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Abstract

Myofibroblasts are hybrid-phenotype differentiated cells in between fibroblasts and smooth
muscle cells. Due to their contractile features and ability to synthesize extracellular matrix
components, cytokines, proteases, and proangiogenic factors, myofibroblasts have been implicated
in the pathogenesis of fibrocontractive diseases and in the progression of many tumors, including
oral squamous cell carcinoma (SCC). Objective: To perform a literature review on the origin of
myofibroblasts, their main morpho-physiological and immunohistochemical aspects, and to discuss
the correlations with oral SCC. Method: A search was made on the PubMed database to select the
main papers in the literature in English related to the subject, published between January 1991 and
December 2011. Conclusion: Myofibroblasts are an important component of the stroma of oral SCCs,
although they are not present in all tumors. Abundant presence of myofibroblasts may be associated
with local disease recurrence and decreased patient survival. However, given the relatively limited
number of studies on the subject, further research is needed to clarify the molecular mechanisms
by which myofibroblasts influence the biological behavior of oral SCC.

Resumo

Os miofibroblastos sao células especializadas que exibem um fenétipo hibrido, com caracte-
risticas de fibroblastos e células musculares lisas. Devido sua habilidade contritil e capacidade de
sintese de componentes da matriz extracelular, citocinas, proteases e fatores pro-angiogénicos, os
miofibroblastos tém sido implicados na patogénese de doencas fibrocontriteis e na progressao de
diversos tumores, incluindo o carcinoma de células escamosas (CCE) oral. Objetivo: Fazer uma
revisdo da literatura sobre a origem dos miofibroblastos, seus principais aspectos morfofisioldgicos
e imuno-histoquimicos, assim como discutir sua relacio com o CCE oral. Método: Realizou-se uma
busca eletronica na base de dados PubMed, selecionando os principais artigos da literatura em lingua
inglesa relacionados ao tema, publicados entre janeiro de 1991 e dezembro de 2011. Concluszo: Os
miofibroblastos representam um componente importante do estroma de CCE orais, embora nio es-
tejam presentes em todos os casos desta neoplasia. A presenc¢a abundante destas células pode estar
associada com a recorréncia local da doenga e diminui¢ao da sobrevida dos pacientes. No entanto,
em virtude do nimero relativamente limitado de estudos sobre o assunto, pesquisas ainda siao ne-
cessarias para esclarecer os mecanismos moleculares pelos quais os miofibroblastos sio capazes de
influenciar no comportamento biolégico do CCE oral.
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INTRODUCAO

As neoplasias sao compostas por células tumorais
envoltas em um estroma constituido por vasos sangui-
neos, fibroblastos, matriz extracelular (MEC), células
inflamatdrias e, ocasionalmente, miofibroblastos'*.
Embora o estroma tenha sido considerado por muito
tempo apenas como um tecido de suporte para as cé-
lulas neoplasicas, atualmente existem virias evidéncias
que suportam o seu papel na promocio do fendtipo
maligno®*°. Altera¢des no estroma sao frequentes em
muitos tipos de neoplasias, incluindo o carcinoma de
células escamosas (CCE) oral®.

Originalmente, propds-se que os miofibroblastos
seriam variantes dos fibroblastos, presentes em reacoes
de granulacio no processo de cicatrizacao de feridas,
devido sua atividade contritil. Hoje, os miofibroblas-
tos sao considerados células que exibem um fenotipo
hibrido, com caracteristicas de fibroblastos e células
musculares lisas, capazes de expressar a isoforma a da
actina de musculo liso (a-SMA) e estando caracterizados
pela intensa sintese de proteinas da MEC, fatores de
crescimento, como o fator de crescimento de hepatdcitos
(HGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento de ceratindcitos (KGF),
e proteases"*7,

Estudos recentes tém demonstrado que o prognos-
tico desfavoravel de alguns canceres esta correlacionado
a presenca de miofibroblastos no estroma neoplasico®>®.
Uma explicacio admitida para tal evento estd na capa-
cidade dos produtos sintetizados por essas células em
modular inGmeros eventos biolégicos associados as
caracteristicas malignas, destacando-se, dentre esses, o
crescimento, a diferenciacio, a adesiao, a migracio e a
invasao de células tumorais' 01011,

Além disso, pesquisas tém sugerido que os mio-
fibroblastos podem constituir alvos potenciais para o
tratamento de neoplasias malignas'*'*. Dentre as prin-
cipais vantagens para utilizacao destes tipos celulares
como alvos na terapia antineoplasica, destacam-se a sua
maior estabilidade genética e o possivel desempenho
de atividades e funcoes similares em tumores diversos'.
Estratégias sugeridas para impedir a importante interagao
dos miofibroblastos com as células neoplasicas malignas
incluem a inibicao de vias de sinalizacio envolvidas no
recrutamento e diferenciacio dos miofibroblastos, além
da erradicacao direta destes tipos celulares'*'3.

Objetivo

Este trabalho tem o objetivo de fazer uma revisio
da literatura sobre a origem dos miofibroblastos, seus prin-
cipais aspectos morfofisiologicos e imuno-histoquimicos,

assim como discutir sua relacao com o CCE oral, amplian-
do a compreensio sobre o assunto.

METODO

Foi realizada a busca eletronica de publicacdes
na base de dados PubMed, utilizando-se as seguintes
palavras-chave, obtidas de acordo com Medical Subject
Headings (MeSH): myofibroblasts, oral squamous cell
carcinoma e immunobistochemistry. Foram adotados
como critérios de inclusdo dos estudos: a) reportar-se
aos miofibroblastos, tratar de seus aspectos morfofi-
siol6gicos, imuno-histoquimicos e/ou relacionar sua
participacio no desenvolvimento/progressio do CCE
oral; b) ter sido desempenhado em modelo de estudo
in vivo ou in vitro; ¢) ter sido divulgado no periodo de
janeiro de 1991 a dezembro de 2011. A partir da andlise
da lista de referéncias, foram selecionados 43 trabalhos
publicados de maior relevancia sobre o tema.

REVISAO DA LITERATURA

Origem

Inicialmente, acreditava-se que a substituicao ou
expansao dos miofibroblastos, durante a homeostase ou
em processos patologicos, dava-se apenas a expensas
de populacoes celulares residentes nos tecidos, com es-
pecial énfase para os fibroblastos'>". Entretanto, depen-
dendo da natureza do tecido e de outras caracteristicas
do microambiente, diversos tipos celulares podem atuar
como precursores para os miofibroblastos, como células
musculares lisas, pericitos'®!?, células endoteliais®®, cé-
lulas estreladas do pincreas e do figado®?, adipocitos
e células mioepiteliais®. Estudos tém demonstrado,
ainda, outras fontes potenciais para os miofibroblastos,
incluindo as células-tronco mesenquimais residentes
nos tecidos, os fibrocitos derivados da medula 6ssea e
a transicao epitélio-mesenquimal!>17192,

A diferenciacio de fibroblastos residentes em
miofibroblastos ¢ induzida por sinais paricrinos, gerados
pela reparacao ou tecidos inflamados. Membros da fa-
milia do fator de crescimento transformante  (TGF-),
PDGF, fator de crescimento semelhante 2 insulina II
(IGF-ID) e interleucina-4 (IL-4) parecem ser 0s principais
fatores envolvidos no processo de diferenciacio dos
fibroblastos em miofibroblastos!*!?. Destaque especial
¢ dado ao TGF-B1, um peptideo multifuncional que
regula varias atividades celulares, incluindo crescimento
e diferenciacio celular, expressio e metabolismo de
macromoléculas da MEC?'??. Ele induz os fibroblastos
a sintetizarem a fibronectina, a qual estimula a sintese
de 0-SMA, que, por sua vez, é incorporada as fibras de
estresse. Em seguida, novas proteinas sao sintetizadas,
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permitindo adesdes moleculares entre os miofilamentos
de a-SMA, a membrana citoplasmatica e fibronectina,
caracterizando os miofibroblastos completamente dife-
renciados®.

Aspectos morfofisiologicos e imuno-histoquimicos

Os miofibroblastos sao células que, fisiologica-
mente, secretam altos niveis de citocinas, fatores de
crescimento, quimiocinas, hormoénios, mediadores infla-
matoérios, proteinas de adesio e da MEC?’. Estes tipos
celulares estao presentes em pequenas quantidades na
maioria dos 6rgaos, em especial naqueles locais cuja
forca mecanica é necessaria: cavidade oral, pele, trato
gastrointestinal, Gtero, testiculo, coracao®!.

Morfologicamente, os miofibroblastos se apresentam
como células alongadas ou estreladas, de citoplasma
palidamente eosinofilico, exibindo nucleo regular e
central, com discretas indentacdes e pequenos nuclé-
olos'?. Ultraestruturalmente, os miofibroblastos estio
caracterizados pela presen¢a de um aparato contritil,
organizado sob a forma de feixes de miofilamentos
periféricos de a-SMA, os quais sao analogos as fibras de
estresse evidenciadas em fibroblastos cultivados i vitro.
Estes miofilamentos estao conectados aos complexos de
adesao especializados, os quais se localizam na superticie
celular, denominados fibronexos'®!7?, Nestas estruturas,
os miofilamentos ligam-se as integrinas, as quais, por
sua vez, conectam-se 2 fibronectina existente na MEC.
Funcionalmente, este aparato contratil prové um sistema
mecanotransdutor, capaz de transmitir a for¢a gerada
pelas fibras de estresse 2 MEC#3%,

Analogamente aos fibroblastos ativos, tais células
possuem um reticulo endoplasmitico rugoso e aparelho
de Golgi bem desenvolvidos, resultado da intensa sintese
e secrecao de proteinas, com destaque para o coligeno'”%.
De modo semelhante as células musculares lisas, a pre-
senca de jungdes do tipo gap permite a aderéncia e
comunicacdo eletroquimica entre os miofibroblastos.
Porém de forma contraria, eles sio desprovidos de lamina
externa'>!72033,

A 0-SMA tem sido descrita como o marcador
mais importante para identificar miofibroblastos dife-
renciados™®, embora nao permita a distin¢ao entre estes
elementos celulares e as células musculares lisas™".
Usualmente, os miofibroblastos sao negativos para an-
tigenos presentes em células musculares lisas, como as
cadeias pesadas de miosina de musculo liso, caldesmon
e desmina'®'®®. Porém, estudos demonstraram que os
miofibroblastos, especialmente em estigios mais avan-
cados de diferenciacio, podem expressar antigenos
observados em células musculares lisas*®**, revelando
que o padrao de expressio destas proteinas nestes

tipos celulares pode variar dependendo da localizacio
e da natureza do processo patolégico. Tipicamente,
os miofibroblastos sio negativos para citoqueratinas
(marcadores de células epiteliais), CD68 (marcador de
mondcitos/macrofagos), CD31 (marcador de células
endoteliais) e CD34%!>%,

Até a década de 90, a smoothelin, uma proteina
associada ao aparato contratil, era considerada um mar-
cador de diferenciacao tardia de células musculares lisas,
cuja expressao nao era observada em miofibroblastos? .
Posteriormente, foi verificado que fibroblastos pulmo-
nares tratados com TGF-B1 eram capazes de expressar
smootbelin®. Mais recentemente, a isoforma 4Ig da pro-
teina paladina das fibras de estresse foi proposta como
um novo marcador de diferenciacio miofibroblastica®.
Entretanto, um estudo western blotting prévio, utilizando
anticorpos contra diversas formas de proteinas paladinas,
indicou expressao desta isoforma em células musculares
lisas®'. Conforme Hinz et al.’®, até o momento, nao foi
identificada uma proteina de citoesqueleto capaz de,
isoladamente, diferenciar miofibroblastos de células
musculares lisas.

Miofibroblastos e o carcinoma de células escamosas oral

Os miofibroblastos tém sido identificados como
um componente importante do estroma de diversos
tumores solidos malignos, como carcinomas de mama,
carcinomas hepatocelulares e melanomas**''. No en-
tanto, pesquisas sobre a presenca dos miofibroblastos
em CCE oral e investigacdes sobre a possivel influéncia
destes tipos celulares no comportamento biologico desta
neoplasia e os mecanismos moleculares envolvidos neste
processo sao escassas e foram publicadas, em grande
parte, apenas nos UGltimos cinco anos*>*3323,

Lewis et al., em estudo in vitro com linhagens
celulares de CCE oral e fibroblastos orais primarios
normais, verificaram que as células neoplasicas, através
da secrecao de TGF-B1, sio capazes de induzir a
diferenciacao dos fibroblastos em miofibroblastos. Os
autores observaram, também, que os miofibroblastos
secretavam maiores quantidades do HGF em comparacio
com os fibroblastos primirios e que esta citocina, por
sua vez, era capaz de promover a invasio das células
de CCE oral através do matrigel. De acordo com os
autores, tais achados sugerem a existéncia de um
mecanismo paracrino duplo entre células do CCE oral
e miofibroblastos.

Kellermann et al.?, utilizando um modelo experi-
mental semelhante ao empregado no trabalho de Lewis
et al.®, corroboraram a atuacio importante das células do
CCE oral no processo de diferenciacao dos fibroblastos
orais primarios normais em miofibroblastos, através da
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secrecio de TGF-B1. Além disso, os autores observaram
que o tratamento das linhagens celulares de CCE oral
com meio condicionado por miofibroblastos determi-
nou aumento significativo nos indices de proliferacio
das células tumorais. De acordo com Kellermann et
al.®, os resultados obtidos em seu estudo demonstram
a existéncia de efeitos paracrinos mutuos entre células
do CCE oral e fibroblastos orais normais, caracterizados
pela indugio da transdiferenciacio destes tltimos tipos
celulares em miofibroblastos e pela modulacao da pro-
liferacao das células neoplasicas malignas.

Estudos em modelos animais também demons-
tram evidéncias que sugerem um importante papel
para as células epiteliais malignas no surgimento dos
miofibroblastos em carcinomas orais. Vered et al.’’, em
estudo de carcinogénese experimental com oxido de
nitroquinolina (4NQO) na mucosa da lingua de ratos
Wistar, observaram que, em areas de epitélio normal,
hiperceratotico/hiperplasico e displasico, os miofibro-
blastos eram escassos ou completamente ausentes no
tecido conjuntivo subjacente. Contudo, nas dreas de car-
cinoma superficial ou invasivo, foi constatado aumento
significativo no nimero de miofibroblastos, por vezes
com intima proximidade entres estes tipos celulares e
as células neopldsicas malignas. Para os autores, estes
achados sugerem a ocorréncia de importantes interacoes
epitélio-mesénquima simultaneamente a transformacao
maligna ou uma possivel transdiferenciaciao das células
epiteliais malignas em miofibroblastos durante a carci-
nogénese oral.

Em adicao aos achados reportados anteriormente,
Vered et al.®® observaram, novamente em estudo de
carcinogénese experimental com 4NQO na mucosa da
lingua de ratos, que carcinomas orais de animais dessa-
livados apresentavam nimero significativamente menor
de miofibroblastos em comparacio aos carcinomas de
animais sem alteracdes no fluxo salivar. De acordo
com os autores, a presenca de um nimero significativo
de miofibroblastos no CCE oral parece depender nao
apenas de fatores secretados pelas células neoplasicas
epiteliais malignas, mas também da participaciao de
mediadores quimicos presentes na saliva, com destaque
para o TGF-p.

Kellermann et al.? avaliaram, por imuno-histoqui-
mica, a presenca de miofibroblastos em CCE de lingua,
displasias epiteliais orais e espécimes de mucosa oral
normal. Em detrimento aos espécimes de mucosa oral
normal e de displasia epitelial oral, os miofibroblastos
foram observados apenas no estroma dos carcinomas,
particularmente no front de invasao tumoral. Além disso,
foram constatadas menores taxas de sobrevida geral nos
pacientes cujos tumores possuiam uma abundante quan-

tidade de miofibroblastos no front de invasiao tumoral.
Resultados similares foram obtidos no estudo realiza-
do por Kawashiri et al.¥ em CCE de diversas regioes
anatomicas da cavidade oral. Para Kellermann et al?, a
analise da quantidade de miofibroblastos nos CCEs de
lingua poderia ser ttil na determinacao do progndstico
para os pacientes portadores destes tumores.

Vered et al.® realizaram andlise imuno-histoqui-
mica da presenca de miofibroblastos em CCE de lingua
e verificaram maior frequéncia de tumores com alto
escore de miofibroblastos em pacientes com menos de
60 anos. Foi observado, também, que pacientes cujos
tumores exibiam maiores quantidades de miofibroblas-
tos possuiam menor percentual de sobrevida livre de
doenca em cinco anos (37,6% vs. 82,3%). Além disso,
o percentual de pacientes vivos cinco anos apos o
diagnéstico da lesao foi significativamente menor no
grupo dos tumores com alto escore de miofibroblastos
(61,2%) em compara¢ao com o grupo dos tumores com
baixo escore destas células (90,6%). Apos andlise de
regressao multivariada, a abundancia de miofibroblastos
no estroma tumoral demonstrou efeito adverso indepen-
dente sobre a recorréncia local. Para Vered et al.*, uma
abundante quantidade de miofibroblastos no estroma
do CCE de lingua causaria um impacto desfavoravel no
risco de recorréncia local destes tumores, especialmente
em pacientes com menos de 60 anos.

DISCUSSAO

Embora considerado por muito tempo apenas
como um tecido de suporte para as células neoplisicas,
resultados obtidos em numerosas investigacoes cientifi-
cas suportam a hipétese de que o estroma ¢ capaz de
regular os processos de invasio e metastase tumoral>*>.
A despeito da diversidade de tipos celulares existentes no
estroma tumoral, como células endoteliais sanguineas e
linfaticas, células inflamatérias e células do sistema imune,
estudos tém apontado os miofibroblastos como um dos
principais tipos celulares envolvidos na promociao do
fenotipo maligno'>™.

Apesar de pouco numerosas, as pesquisas realizadas
em CCE oral sugerem um importante papel para os
miofibroblastos no processo de invasio desta neoplasia
maligna e associam a presenca destes tipos celulares
com a recorréncia local da doenga e com diminuicio
da sobrevida dos pacientes®*>*¥3. Os mecanismos mo-
leculares pelos quais os miofibroblastos influenciam no
comportamento biolégico do CCE oral ainda nao sao
completamente compreendidos, mas podem envolver
a modulacio da expressiao de diversos fatores de cres-
cimento, citocinas, componentes da MEC e enzimas
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proteoliticas, com destaque para as metaloproteinases de
matriz (MMPs), como observado em estudos realizados
com outras neoplasias malignas'>®.

Em virtude de sua capacidade de sintese e
secrecio de varios fatores de crescimento, como
HGF, PDGF, KGF e fator estimulador de coldnia de
granulécito-macréfago (GM-CSF)!'#%¥, pesquisas tém su-
gerido uma participacio importante dos miofibroblastos
no estimulo a proliferaciao de células neoplasicas'®. A
despeito da assertiva anterior, Lewis et al.° observaram
que células de CCE oral cultivadas em meio condiciona-
do por fibroblastos apresentavam indices de proliferaciao
celular semelhantes aos das cultivadas em meio condi-
cionado por miofibroblastos. Por outro lado, Kellermann
et al.? observaram aumento significativo nos indices de
proliferagio celular nas linhagens de CCE oral cultivadas
em meio condicionado por miofibroblastos. Este efeito
indutor dos miofibroblastos sobre a proliferagiao celular
no CCE oral foi corroborado posteriormente por Sobral
et al>. Além disto, estes autores identificaram que os
efeitos dos miofibroblastos sobre a proliferacao celular
no CCE oral siao decorrentes da secrecio de activina-A,
uma proteina pertencente a familia do TGF-f.

Pesquisas tém revelado que os miofibroblastos
podem favorecer a migracao das células neoplasicas'”,
provavelmente por meio da secrecio de proteases capa-
zes de degradar componentes da MEC, como as MMPs
-2,-3 e -9*% a uroquinase ativadora do plasminogénio*¥
e a proteina ativadora de fibroblastos®. Em consonincia
com estes achados, Sobral et al.®> constataram, em estudo
in vitro, que os miofibroblastos foram capazes de induzir
a invasao das células de CCE oral através do matrigel,
um evento acompanhado por aumento na sintese de
metaloproteinases nas células tumorais, particularmente
as MMPs-1, -2, -9 e -13. Além disso, esses autores obser-
varam, in vivo, correlacio significativa entre a presenca
de miofibroblastos e atividade enzimatica das MMPs-2
e -9 em amostras de CCE oral, por andlise zimografica.
Outros estudos em CCE oral revelam, ainda, que os
miofibroblastos sio capazes de estimular o processo
de invasao tumoral pela secrecio de quimiocinas® e
da sintese de componentes especificos da MEC, como
algumas isoformas de laminina®.

Apesar dos diversos mecanismos apresentados
anteriormente e das pesquisas que sugerem um im-
portante papel para os miofibroblastos no processo
de invasao do CCE oral e associam a presenca destes
tipos celulares com a recorréncia local da doenga e com
diminuicao da sobrevida dos pacientes®>*3% estudos
imuno-histoquimicos revelam percentuais importantes
de CCE orais que apresentam escassa quantidade de

miofibroblastos ou siao considerados negativos para
estes tipos celulares.

No trabalho realizado por Kellermann et al.?,
39,48% (n = 15) dos CCE orais foram classificados como
negativos para miofibroblastos em seus estromas. Além
disso, 11 (47,82%) dos 23 casos de CCE oral considerados
positivos para miofibroblastos revelaram escassa quan-
tidade destes tipos celulares. Apesar disto, estes autores
observaram correlacio significativa entre abundante
quantidade de miofibroblastos no estroma tumoral e
envolvimento linfonodal regional, estadiamento clinico
avancado e recorréncia regional (em linfonodos). Em
outro estudo, De-Assis et al.” relataram uma quantidade
abundante de miofibroblastos em 15 (36,58%) de 41
casos de CCE oral avaliados imuno-histoquimicamente,
a maijoria dos quais apresentava alto grau histolégico de
malignidade®. Em conjunto, os achados destes estudos
revelam que os miofibroblastos nao sao um constituinte
comum a todos os CCE orais e, adicionalmente, sugerem
que a andlise da quantidade destas células estromais
pode auxiliar na identificacao de lesdes com comporta-
mento biolégico mais agressivo.

Além de nao estarem presentes de forma abundante
em todos os CCE orais, diversos trabalhos tém suge-
rido o envolvimento dos miofibroblastos apenas em
estigios mais avancados da carcinogénese oral. Assim,
usualmente, lesdes leucoplasicas com graus variados de
displasia epitelial nao revelam miofibroblastos na lamina
prépria, estando o aparecimento de quantidades signi-
ficativas destes tipos celulares intimamente associado 2a
presenca de invasao do tecido conjuntivo subjacente®*!3.
De acordo com Etemad-Moghadam et al.’®, o apareci-
mento dos miofibroblastos nos CCE orais poderia estar
relacionado a um efeito indutor do epitélio carcinomatoso
sobre o estroma circunvizinho.

CONCLUSAO

Os miofibroblastos representam um componen-
te importante do estroma de CCE orais, embora nao
estejam presentes em todos os casos desta neoplasia.
Apesar de escassos, resultados de estudos in vitro su-
gerem o envolvimento destas células com capacidade
contritil no processo de invasao dos CCE orais, prova-
velmente em decorréncia da modulacao da expressao
de fatores de crescimento, citocinas, componentes da
MEC e enzimas proteoliticas. Além disso, investigacoes
clinico-patolégicas e imuno-histoquimicas associam a
presenca de um nimero abundante de miofibroblastos
no estroma dos CCE orais com a recorréncia local da
doenca e com diminuicao da sobrevida dos pacientes.
Apesar destes importantes achados, em virtude do
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numero relativamente limitado de estudos sobre o as-
sunto, pesquisas ainda sio necessarias para esclarecer os
mecanismos moleculares pelos quais os miofibroblastos
sao capazes de influenciar no comportamento biolégico
do CCE oral.
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