL D
8. Was appropriate statistical analysis used? | D W O O
Qverall appraisal: Include D Exclude D Seek further info D
Comments (Including reason for exclusion)
@© Joanna Briggs Institute 2017 Critical Appraisal Checklist § 3

for Analytical Cross Sectional Studies
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Anexo 3. Apresentacdo dos Resultados preliminares da Revisdo Sistematica sob a forma
de Poster, Congreso de Medicina Oral 2023, Santiago Compostela.
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Anexo 4. Publicacdo do Abstract dos resultados preliminares da revisdo sistematica na
revista indexada Medicina Oral Patologia Oral y Cirugia Bucal.
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25-27 Mayo 2023
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MANIFESTACIONES EN BOCA PERSISTENTES
TRAS LA ACROMEGALIA: CASO CLINICO

Jiméne: Y, Bagin L, Margaix M, Gavaldd C, Sarrién
MG, Bagin JV.,

Universidad de Valencio. Facultad de Medicina i Odontologia.

Introduccion: La acromegalia es un sindrome clinico
producido por una hipersecrecion de hormona del cre-
cimiento (Somatotropina) y del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) en adultos.

Se manifiesta con un excesivo crecimiento de las partes
distales del cuerpo que modifica la morfologia general,
especialmente la cara, manos y pies afectando tanto al
hueso como a los tejidos blandos. Las manifestaciones
orales y faciales son diagnosticas de la enfermedad. La
causa mas frecuente es un adenoma hipofisario.
Como es de instauracion insidiosa en la mayoria de los
casos se retrasa su diagnostico y las alteraciones Oseas
observadas no regresan tras el tratamiento de la enfer-
medad, pero si puede apreciarse cierta regresion en los
tejidos blandos y visceras.

Caso Clinico: Presentamos un caso clinico de una mu-
jer con antecedente de acromegalia por adenoma hi-
pofisario intervenido quirtrgicamente hace 18 afos y
mostramos las alteraciones en boca que persisten tras
el tratamiento de la enfermedad.

Acudio a la clinica por enfermedad periodontal, y en la
exploracion observamos prognatismo y diastemas. El
estudio radiografico mostro hipercementosis radicular,
elongacion de procesos coronoides, condilos, apofisis
estiloides y osificacion del ligamento estilohioideo.

P43

REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE LA TE-
RAPIA FOTODINAMICA EN EL LIQUEN PLA-
NO ORAL

Rodriguez Agudo C, Ruiz Roca JA, Lopez Jornet P,
Gomez Garcela P.
Departamento Medicina Oral. Facultad Odontologia. Uni-
versidad de Murcia.

Introduccién: El liquen plano oral (LPO) es una en-
fermedad mucocutdnea inflamatoria cronica de etio-
logia desconocida y naturaleza autoinmune mediada
por disfuncion de las células T. EI LPO afecta con ma-
yor frecuencia a la mucosa yugal, la lengua y la encia
pudiendo presentar areas de atrofia y eritema. En un
paciente pueden aparecer simultineamente dos 0 mas
tipos de liquen plano oral. El tratamiento depende de
los tipos y sintomas de la enfermedad. La terapia fo-

90
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todinamica (TFD) es una técnica terapéutica de dos
pasos: primero la aplicacion de un fotosensibilizante
(FS) topico o sistémico que es acumulado en el tejido
diana y segundo la irradiacion con luz visible, para la
activacion del fotosensibilizante y producir la muerte
celular de las células que absorben el FS.

Objetivos: Realizar una revision de la bibliografia so-
bre la eficacia de la terapia fotodinamica en el liquen
plano oral.

Métodos: Se realizd una revision bibliografica de ar-
ticulos cientificos sobre la eficacia de la TFD en LPO.
Se consultaron diferentes bases de datos especializadas
como: Medline, Cochrane Database, PubMed y Scielo.
Las palabras clave usadas fueron: “terapia fotodinami-
ca”, “Liquen plano oral”, “eficacia”. Fueron selecciona-
dos un total de 15 articulos: aquellos publicados hace
menos de 10 afios, que estudiaran inicamente lesiones
en cavidad oral y con texto completo.

Resultados: La TFD es tan eficaz como los corticos-
teroides topicos en el tratamiento de LPO y podria
usarse en casos resistentes a los esteroides o cuando
los esteroides estan contraindicados. La TFD presenta
menos reacciones adversas. La mayoria de los pacien-
tes no experimentan molestias o solo efectos adversos
menores (dolor, sensacion de ardor leve) durante el tra-
tamiento, que desaparecieron de inmediato.
Conclusiones: Esta revision indica que la TFD es una
modalidad de tratamiento eficaz para el manejo del
LPO. Son necesarios mas estudios para estandarizar
las pautas de aplicacion.
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EL PAPEL DE LOS MACROFAGOS ASOCIA-
DOS A TUMORES (TAM) EN LOS TRASTOR-
NOS ORALES POTENCIALMENTE MALIG-
NOS- REVISION SISTEMATICA

Dias Soares R'?, Soares S, Manarte-Monteiro P,
Pereira-Lopes 0.

1 Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade Fernando
Pessoa, 4200-150 Porto, Portugal.2 Instituto de Investi-
gagdo, Inovagdo e Desenvolvimento Fernando Pessoa, FP-
131D (FP-BHS), 4249-004 Porto, Portugal

Introduccion: Los trastornos orales potencialmente
malignos (OPMD), son un grupo de condiciones hete-
rogéneas, incluyendo leucoplasia, eritroplasia, leucopla-
sia verrucosa proliferativa, liquen plano oral y fibrosis
submucosa oral que pueden preceder al cancer oral. Los
OPMD se desarrollan en un microambiente complejo
con células especificas, como macrofagos (TAM), que
pueden afectar el proceso de malignidad. Diferentes fe-
notipos TAM, Ml-supresor de tumores o M2- tumori-
génico, pueden tener un papel en la carcinogénesis oral.
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Objetivos: El objetivo de esta revision sistematica fue
ostablecer la relacion entre TAMs y la transformacion
maligna en OPMD.

Métodos: Este estudio se baso en criterios PICO y la
busqueda se realizo en Web of Science, PubMed, B-ON
¢ EBSCO, desde 2012 hasta 1 de noviembre de 2022.
La revision cumplio las Directrices de la Declaracion
PRISMA y la evaluacion de la calidad metodologica.
El protocolo de investigacion fue registrado en PROS-
PERO - CRD42023392880.

Resultados: Un total de once estudios fueron elegi-
dos para analisis final de pacientes con OPMD (leu-
coplasia, liquen plano y lesiones liquenoides, con o sin
displasia). El numero total de sujetos oscild entre 10
y 53 pacientes. Las TAM que expresan niveles eleva-
dos de CDI163 (fenotipo M2) y CD68 se asociaron con
un mayor grado de displasia epitelial y transformacion
maligna. La expresion de IL-37 e IL-10 se correlaciono
positivamente con los macrofagos CD163. Ademas, 1L~
10 mostré una correlacion positiva significativa con el
namero de células T reguladoras (FoxP3). Estos resul-
tados sugieren que el microambiente tumoral polariza
los TAM hacia el fenotipo M2 que, junto con células
Treg, promueven la carcinogénesis oral.
Conclusiones: Aunque la evidencia apunta al impor-
tante papel de los macrofagos M2 en la carcinogénesis
de la mucosa oral, es necesario conocer qué factores
contribuyen al cambio de fenotipo TAM. También, de-
berian incluirse estudios con tejidos inflamados en el

microambiente oral, junto con controles o tejido dis-
plasico.
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HISTIOCITOSIS DE 'C[:ZLULAS DE LANGER-
HANS: PRESENTACION DE UN CASO CLIiNI-
CO CON MANIFESTACIONES ORALES

Sarrion MG, Jiménez Y, Bagdn L, Margaix M, Ga-
valdd C, Bagdn J.

U(:iversidad de Valencia. Facultad de Medicina y Odontolo-
gia. Medicina Bucal.

Introduccién: La histiocitosis de células de Langer-
hans puede afectar a nifios o a adultos con una pran
variedad de manifestaciones clinicas que pueden ser
unifocales o multifocales, a veces con un cardcler
multisistémico, comprometiendo cualquier 6rgano del
cucrpo. A nivel oral las lesiones suelen presentarse en
¢l hueso alveolar con sintomas similares a los de una
enfermedad periodontal como el sangrado, tumefac-
clones, ulceracion de las encias y destruccion Gsea si-
milar a la reabsorcion 0sca que se produce en la perio-
dontitis. Las lesiones intradseas se manifiestan como
lesiones radioliicidas no corticalizadas, expansion de

9]

lablas dseas u osteolisis difusa simulando tumores ma-
lignos, procesos de osteomielitis o en algunos casos,
lesiones quisticas.

Caso Clinico: Exponemos el caso clinico de un pa-
ciente de 38 aiios que acudi a consulta presentado
unas lesiones en encias de 1 afo de evolucion, que
habian sido diagnosticadas y tratadas como enferme-
dad periodontal en multiples ocasiones y en diferentes
clinicas dentales, sin ninguna mejoria. A la explora-
cion clinica se observaron lesiones en encia inferior de
aspecto granulomatoso y ulcerado, sobre todo a nivel
de premolares y molares, asi como una lesion ulcerada
en segundo cuadrante. La ortopantomografia mostra-
ba una afectacion del hueso, tanto en maxilar supe-
rior como en mandibula, con un caracter claramente
osteolitico. Se realizd una biopsia de encia adherida
que mostro un denso infiltrado de células de aspecto
histiocitario de morfologia oval, con nucleos de croma-
tina laxa indentados o con una estria longitudinal con
citoplasma eosinéfilo (células de Langerhans) acom-
paiadas de abundantes eosindfilos. El estudio inmu-
nohistoquimico mostro positividad para S100, CDla y
Langerina, confirmando el diagndstico de histiocitosis
de células de Langerhans. Ante estos hallazgos clinicos
¢ histopatologicos el paciente fue remitido al servicio
de hematologia de su hospital para estudio y tratamien-
to de su enfermedad.
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ESTUDIO CLINICO SOBRE LA EFICACIA Y
TOLERABILIDAD DE UN NUEVQ GEL TO-
PICO Y PASTA DE DIENTES EN PACIENTES
CON XEROSTOMIA: ENSAYO CONTROLADO
ALEATORIZADO

Galera Molero F, Herndndez Herndndes L, Gomez
Garcia F, Pons-Fuster Lopez E, Lipe: Jornet P.

Area de Medicing Bucal - Biomedical Research nstitute
(IMIB-Arrixaca) Facultad de Medicing y Odontologa Univer
sidad de Murcia, Hospital Mo Chaxa Odo

tologica, Murcia

Introduceion: La xerostonia o8 un problema muy fre
cuente en fa poblacion pencral

Objetivos: LT objetive do este estudio Tue determinar
la ehicacta de un nuevo gel v pasta dental en pacientes
con xerostomia

Métodos: Se realizo un estudio clinico aleatorizado,
controlado, doble ciego, en 73 pacientes con xerostomia
divididos en dos grupos: placebo y tratamiento activo,
tres veees al dia durante cuatro semanas consecutivas
Se aplico la encuesta de Xerostomia de Thomson, y se
evaluo la calidad de vida oral (OHIP-14) al inicio y a las
cuatro semanas tras la aplicacion del producto.
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