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RESUMO

Objetivos: Levantar e revisar os casos diagnosticados como leucoplasia oral (LO) no
Servico de Anatomia Patolégica Bucal da UFES, no periodo de 2009 a 2017,
descrever as caracteristicas clinicas, séciodemogréficas histopatoldgicas, aplicar os
critérios para leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) propostos por Cerero-Lapiedra
et al. (2010) e Villa et al. (2018) e realizar a imunohistoquimica das LVP. Métodos: A
partir dos registros do Servico de Anatomia Patolégica Bucal do Curso de Odontologia
da UFES foram levantados todos os casos diagnosticados como LO de 2009 a 2017.
As requisi¢6es histopatolégicas, fichas e prontuarios foram acessados para coleta dos
dados séciodemograficos, habitos e dados clinicos. As laminas histopatolégicas de
cada caso foram revisadas. Os dados foram submetidos a andlises descritivas
(médias, medianas e propor¢des) e a associacao das variaveis com as categorias
diagnosticas obtida pelo teste do qui-quadrado. Resultados: Dos 97 pacientes
diagnosticados com LO, 18 cumpriram os critérios para LVP-Cerero, destes 83,33%
(n=15) do género feminino e 16,17% (n=3) do masculino, e 8 cumpriram 0s critérios
para LVP-Villa, destes 75% (n=6) do género feminino e 25% (n=2) do masculino. A
média de idade encontrada foi de 61,22 e 57,75 anos, respectivamente. Quanto aos
habitos, nas LVP-Cerero 66,67% dos pacientes declaram ndo ser tabagistas (n=12) e
nas LVP-Villa o nUmero de tabagistas e ndo tabagistas foi igual, 37,5% (n=3). Houve
associacao das LVP com multiplos sitios acometidos (p=0,08 e 0,016). A maioria das
lesbes eram brancas, 81,48% (n=44) na LVP-Cerero e 92,31% (n=24) na LVP-Villa e
nao possuia superficie lisa (=38, 70,37% e n=17, 65,38%, respectivamente). A lingua
foi mais acometida (n=21, 38,89%) na LVP-Cerero e a mucosa jugal (n=12, 42,86%)
na LVP-Villa. Houve transformacéo maligna de dois casos de LVP. Havia associagao
da camada granulosa com LVP-Villa (p=0,03), associa¢do da orto e paraceratina
simultaneamente com a LVP-Villa (p=0,004), associacdo da degeneragao da camada
basal com a LVP-Cerero (p=0,039) e associacdo da distribuicdo do infiltrado
inflamatorio com ambas (p=0,004 e 0,003). Conclusé&o: Os critérios diagnosticos
aplicados foram uteis para identificar os casos de LVP e podem ser aplicados na
pratica clinica. O perfil da LVP difere do perfil classico do paciente que desenvolve

cancer de boca, acometendo mais mulheres ndo fumantes.



Palavras-chave: Leucoplasia oral. Leucoplasia verrucosa proliferativa. Carcinoma de

células escamosas. Doencas de boca.



ABSTRACT

Objectives: To survey and review the cases diagnosed as oral leukoplakia (OL) at the
UFES Department of Oral Pathological Anatomy, from 2009 to 2017, describe the
clinical and socio-demographic histopathological characteristics, apply the criteria for
proliferative verrucous leukoplakia (PVL) proposed by Cerero- Lapiedra et al. (2010)
and Villa et al. (2018) and perform PVL immunohistochemistry. Methods: From the
records of the Oral Pathological Anatomy Service of the UFES Dentistry Course, all
cases diagnosed as OL from 2009 to 2017 were surveyed. Histopathological requests,
records and medical records were accessed to collect socio-demographic data, habits
and clinical data. The histopathological slides of each case were reviewed. The data
were subjected to descriptive analysis (means, medians and proportions) and the
association of variables with the diagnostic categories obtained by the chi-square test.
Results: Of the 97 patients diagnosed with OL, 18 met the criteria for PVL-Cerero, of
these 83.33% (n=15) were female and 16.17% (n=3) were male, and 8 met the criteria
for PVL-Villa, of these 75% (n=6) female and 25% (n=2) male. The average age found
was 61.22 and 57.75 years, respectively. Regarding habits, in the PVL-Cerero 66.67%
of the patients declared they were not smokers (n=12) and in the PVL-Villa the number
of smokers and non-smokers was equal, 37.5% (n=3). There was an association of
PVL with multiple affected sites (p=0.08 and 0.016). Most injuries were white, 81.48%
(n=44) in PVL-Cerero and 92.31% (n=24) in PVL-Villa and did not have a smooth
surface (n=38, 70.37% and n=17, 65.38%, respectively). The tongue was more
affected (n=21, 38.89%) in the PVL-Cerero and the jugal mucosa (n=12, 42.86%) in
the PVL-Villa. There was a malignant transformation in two cases of PVL. There was
an association of the granular layer with PVL-Villa (p=0.03), an association of ortho
and paraceratin simultaneously with PVL-Villa (p=0.004), an association of
degeneration of the basal layer with PVL-Cerero (p=0.039) and association of the
distribution of the inflammatory infiltrate with both (p=0.004 and 0.003). Conclusion:
The diagnostic criteria applied were useful to identify cases of PVL and can be applied
in clinical practice. The LVP profile differs from the classic profile of the patient who

develops oral cancer, affecting more non-smoking women.

Keywords: Oral leukoplakia. Proliferative verrucous leukoplakia. Squamous cell

carcinoma. Diseases of the mouth.



Figura 1l -

Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -
Quadro 1 -

Quadro 2 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Padronizacdo do anticorpo utilizando uma lamina de carcinoma
(od0] 0] 1 (= r- | I RSP
Imagem representativa dos casos de leucoplasia oral e LVP.............
Caso de LO e LVP, respectivamente, demonstrando os achados
NIStOPALOIOGICOS. ... . et
Aspectos clinicos iniciais da LVP observados apdés 5 anos de
AcoMPANNAMENTO........uueiiiii i
Aspectos CliNICOS da LVP.......ccoooiiiiece e
Caracteristicas histopatologicas da LVP...........cccccovviiiiieieeiniiiiieen.
Aspectos imunohistoquimicos da LVP.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Critérios para classificacdo de LVP segundo Cerero-Lapiedra et al.
(2010). Para ser considerado como portador de LVP, o paciente
deve cumprir 3 critérios maiores (sendo o E um deles), ou 2 maiores
(sendo 0 Eum deles) @ 2 MEeNOIEsS..........eveeeviiiiiiiiiiiiiiieieeeeees
Critérios para classificacdo de LVP segundo Villa et al. (2018). Para
ser considerado portador de LVP, o paciente deve cumprir os 4

(o £10=] £ [0 1= JRN U UT PR PRUPR

29
32

35

38

38

41
44

21

22



LISTA DE TABELAS

Tabela 1l - Andlise comparativa dos dados soOciodemograficos entre

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

leucoplasia oral @ LVP..........uuiiiiiiiiee e

Andlise comparativa dos dados clinicos entre leucoplasia oral e

Andlise comparativa dos dados histopatolégicos entre leucoplasia
OFAl € LVP .o

Andlise descritiva da imuno-histoquimica das

Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP —
dados sociodemogréficos e clinicos (analise por paciente) ............
Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP —
dados clinicos (analise por Iamina) .........ccccccceveiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiins
Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP —
dados de aspecto da lesdo (analise por [amina) .........ccccoeeceveeeeenns
Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP —
dados histopatologicos (analise por lamina) ............cccceeevvvveevvvivnnnns
Comparacédo dos dados obtidos com a 12 bidpsia com a bidpsia
1|0 FST=T0 [T (S

33

34

36

43

45

46

a7

48



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AR-HPV — Papiloma Virus Humano de alto risco
BR-HPV — Papiloma Virus Humano de baixo risco
CCE - Carcinoma de Células Escamosas

CEO - Carcinoma Epidermaoide Oral

CECE - Carcinoma Epidermoéide de Células Escamosas
CECO - Carcinoma de Células Escamosas Oral
CK19 - Citoqueratina 19

DEO - Displasia Epitelial Oral

DOPM - Desordens com Potencial de Malignizacéo
HPV — Papiloma Virus Humano

LO — Leucoplasia Oral

LPO — Liquen Plano Oral

LVP — Leucoplasia Verrucosa Proliferativa

LVP-CCE - Carcinoma de Células Escamosas associado a Leucoplasia Verrucosa

Proliferativa

LVP-Cerero — Leucoplasia Verrucosa Proliferativa de acordo com os critérios de
Cerero-Lapiedra et al. (2010)

LVP-Villa — Leucoplasia Verrucosa Proliferativa de acordo com os critérios de Villa et
al. (2018)

OMS - Organizacado Mundial de Saude

UFES - Universidade Federal do Espirito Santo



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

5.1

511
5.1.2
5.1.3
5.2

521
5.2.2
5.2.3
5.2.4
525
5.2.6
5.2.7

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt 14
REVISAO DE LITERATURA ......oouiteteeetteeee ettt 16
DESORDENS COM POTENCIAL DE MALIGNIZACAO...........cccovueae. 16
DISPLASIA EPITELIAL ORAL.....coecvoveiveteeeeeeeeee st see st eesee e eenaens 16
LEUCOPLASIA ORAL......otiuiiititeeee et en st en s en s 18
LEUCOPLASIA VERRUCOSA PROLIFERATIVA.......covoeoiieeeieeeeeeenns 20
MARCADOR CKLO......c.ouiiiiieeeieeteee e eeeeee et eeetesaens s esess e e 22
(@128 1 = 1 1Y 1S T 26
OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS......coooeeiecieee et 26
MATERIAIS E METODOS.......ciiiiiieeiiee et 27
SELECAQO DOS CASOS......coiiceeieeeceee e tesstee st eaneean e 27
APLICACAO DOS CRITERIOS PARA LVP.......coovieeieeeeeeeeeeeeee, 27
ANALISE HISTOPATOLOGICA.......coeieeeeeeeeeeeee e 28
SELECAO DOS BLOCOS DE PARAFINA E PADRONIZACAO DO

ANTICORPO PARA IMUNO-HISTOQUIMICA DE LVP.......c.ccccvevunnne... 28
4.5 REACAO IMUNOHISTOQUIMICA.......coovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
4.6 ANALISE DOS DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICO....... 30
4.7 ANALISE DA MARCACAO IMUNOHISTOQUIMICA.........c.ceevene.. 30
RESULTADOS......ooiitetetie ettt tee et eaeee et saateeaneeananns 32
LEUCOPLASIA ORAL......oviieeeeeeeee e, 32
DADOS SOCIODEMOGRAFICOS.......coooveeeeeeceeeeeeeeeee e, 32
DADOS CLINICOS.......coo ittt en et ean e 33
DADOS HISTOPATOLOGICOS........cooviieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
Y = TR PP 37
CLASSIFICACOES. ...ttt 38
DADOS SOCIODEMOGRAFICOS LVP-CERERO.........cccccvevviieranne. 39
DADOS CLINICOS LVP-CERERO........ccoceiieiiieeeeeesee s 39
DADOS HISTOPATOLOGICOS LVP-CERERO........cccocviierieeeieeeaien, 40
DADOS SOCIODEMOGRAFICOS LVP-VILLA.......c.coveeeeierieeeeen 41
DADOS CLINICOS LVP-VILLA.......oiiieieeeeeeeeeee et 42
DADOS HISTOPATOLOGICOS LVP-VILLA.......c.ccocvereereerseeeenannns 42



5.2.8  5.2.5 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA.......c.coeoirieiereeeeeeeeeseeeenesiens 43
5.2.8.1 5.2.5.1 ANALISE DESCRITIVA......cootieereeieteeeeeeeee e en e 43
5.2.8.2 5.2.5.2 ANALISE QUANTITATIVA...coiiiiieiee ettt 44
5.3 ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA ENTRE LEUCOPLASIA
ORAL E LVP.....ocecee ettt ettt 44
5.4 ANALISE =~ COMPARATIVA  ENTRE PACIENTES  QUE
APRESENTARAM MAIS DE UMA BIOPSIA EM MOMENTOS
DIFERENTES. ...ttt sttt ettt ettt nn e 49
6 DISCUSSAOD. ..ottt ettt ete et sae e ete et saensere e 51
7 CONCLUSAOD. ..ottt te et ere e 58
REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt ettt ettt et etesteate e estaneanas 60

ANEXO A - CARTA DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUIS A . e 64



14

1 INTRODUCAO

As desordens orais com potencial de malignizagdo (DOPM) apresentam
diferentes probabilidades de desenvolver uma neoplasia maligna e a sua identificacéo
tem contribuido para o diagnostico precoce do cancer de boca (GOODSON et al.,
2015).

A leucoplasia oral (LO) é considerada uma DOPM, sendo a mais comum
delas. Nao apresentam alteracdes clinicas e histopatoldgica especificas, e seu
diagnéstico é feito juntamente com a avaliacdo clinica e exclusdo das demais
patologias caracterizadas por placas brancas orais. (NEVILLE et al., 2016; EL-
NAGGAR et al., 2017).

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) € um subtipo pouco comum da LO,
de alto risco de transformagé&o maligna, descrita pela primeira por Hansen et al. (1985).
Ela se caracteriza inicialmente como uma hiperceratose persistente de crescimento
lento e simples, que tende a se espalhar e se tornar multifocal e, com o tempo,
desenvolve areas exofiticas em sua superficie. A LVP pode afetar qualquer area da
mucosa oral, mas, a localizacdo na gengiva tem sido descrita como preferencial. E
uma lesao de dificil diagnostico e o tratamento de forma eficaz, € dificultado pelo fato
de ter multiplas recorréncias e o aparecimento progressivo de novas lesées (BAGAN
et al., 2010; BISHEN; SETHI, 2009; HANSEN et al., 1985).

As LVP, inicialmente, séo indistinguiveis das LO comuns, se apresentando como
uma placa esbranquicada homogénea uni ou multifocal de superficie lisa. Porém, ela
tem um crescimento persistente, se tornando de natureza exofitica e verrucosa e com
alto grau de recorréncia. Sob o ponto de vista histopatolégico, embora comece como
uma hiperceratose simples pode evoluir para hiperplasia verrucosa, diferentes graus
de displasia, e, eventualmente, carcinoma de células escamosas convencional ou
carcinoma verrucoso (BAGAN et al., 2003; BISHEN; SETHI, 2009).

A LVP é um tipo de leucoplasia diferente das demais e de dificil diagndstico,
sendo necessérios estudos para melhor compreender seu comportamento e evolucao,
bem como o perfil do paciente acometido. Ha grande dificuldade e duvidas em relagéo
a conduta de tratamento quando o profissional de saude se depara com um caso de

LVP. A adocdo de critérios de diagnostico, bem como exames adicionais, como
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imuno-histoquimica, pode ajudar na identificacdo dessa DOPM (CERERO-LAPIEDRA
et al., 2010; HANSEN et al., 1985; VILLA et al., 2018).

A citoqueratina 19 (CK19) é uma de 20 tipos existentes de queratinas
apresentando aplicacdo como marcador tumoral em varios tipos de cancer, como
tiredide, toracico, pulmao, pancreético, cervical e colorretal (MEHRPOUYA et al.,
2019), além de ser descrito que ela esta presente em liquen plano oral (LPO)
(BOMBECCARI et al., 2018), carcinoma de células escamosas (CCE) (BOMBECCARI
et al., 2018; MEHRPOUYA et al., 2019; NOORLAG et al., 2017; SANTORO et al.,
2015) e cistos e tumores odontogénicos (MEHRPOUYA et al., 2019). Em vérios tipos
de cancer, a CK19 pode estar superexpressa e pode desempenhar um papel crucial
na transformacédo tumorigénica (SAHA et al., 2018).

Com esse estudo, pretende-se comparar critérios diagnosticos para LVP em
uma amostra de LO, para detectar se ha um critério com maior acuracia do que outro,
ou que apresente associacdo com o desfecho do paciente. A andlise da marcacéo
imuno-histoquimica para CK19 foi feita para caracterizar essa citoqueratina nesse tipo
de leséo e, por meio da comparacéo entre as LVP com seus desfechos e estagio de
acometimento perceber se as lesdes que expressam mais CK19 tenderiam a ser mais

agressivas.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi aplicar os critérios propostos por Cerero-
Lapiedra et al. (2010) e Villa et al. (2018) para realizar o diagnostico da LVP em
pacientes com LO e descrever as caracteristicas clinicas, séciodemogréficas,
histopatoldgicas da LO em comparacdo com LVP, bem como descrever a expressao

imuno-histoquimica da CK19 em LVP.
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2 REVISAO LITERATURA
2.1 DESORDENS COM POTENCIAL DE MALIGNIZACAO

As DOPM tém sido muito discutidas na literatura pois apresentam diferentes
probabilidades de desenvolver uma neoplasia maligna, podendo ser um CCE, ou
algum subtipo deste que é o cancer mais comum da cavidade bucal. Dessa forma,
sua importancia clinica tem sido destacada por contribuir para o diagnostico precoce
do cancer de boca (GOODSON et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2005, atualizou a
nomenclatura das lesées anteriormente classificadas como lesfes e condicdes orais
pré-malignas para desordens com potencial de malignizacdo. A nomenclatura antiga
sugeria que todas as lesbes classificadas como pré-cancerosas, obrigatoriamente,
irlam sofrer transformacdo maligna. Nesta reunido, estudiosos procuraram um nome
gue refletisse melhor o comportamento das lesdes, ja que em muitos casos, ndo havia
a transformacédo maligna, mas ainda assim ha a necessidade de acompanhamento
(WARNAKULASURIYA; JOHNSON; VAN DER WAAL, 2007).

A OMS classifica como DOPM a leucoplasia, eritroplasia, eritroleucoplasia,
liquen plano oral, candidiase crbnica, queilite actinica, lesbes palatinas associadas
com fumo invertido, fibrose submucosa oral, disceratose congénita, ceratose do
tabaco sem fumaca, glossite sifilitica e lUpus eritematoso discoide. Estas desordens
apresentam epitélio de revestimento morfologicamente alterado, com risco de
transformacao maligna maior quando comparado ao de um tecido normal. Sendo que
a eritroplasia e a leucoplasia verrucosa proliferativa apresentam o maior indice de
transformacao maligna, enquanto que as leucoplasias homogéneas e o liquen plano
sao lesBes mais frequentes, porém mostram baixa taxa de malignizacdo (VAN DER
WALL, 2009; NEVILLE et al., 2016; EL-NAGGAR et al., 2017).

2.2 DISPLASIA EPITELIAL ORAL

A displasia epitelial oral (DEO) é caracterizada como um conjunto de alteragfes
arquiteturais e citolégicas causadas pela somatéria de alteracdes genéticas
associadas a um fator de risco para a progressao do CCE. As alteracbes epiteliais
incluem proliferacdo, maturacéo e diferenciacdo anormais das células, podendo o

epitélio ser atrofico, acantdtico e ceratinizado ou néo ceratinizado. A DEO é



17

classificada em trés graus de severidade, sendo a leve definida por atipias citolégicas
limitadas ao terco basal, a moderada por atipias compreendendo até o terco médio, e
a grave por atipias compreendendo até o terco superior do epitélio (EL-NAGGAR et
al., 2017).

Atualmente a DEO é o fator mais importante para indicar probabilidade de
transformacdo maligna (SHUE-SANG et al.,, 2007). Lesbes displasicas sé&o
classificadas em lesbes com displasia leve, moderada e severa/grave, de acordo com
a extensdo epitelial, ou seja, quantidade de camadas epiteliais atingidas, que se
observa na analise histopatolégica (VAN DER WAAL, 2009).

A DEO estéa pouco presente nas leucoplasias, mas é um achado comum nas
eritroplasias e eritroleucoplasias. Embora a presenca de displasia esteja relacionada
com o desenvolvimento do CCE, a maioria das displasias ndo evolui para um
carcinoma. Geralmente, quanto mais avancado o grau de displasia, maior a
probabilidade de desenvolver CCE (EL-NAGGAR et al., 2017).

7z

Alguns casos de DEO podem resultar em CCE, por isso, € importante o
acompanhamento destes casos afim de diagnosticar precocemente CCE de cavidade
oral. O estagio clinico do CCE oral e o diagnéstico influenciam a magnitude do
tratamento necessario e o progndstico. Diante disso, Ho et al. (2013), realizaram um
estudo em que levantaram 91 pacientes com DEO, e observaram que 23 (25%)
apresentaram transformacdo maligna. Dos casos em que houve transformacéo, foi
avaliado TNM clinico e patoldgico, cirurgia, radioterapia, recorréncia, segundo tumor
primario e prognaostico. Vinte e um foram tratados inicialmente por ampla exciséo local,
2 necessitaram de resseccdo de tumor e reconstrucdo, e 2 necessitaram de
radioterapia adjuvante. Esses pacientes foram acompanhados em média por 48
meses, onde 3 tiveram recidiva local, 1 teve recorréncia regional, 1 teve cancer de
pulmdo metacrbnico e 5 tiveram o segundo CCE oral primario. Houve mais
diagnésticos de displasia epitelial oral em 5 casos durante o acompanhamento. Dessa
forma, foi possivel concluir que a monitorizagéo especializada da DEO por uma equipe
multidisciplinar permite que o CCE seja detectado precocemente e possibilite um
tratamento amplamente curativo com intervencdo cirirgica simples e geralmente
menor. A alta incidéncia de segundo CCE oral primario em pacientes de alto risco com

DEO apoia ainda mais a vigilancia direcionada intensiva nesse grupo (HO et al., 2013).
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Outro estudo mais recente também sugere que 0 manejo contemporaneo das
DOPM se baseia na identificacéo clinica de lesbes suspeitas e bidpsia incisional para
permitir a avaliagéo histopatoldgica e a classificacdo da displasia, juntamente com a
excisdo de lesdes de alto risco (leucoplasia no assoalho da boca, lingua ventrolateral
e mucosa bucal e eritroleucoplasia) e a vigilancia em longo prazo. No entanto, &
impossivel prever resultados clinicos ou risco de transformacao maligna. O objetivo
deste estudo foi avaliar a relevancia das DOPM de boca previamente identificadas
para o desenvolvimento do CCE e estadiamento da doenca. Foram avaliados 1248
casos de CCE entre janeiro de 1997 e dezembro de 2008, onde 58 lesdes precursoras
identificaveis tornaram-se malignas, mas apenas 25 tiveram displasia na biopsia
inicial; 19 de 33 lesdes ndo displasicas apresentaram apenas infiltrado liquendide. O
CCE surgiu com maior frequéncia em ventre de lingua e no assoalho de boca, com
um tempo médio de transformacao de 29,2 meses. O tempo de transformacao foi
significativamente menor nos homens e aqueles com mais de 70 anos de idade. Este
estudo mostra que os resultados da bidpsia incisional e a de gradacédo da displasia
tém uso limitado como ferramentas preditivas e apoia a visdo de que o cancer pode
surgir na auséncia de displasia epitelial reconhecivel. Estes achados confirmaram a
importancia da vigilancia clinica e da vigilancia ativa em todos os pacientes com lesées
orais clinicamente instaveis, independentemente dos achados histopatologicos
(GOODSON et al., 2015).

2.3 LEUCOPLASIA ORAL

A LO é definida pela OMS como “uma mancha ou placa branca, de risco
qguestionavel, que ndo pode ser caracterizada clinica ou patologicamente como
qualquer outra DOPM, sendo necessaria a realizagao de bidpsia”. A LO ndo apresenta
alteracdo histopatolégica especifica, e seu diagnéstico € feito juntamente com a
avaliacao clinica e exclusao das demais patologias caracterizadas por placas brancas
orais. Apesar da mesma nao apresentar diagndstico histopatolégico especifico, ela é
considerada como uma DOPM, pois a frequéncia de transformagédo maligna é maior
do que comparado a uma mucosa normal. O uso do termo DOPM né&o sugere que
caracteristicas histopatoldgicas de displasia epitelial sejam encontradas em todas as
lesBes, jA que o epitélio displasico ou o carcinoma invasivo podem ser encontrados
em somente 5% a 25% das bidpsias de leucoplasia em boca (NEVILLE et al., 2016;
EL-NAGGAR et al., 2017).
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A LO é a DOPM mais comum, representando 85% dos casos e em um terco
dos carcinomas orais, a leucoplasia oral apresenta estreita proximidade. Sua
prevaléncia varia entre 1,5 e 4,3%, atingindo mais o género masculino, exceto em
populacdes em que as mulheres fazem uso de algum tipo de tabaco e derivados com
mais frequéncia (NEVILLE et al., 2016). Sua causa ainda é desconhecida, embora
exista algumas hipéteses, como tabaco, alcool, radiacdo ultravioleta, microrganismos
e trauma (NEVILLE et al., 2016).

A LO geralmente afeta individuos acima de 40 anos de idade e sua prevaléncia
aumenta a medida que a idade avanca, especialmente em homens. A idade média de
acometimento é 60 anos de idade. Cerca de 70% das leucoplasias sdo encontradas
no vermelhdo do labio, mucosa jugal e gengiva. Porém lesGes em lingua, vermelh&o
do labio e assoalho representam 90% das leucoplasias que apresentam displasia ou
carcinoma (NEVILLE et al., 2016).

Inicialmente, a LO se apresenta como uma placa branca ou acinzentada, plana
ou ligeiramente elevada, podendo ser translicida, fissurada ou enrugada, com bordas
bem delimitadas podendo se misturar com a mucosa normal, sendo denominada
leucoplasia leve ou delgada. Estas, normalmente ndo apresentam displasia e podem
desaparecer ou continuar inalteradas. Caso progrida, € chamada de leucoplasia
homogénea ou espessa, que se caracteriza por placas brancas e espessas bem
delimitadas, porém com fissuras profundas, que pode regredir ou desaparecer (cerca
de um terco delas). Algumas dessas lesdes podem progredir com aumento de
irregularidades na superficie, passando a ser denominada de leucoplasia granular ou
nodular. Outras que podem apresentar projecdes afiadas, rombas ou verruciformes,
sdo denominadas leucoplasia verrucosa ou verruciforme. As leucoplasias podem ser
tornar displasicas ou malignas sem que qualquer alteragdo clinica aconteca. Algumas
lesbes podem apresentar areas vermelhas, associadas a areas brancas,
denominadas entdo de eritroleucoplasia ou leucoplasia mosqueada, e estas
normalmente apresentam displasia (NEVILLE et al.,, 2016). Apesar de ser menos
comum que a leucoplasia, a eritroplasia apresenta maior potencial para transformacao
maligna (14% a 50%), pois em cerca de 90% dos casos € uma displasia moderada ou
severa (VAN DER WAAL, 2009).

2.4 LEUCOPLASIA VERRUCOSA PROLIFERATIVA
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A LVP é uma forma progressiva e rara de LO com alta morbidade. A primeira
descricéo foi feita por Hansen et al. (1985) como uma forma distinta de LO que se
desenvolve inicialmente como uma placa branca que eventualmente se torna lesdes
multifocais de crescimento lento resistentes a todos os procedimentos terapéuticos,
incluindo cirurgia, com alta taxa de recorréncia. A LVP apresenta altas taxas de
malignizacéo, variando de 40 a 100% dos casos. Com a introducéo do termo LVP, o
termo anteriormente usado “papilomatose florida oral” desapareceu da literatura
(HANSEN et al., 1985; SILVERMAN; GORSKY, 1997; GANDOLFO et al., 2009)). Na
verdade, a OMS (2005) descreveu a LVP como “uma forma clinica de alto risco de
lesdes precursoras orais, rara, mas distinta”. Varios estudos examinaram as
caracteristicas da LVP e sua propensdo para evoluir para o carcinoma oral. Trinta
anos apos sua descoberta, ela ainda é uma doenca desafiadora, com etiologia ndo
confirmada e tratamento deficiente. Embora existam artigos publicados sobre os
critérios diagnosticos da LVP, eles podem ser imprecisos na deteccdo de
apresentacdes precoces da doenca, seja por visdo clinica ou histopatologica
(CAPELLA et al., 2017).

Essa lesdo desenvolve-se inicialmente como uma hiperqueratose clinica focal
e plana, e progressivamente torna-se multifocal com caracteristicas exofiticas e
verrucosas. Com a progressao da lesdo, ocorrem alteracdes displasicas, podendo
levar a transformacédo em CCE ap6s um periodo prolongado (BARNES et al., 2005;
NEVILLE et al., 2009).

Akrish et al. (2015), realizaram um estudo com o objetivo de documentar e
comparar as caracteristicas histopatolégicas, imunohistoquimicas, clinicas e taxas de
sobrevivéncia do carcinoma em pacientes com LVP (LVP-CCE) e com CCE
convencional, para determinar se o LVP-CCE deve ser categorizado como uma
entidade clinica separada. Utilizando como biomarcadores o p16, p53 e o ki67, eles
observaram que LVP-CCE apresentou menor estagio clinico, menor tamanho do
tumor, nenhuma metastase dos linfonodos ou metastase a distancia e melhor
sobrevivéncia em curto prazo, mas nao a longo prazo. Microscopicamente, a
espessura do tumor LVP-CCE foi significativamente menor. A superexpressao de p53
foi mais comum em LVP-CCE, mas nao de ki67 ou p16. E concluiram que, a LVP-
CCE em comparacgdo com CCE convencional apresentou fatores prognosticos (menor

estagio clinico, auséncia de metastase regional e distante e tumores
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microscopicamente mais superficiais) significativamente melhores, taxas de
sobrevivéncia a curto prazo e maior duracdo da doenca. Sugerindo que o LVP-CCE

pode representar uma entidade distinta de cancer de boca (AKRISH et al., 2015).

Desde que foi descrita pela primeira vez por Hansen et al. (1985), varios autores
tem proposto critérios para diagnosticar a LVP precocemente. O mais conhecido
deles, é o0 modelo proposto por Cerero-Lapiedra et al. (2010), onde fizeram uma
revisdo de literatura dos trabalhos publicados entre os anos de 1985 até 2009. Eles
incluiram neste estudo, artigos de série de casos com no minimo sete casos e revisdes
de literatura com propdsito de avaliar achados histopatologicos e diagndstico de
transformacao maligna e a partir destes dados propuseram um critério de diagndstico
clinico-histopatolégico para LVP. Esses critérios foram divididos entre maiores e
menores e obrigatoriamente deveriam preencher trés critérios maiores sendo o E um
deles, ou dois critérios menores somados a dois critérios maiores, sendo um deles o
critério E (CERERO-LAPIEDRA et al., 2010) (Quadro 1).

Quadro 1: Critérios para classificacdo de LVP segundo Cerero-Lapiedra et al.
(2010). Para ser considerado como portador de LVP, o paciente deve cumprir 3

critérios maiores (sendo o E um deles), ou 2 maiores (sendo o E um deles) e 2

menores.
Critérios Maiores ou principais Critérios Menores

A | Uma leséo leucoplasica em mais de | A | Uma lesdo oral leucoplasica
dois sitios orais diferentes, sendo gue ocupe pelo menos 3 cm
mais frequente na gengiva, rebordo guando inclui toda érea
alveolar e palato. afetada.

B | Existéncia de uma area verrucosa. B | Paciente do género feminino

C | Que as lesdes tenham aumentado ou | C | Paciente (masculino ou
espalhado durante o] feminino) e ndo fumante
desenvolvimento da doenca.
D | Que tenha ocorrido recorréncia em | D | Doenca avaliada por mais de 5
uma area ja tratada anteriormente. anos.

E | Histopatologicamente, pode
apresentar desde simples
hiperqueratose epitelial até
leucoplasia verrucosa, carcinoma
verrucoso ou carcinoma de ceélulas
escamosas orais, seja in situ ou
infiltrante.
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Outro critério foi proposto atualmente por Villa et al. (2018). Foi realizada uma
revisao retrospectiva de todos os prontuarios meédicos para pacientes com diagndéstico
clinico de LVP realizada em trés centros de medicina oral (dois nos EUA e uma no
Brasil) entre agosto de 1996 e outubro de 2016. A partir dai, foi proposto uma
classificagdo com quatro critérios, em que para que um paciente fosse diagnosticado
com LVP, ele deveria se enquadrar em todos os quatro obrigatoriamente. Além disso,
recomenda-se que lesdes sejam fotografadas a cada consulta e que seja feito
acompanhamento desses pacientes a cada 3-6 meses e observada a necessidade de
novas bidpsias (VILLA et al., 2018) (Quadro 2).

Quadro 2: Critérios para classificacao de LVP segundo Villa et al. (2018). Para ser

considerado portador de LVP, o paciente deve cumprir 0s 4 critérios.

Lesdes brancas / ceratoticas que podem ser lisas, fissuradas,

verrucosas ou eritematosas com ou sem Uulcera.

Lesbes nao contiguas multifocais OU uma Unica lesdo grande> 4,0 cm
2. |envolvendo um local OU uma unica lesédo grande> 3 cm envolvendo

locais contiguos

Lesbes que progridem/expandem em tamanho e/ou desenvolvem

multifocalidade ao longo do tempo.

Histopatologia que, se ndo demonstrar abertamente displasia ou
carcinoma, mostra hiperqueratose, paraqueratose, atrofia ou acantose
4. | com atipia citolégica minima ou nenhuma, com ou sem uma banda
linfocitica, OU hiperplasia verrucosa; estas caracteristicas ndo devem

apoiar um diagnéstico de queratoses friccionais ou reativas

2.4 MARCADOR CK19

As queratinas séo proteinas estruturais do filamento intermediario
citoplasmatico que sdo essenciais para a epiderme, onde sao expressas de uma
maneira especifica em relacdo ao tipo celular e a diferenciacdo durante o
desenvolvimento e diferenciacao epitelial. A expresséo de queratinas especificas e as
alteracdes no perfil de expressédo refletem temporal e espacialmente o estado de
diferenciacdo das células epidérmicas tanto no desenvolvimento como no tecido

epidérmico maduro. De acordo com a mais recente nomenclatura de consenso, 0s
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mais de 35 genes de queratina estdo agrupados em dois tipos, de acordo com seu
peso molecular e estruturas quimicas, o tipo | (baixo peso molecular, acido; queratinas
9-23) e tipo Il (alto peso molecular, neutro-basico; queratinas 1-8), com base na
estrutura gendmica e homologia de sequéncias (TROY; ARABZADEH; TURKSEN,
2011; STROESCU et al., 2006).

As queratinas epiteliais simples aparecem precocemente durante o
desenvolvimento embrionario e sdo expressas em tecidos epiteliais nao estratificados,
ductais e pseudoestratificados. A CK19, a queratina de menor peso molecular,
também é expressa na camada basal dos epitélios escamosos das superficies
mucosas (SANTORO et al., 2015).

A CK19 € uma proteina responsavel pela rigidez estrutural e foi identificada
como um marcador util de atipia celular, associada a lesdes pré-malignas no epitélio
oral (LINDBERG; RHEINWALD, 1989). Além disso, a expressao da CK19 tem sido
considerada uma pista importante nos eventos iniciais durante a carcinogénese oral
(NIE; ZHONG; ZENG, 2002). De acordo com um estudo sobre céncer de mama e
células-tronco cancerigenas, realizado por Saha et al. (2018), em varios tipos de
cancer, a CK19 é superexpressa e pode desempenhar um papel crucial na

transformacao tumorigénica (SAHA et al., 2018).

Alguns estudos demonstram marcacao positiva de CK19 na camada basal de
algumas lesdes orais displasicas e malignas (LINDBERG, RHEINWALD, 1989;
SCHULZ et al., 1992; SAFADI et al., 2010).

Em um artigo, publicado por Bombeccari et al. (2019) foram revisados os dados
existentes sobre o papel da CK19 em varios tipos de les6es (CCE, liquen plano oral,
cistos e tumores odontogénicos, entre outros), bem como os métodos de deteccédo da
CK19 como um candidato a marcador tumoral . Os autores concluiram que a CK19 é
uma das citoqueratinas substanciais que se expressam na maioria dos diferentes
tecidos epiteliais e mesotélio; a CK19 tem sido utilizada clinicamente como marcador
tumoral para demonstrar a existéncia de células metastaticas no sangue e na medula
0ssea e sua positividade € considerada como um agente preditivo absoluto em casos
de neoplasia; conforme descrito nesta revisdo, a superexpressao da CK19 é relatada
em cerca de 30 doencas relacionadas a neoplasias, o que demonstra que pode ser

um marcador tumoral eficaz para o progndéstico e avaliacdo de neoplasias humanas
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diversas nas fases primarias. Além disso, a deteccdo de CK19 é conhecida como
técnica barata, rapida e quantitativa (BOMBECCARI; GIANNI; SPADARI, 2018).

Um estudo foi realizado por Kellokoski et al. (1991), onde avaliaram por imuno-
histoquimica a distribuicéo de citoqueratinas 19, 14, 16 e 17 e 8 e 18 em 96 bidpsias
de mucosa oral realizadas em mulheres com infec¢gées genitais por HPV. Eles
observaram uma expressao da CK19 mais eficiente e intensa na camada celular basal
de amostras positivas para DNA do HPV, sugerindo pela primeira vez que a infec¢ao
viral perturba a diferenciacdo de queratindcitos nas células basais do epitélio oral,
acelerando a producdo da proteina citoesquelética de baixo peso molecular
(KELLOKOSKI et al., 1991).

Outro estudo relacionando o HPV e a expressao de CK19 foi realizado por
Santoro et al. (2015), onde foi observado que estudos anteriores mostraram que a
infeccdo epitelial pelo virus do papiloma humano de alto risco (AR-HPV) induz a
imortalizacao celular via proteinas virais E6 e E7 e isso, por sua vez, prejudica a
expressao de citoqueratina nas linhagens de células cancerigenas derivadas do colo
uterino. Dessa forma, eles se propuseram a demonstrar a possivel relacdo entre o
cancer de boca-orofaringe de AR-HPV * e os altos niveis de expressdo de CK19.
Foram analisados 38 casos de carcinomas epidermdides orais (CEO)/carcinomas
epiderméides de células escamosas (CECE) por imuno-histoquimica usando
anticorpo especifico detectando CK19, por hibridizacdo in situ e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), métodos utilizados para definir o status infeccioso do
HPV. Também foram avaliados a variacdo da expressdo de CK19 nas linhagens
celulares UPCI-SCC-131 (HPV 7) e UPCI-SCC-154 (HPV *) por imunocitoquimica e
citometria de fluxo. A pontuacdo CK19 nos CEO/CECE foi identificada multiplicando a
porcentagem de células que expressam cancer em intensidade de coloracdo. O
escore de expressao de CK19 em CEO/CECE foi muito diferente entre os casos
HPV * (média: 288,0 + 24,3) e nos casos de cancer relacionado ao HPV - (média: 66,2
+ 96,9). Areas heterogéneas de imunorreatividade variando em valor percentual,
intensidade e/ou localizacdo foram observadas no epitélio normal, tanto perilesional
guanto distante do tumor, com importantes diferencas entre carcinomas AR-HPV * e
BR-HPV ~ (HPV de baixo risco). Por imunocitoquimica e citometria de fluxo, as duas
linhagens celulares analisadas foram positivas para CK19, mas apresentaram um

nivel de expressdo diferente, em particular, pode-se notar que a linhagem
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celular UPCI-SCC-154 (HPV *) tinha uma expressao maior que UPCI-SCC -131
(HPV ). Neste estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, forte associacao entre a
regulacao positiva da CK19 e os CEO/CECE AR-HPV *. Além disso, em CEO/CECE,
o teste para detecgdo da CK19 pode ser util na identificacéo de infec¢éo por AR-HPV,
sendo este ultimo relacionado ao potencial do HPV E7 para interromper o padrao

normal de expresséo de citoqueratina (SANTORO et al., 2015).

Em 2017, um estudo realizado por Bombeccari et al., comparou a expressao
imuno-histoquimica da CK19 em lesbes de liquen plano oral (LPO) e lesbes
subsequentes de carcinoma de células escamosas orais (CCEO) que se
desenvolveram ao longo do tempo, para avaliar a alteracdo do padrao de expresséo
entre LPO e CCEO com diferentes gradacdes histopatolégicas. Foram incluidos 36
pacientes, 18 amostras de LPO e 18 amostras de lesdo de CCEO relacionada ao
LPO. O anticorpo monoclonal para CK19 foi utilizado na diluicdo de 1: 100. O padréao
de coloracdo da CK19 foi classificado em uma escala de 4 pontos: (1) sem coloracao,
(2) apenas poucas células com coloracdo, (3) menos de 50% das células com
coloracéo e (4) 50% ou mais de as células coradas. As laminas foram examinadas ao
microscépio 6ptico usando ampliacdes de lentes objetivas de 4x, 10x e 20x. A taxa de
CK19 positiva em tecidos de LPO foi de 33% (6 em 18) e 56% (10 em 18) em tecidos
de CCEO. O escore positivo de CK19 nos tecidos CCEO foi significativamente maior
do que nos tecidos LPO correspondentes. O CCEO bem diferenciado apresentou
escores CK19 significativamente mais baixos do que o0s moderadamente
diferenciados. A quantidade e distribuicéo da coloracdo com CK19 em CCEO mostrou
diferenca relevante em comparacao com lesdes de LPO. O aumento da expressédo da
proteina CK19 nos tecidos de CCEO correlaciona-se significativamente com o grau
de diferenciagao histopatolégica (BOMBECCARI; GIANNI; SPADARI, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Levantar e revisar os casos diagnosticados como LO no Servico de Anatomia
Patolégica Bucal da UFES, no periodo de 2009 a 2017 e aplicar os critérios para

diagnostico da leucoplasia verrucosa proliferativa.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Classificar dentre as LO levantadas, 0s casos que se encaixam nos critérios
para LVP, de acordo com os critérios Cerero-Lapiedra et al. (2010) e Villa et al. (2018).

2. Coletar os dados séciodemogréficos e clinicos nas fichas e prontuarios dos
pacientes.

3. Analisar os aspectos histopatologicos das duas lesGes estudadas (LO e
LVP).

4. Descrever a marcacao imunohistoquimica para a CK19 nas LVP.

5. Comparar os dados séciodemogréficos e clinico-patolégicos entre as duas
lesbes estudadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo deriva de um projeto anterior intitulado “Critérios para classificacao
e analise clinico-patoldgica comparativa entre liquen plano oral, lesbes de aspecto
liguendide e leucoplasia verrucosa proliferativa em cavidade oral”, que resultou na
dissertacdo da aluna Fernanda Cardoso Doyle Maia Miguel, e no Trabalho de
Concluséo do Curso de Odontologia, da aluna Emilly Possatti Collodetti. Inicialmente
foi realizada a selecdo dos casos diagnosticados como LO nos registros do Servigco
de Anatomia Patol6gica Bucal do Curso de Odontologia da UFES no periodo de 2009
a 2017. Trata-se de um estudo retrospectivo e longitudinal, em que foi feita a selecéo
dos casos; consulta dos dados sociodemograficos e clinico-patolégicos nos
prontuarios e fichas dos pacientes; classificacdo dos casos levantados em LO ou LVP,
de acordo com critérios diagndsticos previamente estabelecidos (Quadros 1 e 2);
selecdo dos blocos e laminas no arquivo; padronizacdo do anticorpo, seguida da
marcacao e analise imunohistoquimica; comparacéo das lesGes estudadas e analise

dos dados da pesquisa.
4.1 SELECAO DOS CASOS

Foram levantados os casos diagnosticados como LO com localizagdo em boca,
a partir dos registros do Servico de Anatomia Patolégica Bucal do Curso de
Odontologia da UFES, no periodo de 2009 a 2017. As requisicdes dos exames e
laudos histopatoldgicos, bem como as fichas e prontuarios dos pacientes, foram
recuperadas para coleta dos dados socio-demogréficos (sexo, rac¢a, idade), habitos
(uso de alcool e cigarro), dados clinicos (doencas sistémicas, locais acometidos,
hipéteses diagndsticas clinicas, tipo de bidpsia, sintomas, lesdes orais
concomitantes), tempo de evolugcédo (tempo entre o paciente perceber a lesdo até o
momento da consulta inicial), desfecho do paciente (recidiva, novas lesoes,
transformacdo maligna) e tempo de acompanhamento (data do diagnostico
histopatoldgico até a data da ultima consulta). Foram excluidos os pacientes com
idade inferior a 18 anos. Nos prontuarios e fichas que néo havia a informagéo sobre o
tempo de evolucao das lesbes, a mesma era calculada baseada na data da primeira

consulta até o diagnostico da leséo pelo exame histopatologico.

4.2 APLICACAO DOS CRITERIOS PARA LVP
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Foram levantados todos os casos diagnosticados como LO, sendo
considerados como LVP aquelas que preencherem os critérios propostos por Cerero-
Lapiedra et al., 2010 (Quadro 1) e Villa et al., 2018 (Quadro 2). Para a revisao clinica
foram utilizados os dados disponiveis na ficha de requisicdo do exame histopatolégico,
nos prontuarios dos pacientes e nas fotos clinicas ja registradas no banco de dados

do Nucleo de Diagndstico Bucal do Curso de Odontologia da UFES.

Para serem classificados como LVP de acordo com os critérios de Villa et al.,
2018, os pacientes deveriam possuir documentacdo fotogréafica, histopatologica e
possuir pelo menos uma consulta de acompanhamento. Além disso, se o diagnéstico

histopatologico fosse de LPO, o caso era excluido.
4.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Foram analisadas as laminas diagnosticadas como LO do arquivo do Servigo
de Anatomia Patoldgica Bucal, confeccionados a partir da biopsia das lesdes, com
objetivo de comparar os dados das lesbes de LO e LVP, a fim de buscar

caracteristicas para o diagnéstico diferencial.

As caracteristicas histopatologicas avaliadas foram: tipo de ceratinizagéo
(ausente, ortoceratina ou paraceratina), hiperplasia do epitélio (acantose e duplicacao
do epitélio), aquisicdo da camada granulosa (presente ou ausente), tipo de crista
epitelial (hiperplasica, atréfica, em gota, dente de serra), presenca de displasia
epitelial (presente ou ausente) e grau de displasia epitelial (leve, moderada ou severa),
degeneracdo da camada basal (presente ou ausente), espessamento da membrana
basal (presente ou ausente), apoptose (presente ou ausente), coilocitose (presente
ou ausente), intensidade do infiltrado inflamatério (leve, intermediario, forte) e

distribuicdo do infiltrado inflamatdério (focal ou difusa).

Para a marcacao imunohistoquimica, nos casos em que houve mais de uma
area de biopsia ou mais de uma bidpsia em momentos diferentes, foi selecionado o
bloco mais representativo da lesdo, ou o bloco da bidpsia inicial, bem como o do

procedimento mais recente.

4.4 SELECAO DOS BLOCOS DE PARAFINA E PADRONIZACAO DO ANTICORPO
PARA IMUNO-HISTOQUIMICA DE LVP
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Os blocos de parafina referentes aos casos de LVP foram separados e foram
confeccionadas quatro cortes sucessivos em laminas silanizadas para a realizacdo da
imunohistoquimica com o anticorpo CK19 (anticorpo monoclonal de camundongo,
clone A53-B/A2, Arigo Biolaboratories).

Foram realizados testes para padronizacéo do anticorpo, com base na literatura
e bula do anticorpo, variando a diluicdo do anticorpo até que se obtivesse uma
marcacao satisfatéria, especifica e com o minimo de fundo. Como controle positivo
para a CK19 foram utilizados tecidos de ameloblastoma do tipo folicular e carcinoma

colorretal (Figura 1).

A CK19 apresentou uma marcacdo acastanhada citoplasmética, bem como

membranar, confirmando a padronizacao.

Figura 1 - Padronizagdo do anticorpo utilizando uma lamina de carcinoma colorretal

Figura 1- A e B. Expressao imunohistoquimica da CK19 em carcinoma colorretal. O controle positivo
€ representado pela coloracdo acastanhada para CK19, citoplasmatica e membranar (Objetiva 40x).

4.5 REACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Foram classificados 18 casos como LVP, utilizando os critérios descritos na
secao 4.2., com 54 hiépsias e destas foram selecionados 26 espécimes cirlrgicos
para realizacdo da imunohistoquimica, buscando a biépsia inicial (e final, quando
houvesse acompanhamento), de acordo com a disponibilidade do bloco para
confeccédo das laminas. Os casos foram montados em laminas de vidro silanizadas
Starfrost® (Knittel; Brownschweig, Alemanha) desparafinizadas e reidratadas por

incubacdo em uma série de Xilol e alcool e lavadas com agua destilada e PBS 1x. A
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recuperacao antigénica foi realizada em banho maria, utilizando tampao citrato (acido
citrico 10, 0,05% Tween 20, pH 6,0) e o blogueio dos sitios inespecificos foi realizado
com o bloqueador de proteina (DPB 125, Biogen, S&o Paulo, Sado Paulo, Brasil) por
10 min em temperatura ambiente dentro da camara escura. Os cortes foram
incubados durante a noite (12-18h) a 4°C com o anticorpo primario contra CK19
(anticorpo monoclonal de camundongo, clone A53-B/A2, Arigo Bio Laboratories),
diluido a 1:100. Seguido de lavagens em PBS 1X, bloqueio da peroxidase endégena
por 10 minutos, reagente complemento por 10 minutos e Reagente conjugado HRP
(Biogen, Sao Paulo, Sado Paulo, Brasil) por 15 minutos e imersdo em solucao
reveladora (diaminobenzidina/DAB) por 1 minuto. As laminas foram coradas com
hematoxilina de Mayer por 15 segundos, os cortes foram desidratados e a montagem
foi feita com DPX (Sigma-Aldrich®; Saint Louis, MI).

4.6 ANALISE DOS DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS

A partir dos dados séciodemograficos (género, idade, cor e tempo de evolucao
das lesdes), da analise clinico-patoldgica, as lesbes (LO e LVP) foram descritas
individualmente e comparadas entre si, a fim de detectar caracteristicas adicionais

que contribuam para o seu diagnéstico e prognostico.

Os dados foram coletados em ficha prépria do estudo e armazenados em Excel
(Microsoft Office®). Foram entdo transferidos para o programa SPSS® 20.0 e
submetidos as andlises descritivas por meio de médias, medianas e proporcoes,
conforme a natureza das variaveis, bem como as analises de associacdo entre as
variaveis estudadas e os grupos de leses (Leucoplasia ou LVP), usando o teste do
qui-quadrado, considerando o nivel de significancia de p<0,05, as decisbes

estatisticas foram tomadas.

4.7 ANALISE DA MARCACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Todos os cortes foram analisados em busca de uma marcagao acastanhada
citoplasmatica, o que indica positividade, nas diferentes camadas do epitélio oral, e
de forma quantitativa. Em caso de marcacdo negativa, a reagdo imunohistoquimica

foi feita novamente para confirmar os achados.

A analise da expresséo da CK 19 foi feita de forma descritiva, de acordo com a

camada marcada (basal e parabasal ou camada espinhosa ou camada superficial), a
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distribuicdo foi classificada como focal (positividade esparsa, que nao atinge muito
ceratindcitos) ou difusa (representada por positividade sobre um campo continuo e
grande parte do epitélio ou ainda em colunas), localiza¢&o celular (citoplasmatica e/ou
membranar) e se negativa ou positiva (quando positiva, se estava em area

ceratinizada ou nao).

Para a analise quantitativa, foram feitas capturas de trés campos da area mais
marcada (hot spot) da lamina, utilizando microscépio Olympus DP73 (California EUA)
e programa de imagens Olympus Standard cellSens (California, EUA), com a objetiva
40x e salvando as imagens no formato jpg. Essas imagens foram importadas para o
programa Image J® (dominio publico, disponivel em:
https://imagej.nih.gov/ij/download.html) e aplicado o plugin “Segmentation: Color
Deconvolution” com o vetor HDAB para a separagdo da coloragdao de fundo,
hematoxilina e marcacéo para o DAB. As configuracfes do DAB foram realizadas para
marcagao positiva com a ferramenta “Adjust: Threshold” e as andlises foram
concluidas com a ferramenta “Measure”. Para cada secdo, uma medida da area
avaliada foi definida. Por fim, os dados foram armazenados no programa Microsoft
Excel 2016 e uma média das trés medidas foi obtida. A aquisicdo das imagens foi feita
no Laboratério de Neuromorfologia e a analise quantitativa foi realizada no Laborat6rio
de Biologia Celular do Desenvolvimento e Tumorigénese, do Departamento de

Morfologia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo.

Foi verificada a associacdo entre as variaveis imunohistoquimicas e a LVP,
segundo a classificacdo de Cerero et al., e Villa et al., por meio do teste do qui-
quadrado, (valores de p<0,05 foram considerados significativos), utilizando o

programa estatistico SPSS® 20.0.


https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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5 RESULTADOS

Foram selecionados 97 casos com diagnéstico inicial LO, sendo 79
identificadas como LO e 18 classificados como LVP. Todos 0s 18 casos se encaixaram
nos critérios propostos por Cerero-Lapiedra et al. (2010), sendo denominados
doravante de LVP-Cerero, e 8 se encaixaram simultaneamente nos critérios propostos
por Cerero-Lapiedra et al. (2010) e Villa et al. (2018), sendo chamados de LVP-Villa
(Figura 2).

Figura 2 - Imagem representativa dos casos de leucoplasia oral e LVP

Leucoplasia oral

n=79

LVP-Cerero

n=18
LVP-Villa

n=8

5.1 LEUCOPLASIA ORAL
5.1.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Dos casos selecionados, 79 pacientes apresentavam LO, sendo 42 (53,16%)
do género feminino e 37 (46,84%) do género masculino. A idade média foi de 55,66
anos, variando entre 30 e 84 anos de idade. Trinta e cinco (44,30%) eram leucoderma,
25 (31,65%) pardos, 14 (17,72%) melanodermas e em 5 (6,33%) nao havia
informacdes. O tempo médio de evolucdo das lesdes foi de 21,15 meses, sendo o
minimo de 15 dias e o0 maximo de 5 anos de evolucdo. O tempo médio de
acompanhamento desses pacientes foi de 10,5 meses, variando de 1 a 70 meses.
Cingquenta e quatro (68,35%) pacientes apresentaram biépsias Unicas e 25 (31,65%)

pacientes apresentaram biopsias multiplas (Tabela 1).

Em relacdo aos habitos, 34 (43,04%) pacientes eram tabagistas, 24 (30,38%)
nao tabagistas, 6 (7,59%) ex-tabagistas e em 15 casos (18,99%) n&o havia
informacdes. Vinte (25,32%) pacientes faziam uso de bebidas alcodlicas, 29 (36,71%)

nao faziam uso, 7 (8,86%) eram ex-usarios e em 23 (29,11%) nao havia informacoes.
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A auséncia de sintomas (37— 46,84%) foi relatada pela maioria dos pacientes (Tabela

1),

Tabela 1 - Andalise comparativa dos dados séciodemogréficos entre leucoplasia oral e

LVP
Leucoplasia oral LVP-Cerero LVP-Villa
(79 pacientes) (18 pacientes) (8 pacientes)

n (%) n (%) n (%)
Género
Masculino 37 (46,84) 3(16,17) 2 (25)
Feminino 42 (53,16) 15 (83,33) 6 (75)
Cor
Leucoderma 35 (44,30) 10 (55,56) 4 (50)
Pardo 25 (31,65) 7 (38,89) 4 (50)
Melanoderma 14 (17,72) 1 (5,55) 0
N&o informado 5 (6,33) 0 0
Bidpsias
Unicas 54 (68,35) 5 (27,78) 6 (75)
Multiplas 25 (31,65) 13 (72,22) 2 (25)
Sintomas
Assintomatico 37 (46,84) 5(27,78) 2 (25)
Dor 7 (8,86) 3(16,67) 1(12,5)
Ardéncia 6 (7,59) 4 (22,22) 2 (25)
Desconforto 1(1,27) 1 (5,55) 0
Dor e ardéncia 2(2,53) 1 (5,55) 0
N&o informado 26 (32,91) 4 (22,22) 3 (37,5)
Habitos — tabagismo
Sim 34 (43,04) 4 (22,22) 3(37,5)
Nao 24 (30,38) 12 (66,67) 3(37,5)
Ex 6 (7,59) 2(11,11) 2 (25)
N&o informado 15 (18,99) 0 0
Habitos —ingestao de
alcool
Sim 20 (25,32) 5 (27,78) 2 (25)
N&o 29 (36,71) 11 (61,11) 4 (50)
Ex 7 (8,86) 2(11,11) 2 (25)
N&o informado 23 (29,11) 0 0

Observou-se gue dois pacientes com diagnostico de LO apresentavam outras

lesGes malignas concomitantes. Uma paciente do sexo feminino apresentava CCE e

0 outro paciente do sexo masculino apresentava carcinoma in situ.

5.1.2 DADOS CLINICOS

Foram selecionadas 112 laminas de 79 pacientes com leucoplasia oral. Os

sitios mais acometidos foram: mucosa jugal (30 — 25,86%), rebordo gengival (29 —
25%) e lingua (20 — 17,24%). Com predilecao pelo lado esquerdo (48 — 42,86%). Em
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12 (10,71%) casos nao foi possivel definir o lado acometido por falta de dados nas

fichas e prontuarios (Tabela 2).

Sobre os aspectos da lesé@o, de acordo com os dados colhidos nos prontuarios
e requisicbes, 77 (68,75%) se apresentam como placas, 15 (13,39%) com outras
caracteristicas (mancha, séssil, pediculada, nédulo, papula, crosta e ulcerada) e 20
(17,86%) nao foram descritas. A maioria das lesbes eram brancas (94 — 83,93%),
seguida das lesdes que se apresentavam vermelha e branca simultaneamente (9 —
8,04%), normocroémica (4 — 3,57%), vermelha (1 — 0,89%), acastanhada (1 — 0,89%)
e em 3 ndo havia informacdes. Quinze lesdes (13,39%) se apresentavam lisas
enquanto outras 49 (43,75%) se apresentavam com a superficie verrucosa, ou
irregular, ou corrugada ou rugosa e outras 48 (42,86%) nao foram especificadas. O
tamanho médio das les@es foi 1,6 cm, variando de 0,3 cm a 5,0 cm. Em 26 (63,39%)

requisicées nao foram informadas o tamanho das lesdes (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise comparativa dos dados clinicos entre leucoplasia oral e LVP

Leucoplasia oral LVP-Cerero LVP-Villa
(112 Iaminas) (54 laminas) (26 laminas)
n (%) n (%) n (%)

Sitios acometidos
Mucosa jugal 30 (25,86) 13 (24,07) 12 (42,86)
Rebordo gengival 29 (25) 7 (12,96) 4 (14,29)
Lingua 20 (17,24) 21 (38,89) 4 (14,29)
Mucosa labial 13 (11,21) 7 (12,96) 6 (21,43)
Palato duro 9 (7,76) 0 0
Palato mole 9 (7,76) 1(1,85) 0
Assoalho 3(2,59) 0 0
Fundo de vestibulo 3(2,59) 5 (9,26) 2 (7,14)
Lado acometido
Esquerdo 48 (42,86) 23 (42,59) 2 (7,69)
Direito 42 (37,50) 17 (31,48) 9 (34,62)
Linha média 8 (7,14) 12 (22,22) 0
Direito e linha média 0 1(1,85) 2 (7,69)
Bilateral 2 (1,79 1(1,85) 13 (50)
N&o informado 12(10,71) 0 0
Caracteristica da leséo
Placa 77 (68,75) 44 (81,48) 24 (92,31)
Outras 15 (13,39) 9 (16,67) 2 (7,69)
N&o informado 20 (17,86) 1(1,85) 0
Cor daleséo
Branca 94 (83,93) 49 (90,74) 24 (92,31)
Vermelha 1(0,89) 1(1,85) 0
Branca e vermelha 9 (8,04) 3 (5,56) 2 (7,69)
Normocrémica 4 (3,57) 1(1,85) 0
Acastanhada 1(0,89) 0 0
N&o informado 3 (2,68) 0 0

Continua
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Concluséo
Leucoplasia oral LVP-Cerero LVP-Villa
(112 laminas) (54 laminas) (26 laminas)
n (%) n (%) n (%)

Superficie da leséo
Lisa 15 (13,39) 11 (20,37) 9 (34,62)
Outras 49 (43,75) 38 (70,37) 17 (65,38)
N&o informado 48 (42,86) 5 (9,26) 0

5.1.3 DADOS HISTOPATOLOGICOS

Foram realizadas avaliacdo histopatologica em 112 laminas de LO,
correspondentes as bidpsias dos 79 pacientes descritos acima. Vinte e seis (23,21%)
laminas  apresentavam  ortoceratinizacdo, 27 (24,11%) apresentavam
paraceratinizagdo e 59 (52,68%) apresentaram orto e paraceratinizagao
simultaneamente. A camada granulosa estava presente em 85 (78,89%) laminas e
ausente em 27 (24,11%). Em relacéo ao tipo de crista, o tipo mais predominante foram
as que se apresentavam hipertroficas e em gota simultaneamente (68 - 60,71%). A
hiperplasia do epitélio esteve presente em 110 (98,21%) laminas, com 104 (94,54%)
apresentando acantose e duplicagdo da camada basal, 4 (3,64%) apresentando
somente acantose e 2 (1,82%) apresentando somente duplicacdo da camada basal.
Na maioria das laminas néo foi possivel observar degeneracdo da camada basal (74
- 60,07%) (Figura 3). Em 20 (17,86%) laminas foi possivel observar a presenca de
apoptose (Figura 3) e em 51 (45,54%) foi possivel observar a presenca de células
sugestivas de coilécitos. A displasia epitelial esteve presente em 108 (96,43%)
laminas, dessas 42 (38,89%) eram leve, 64 (59,26%) moderada e 2 (1,85%) severa.
O infiltrado inflamat6rio esteve ausente em 7 (6,25%) laminas e presente nas outras
105 (93,75%), sendo o leve o predominante (60 - 57,14%). A distribuicdo do infiltrado
foi avaliada em 108 laminas, sendo 71 (65,74%) laminas com infiltrado difuso e 37
(34,26%) com infiltrado focal (Tabela 3).

Figura 3 - Caso de LO e LVP, respectivamente, demonstrando os achados

histopatolégicos



Figura 3: A. Caso de leucoplasia oral. Observa-se
uma figura de apoptose (seta) proximo a camada
basal. B. Caso de Leucoplasia verrucosa
proliferativa. Exemplo de area de degeneragao da
camada basal (setas), observa-se ainda intenso
'* infiltrado inflamatério linfocitario. A e B.
.| H&E. Objetiva 40x.

Tabela 3 - Analise comparativa dos dados histopatoldgicos entre leucoplasia oral e
LVP

Leucoplasia oral LVP-Cerero LVP-Villa
(112 Iaminas) (53 laminas) (25 laminas)

n (%) n (%) n (%)
Tipo de ceratinizacao
Ortoceratina 26 (23,21) 16 (30,19) 12 (48)
Paraceratina 27 (24,11) 14 (26,41) 1(4)
Orto e paraceratina 59 (52,68) 23 (43,40) 12 (48)
Aquisicdo da camada
granulosa
Sim 85 (78,89) 45 (84,91) 24 (96)
Nao 27 (24,11) 8 (15,09) 1(4)
Tipo de crista epitelial
Hipertrofica 26 (23,21) 5(9,43) 4 (16)
Atrofica 2(1,79) 0 0
Hipertrofica e em gota 68 (60,71) 41 (77,36) 18 (72)
Hipertrofica e atréfica 10(8,93) 4 (7,55) 2(8)
Hipertrofica, atrofica e em 6 (5,36) 3 (5,66) 1(4)
gota
Hiperplasia do epitélio
Com hiperplasia 110 (98,21) 52 (98,11) 24 (96)
Acantose 4 (3,64) 1(1,92) 0
Duplicagéo da basal 2(1,82) 0 0
Acantose e duplicacéo da 104 (94,54) 51 (98,08) 24 (96)
basal
Sem hiperplasia 2 (1,79 1(1,89) 1(4)
Degeneracdo da camada
basal
Sim 38 (33,93) 27 (50,94) 12 (48)
Nao 74 (60,07) 26 (49,06) 13 (52)

Continua
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Concluséo
Leucoplasia oral LVP-Cerero LVP-Villa
(112 laminas) (53 laminas) (25 laminas)

n (%) n (%) n (%)
Presenca de coilocitose
Sim 51 (45,54) 45 (84,91) 19 (76)
N&o 61 (54,46) 8 (15,09) 6 (24)
Displasia epitelial
Com displasia 108 (96,43) 53 (100) 25 (100)
Leve 42 (38,89) 17 (32,08) 6 (24)
Moderada 64 (59,26) 33 (62,26) 18 (72)
Severa 2 (1,85) 3 (5,66) 14
Sem displasia 4 (3,57) 0 0
Distribuicéo do infiltrado
Difuso 71 (65,74) 46 (88,46) 24 (96)
Focal 37 (34,26) 6 (11,54) 1 (4)
Intensidade do infiltrado
Presente 105 (93,75) 52 (98,11) 25 (100)
Leve 60 (57,14) 23 (44,23) 9 (36)
Intermediario 36 (34,29) 21 (40,38) 10 (40)
Forte 9 (8,57) 8 (15,38) 6 (24)
Ausente 7 (6,25) 1(1,89) 0

5.2 LVP

Dezoito casos foram classificados em LVP utilizando os critérios propostos por

Cerero-Lapiedra et al. (2010) e Villa et al. (2018).

Na figura 4, observa-se os aspectos clinicos iniciais da lesao de LVP e apés 5

anos de acompanhamento. Na figura 5, observa-se os aspectos clinicos da LVP.
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Figura 4 - Aspectos clinicos iniciais da LVP e ap0s 5 anos de acompanhamento

Figura 4: Aspectos clinicos da LVP ao longo do acompanhamento. A, B, C e D. Aspecto clinico
inicial. A. Mucosa jugal direita. B. Fundo de vestibulo. C. Labio inferior. D. Mucosa jugal
esquerda. E, F, G e H. Aspecto clinico observado apés 5 anos. E. Mucosa jugal direita. F. Fundo de
vestibulo. G. Labio inferior. H. Mucosa jugal esquerda. Fonte: Nlcleo de Diagnéstico Bucal/NDB-
UFES.

Figura 5 - Aspectos clinicos da LVP

Figura 5: Imagens tipicas dos casos de LVP incluidos no estudo. A. Placa leucoplésica em dorso
de lingua.B e C. Placas espessas e verrucosasem lingua. D. Além da placa observa-
se uma regido nodular em dorso de lingua posterior. E. Placa verrucosa, de contornos irregulares
em mucosa jugal. F. Ha placas brancas e espessas, bem como um nddulo de superficie
verrucosa em labio inferior. Fonte: Nucleo de Diagndstico Bucal/NDB-UFES.

5.2.1 CLASSIFICACOES

Dos 18 casos classificados em LVP, todos se enquadraram nos critérios
propostos por Cerero-Lapiedra et al. e somente 8 destes se enquadraram nos critérios
proposto por Villa et al. (2018), sendo que todos esses eram também LVP de acordo

com Cerero-Lapiedra et al. (2010) (Figura 2).
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5.2.2 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS LVP-CERERO

Foram selecionados 18 casos de LVP-Cerero, sendo 15 (83,33%) do género
feminino e 3 (1,17%) do género masculino, com idade média de 61,22 anos, variando
entre 44 e 90 anos. A maioria eram pacientes leucoderma (10 — 55,56%), seguido dos
pardos (7 — 38,89%) e melanodermas (1 — 5,55%). O tempo médio de evolucdo dessas
lesbes relatado pelo paciente foi de 41,29 meses, variando de 2 a 120 meses. O tempo
médio de acompanhamento desses pacientes foi de 24, 59 meses, variandode 6 a 71
meses (Tabela 1).

Em relacdo aos habitos, 4 (22,22%) eram tabagistas, 12 (66,67%) nao tabagista
e 2 (11,11%) ex-tabagistas. Cinco pacientes (27,78%) faziam uso de bebidas
alcodlicas, 11 (61,11%) n&o faziam uso e 2 (11,11%) eram ex-usarios de bebidas
alcoodlicas. Em 13 (72,22%) pacientes foram realizadas biopsias multiplas e em 5
(27,78%) bidpsias Unicas. A auséncia de sintomas (5 — 27,78%) foi relatada pela

maioria dos pacientes (Tabela 1).

Observou-se que houve transformacdo maligna de 2 casos de LVP. Em um
caso, paciente do sexo feminino, inicialmente classificada como LVP atendendo os
critérios propostos por Cerero et al. (2010) (4 critérios maiores e 3 menores) em um
periodo de 3 anos de acompanhamento apresentou transformacdo maligna com
diagnéstico de CCE moderadamente diferenciado. Um segundo caso, paciente do
sexo masculino, apresentou diagnadstico inicial de CCE bem diferenciado em ventre
de lingua no ano de 2013. Um ano apds diagndstico inicial foi realizada nova bidpsia
em borda de lingua com diagnostico de LVP de acordo com os critérios de Cerero et
al. (2010) (3 critérios maiores e 2 menores) que sofreu transformacdo maligna no

periodo de um ano, com diagnéstico de CCE bem diferenciado.
5.2.3 DADOS CLINICOS LVP-CERERO

Foram selecionadas 54 laminas de 18 pacientes com LVP, e 2 (11,11%)
sofreram transformacdo maligna das lesdes. Os sitios mais acometidos foram lingua
(21 —38,89%) e mucosa jugal (13 — 24,07%), sendo o lado esquerdo o mais acometido
(23 — 42,59%) (Tabela 2).

Sobre os aspectos da lesdo, de acordo com os dados colhidos nos prontuarios
e requisicoes, 44 (81,48%) se apresentam como placas, e 9 (16,67%) com outras

caracteristicas (mancha, séssil e exofitica) e 1 (1,85%) nao foram descritas. A maioria
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das lesGes eram brancas (49 — 90,74%), seguida das lesdes que se apresentavam
vermelha e branca simultaneamente (3 — 5,56%), Normocromica (1 — 1,85%) e
vermelha (1 — 1,85%). Onze (20,37%) lesGes se apresentavam lisas enquanto outras
38 (70,37%) se apresentavam com a superficie verrucosa, ou irregular, ou corrugada
ou rugosa e outras 5 (9,26%) néo foram especificadas. O tamanho médio das lesdes

foi 1,76 cm, variando de 0,3 cm a 4,0 cm (Tabela 2).
5.2.4 DADOS HISTOPATOLOGICOS LVP-CERERO

Foram realizadas avaliacdo histopatolégica em 53 laminas de LVP, pois uma
lamina ndo foi encontrada no arquivo. Dezesseis (30,19%) laminas apresentavam
ortoceratinizacdo, 14 (26,41%) apresentavam paraceratinizacdo e 23 (43,40%)
apresentaram orto e paraceratinizacdo simultaneamente. A aquisicdo da camada
granulosa esteve presente na maioria das laminas avaliadas (45 - 84,91%). Em
relacéo ao tipo de crista, a maior parte das laminas se apresentavam hipertréficas e
em gota simultaneamente (41 - 77,36%). A hiperplasia do epitélio esteve presente em
52 laminas, com 51 (98,08%) apresentando acantose e duplicacdo da camada basal
e 1 (1,89%) apresentando somente acantose. Vinte e sete (50,94%) laminas
apresentaram degeneracdo da camada basal e 26 (49,06%) ndo apresentaram. Em
18 (33,96%) laminas foi possivel observar a presenca de apoptose e em 45 (84,91%)
foi possivel observar a presenca de coildcitos. A displasia epitelial esteve presente em
todas as laminas, sendo a maioria displasia moderada (33 - 62,26%). O infiltrado
inflamatorio esteve ausente em 1 (1,89%) lamina e presente nas outras 52 (98,11%),
sendo o leve o mais predominante (23 - 44,23%). Em 52 laminas foram possiveis
observar a distribuicdo do infiltrado, sendo 46 (88,46%) laminas a distribuicdo foi
difusa e em 6 (11,54%) foi focal (Tabela 3) (Figura 6).
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Figura 6 - Caracteristicas histopatologicas da LVP

=

Figura 6: Caracteristicas histopatolégicas da leucoplasia verrucosa proliferativa. A. Presenca de
ortoceratina, camada granulosa e infiltrado inflamatério leve. B. Presenca de orto e paraceratina e
infiltrado inflamatério difuso, em banda e forte. A e B. H&E. Objetiva 10x.

5.2.5 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS LVP-VILLA

Foram selecionados 18 casos de LVP, sendo 6 (75%) do género feminino e 2
(25%) do género masculino, com idade média de 57,75 anos, variando entre 44 e 80
anos. Atingindo pacientes leucoderma (4 — 50%) e pardos (4 — 50%) igualmente. O
tempo médio de evolucdo dessas lesdes relatado pelo paciente foi de 54,80 meses,
variando de 2 a 96 meses. O tempo médio de acompanhamento desses pacientes foi
de 24,75 meses, variando de 6 a 71 meses (Tabela 1).

Em relacdo aos habitos, 3 (37,5%) eram tabagistas, assim como 0s nédo
tabagistas (3 —37,5%) e 2 (11,11%) eram ex-tabagistas. Dois pacientes (25%) faziam
uso de bebidas alcodlicas, 4 (50%) n&o faziam uso e 2 (25%) eram ex-usarios de
bebidas alcodlicas. Em 2 (25%) pacientes foram realizadas bidpsias multiplas e em 6
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(75%) bidpsias Unicas. A auséncia de sintomas (5 — 27,78%) foi relatada pela maioria

dos pacientes (Tabela 1).
5.2.6 DADOS CLINICOS LVP-VILLA

Foram selecionadas 26 laminas de 8 pacientes com LVP-Villa. O sitio mais
acometido foi a mucosa jugal (12 — 42,86%), sendo bilateralmente (13 — 50%) o local

mais acometido (Tabela 2).

Sobre os aspectos da lesé@o, de acordo com os dados colhidos nos prontuarios
e requisicdes, a maioria se se apresentam como placas (24 — 92,31%), e 2 (7,69%)
com outras caracteristicas (mancha, séssil e exofitica). A maioria das lesbes eram
brancas (24 — 92,31%), e somente 2 (7,69%) se apresentavam vermelha e branca
simultaneamente. Nove (34,62%) lesGes se apresentavam lisas enquanto outras 17
(65,38%) se apresentavam com a superficie verrucosa, ou irregular, ou corrugada ou
rugosa. O tamanho médio das les6es foi 2,41 cm, variando de 0,3 cm a 6,0 cm (Tabela
2).

5.2.7 DADOS HISTOPATOLOGICOS LVP-VILLA

Foram realizadas avaliacdo histopatologica em 25 laminas de LVP, pois uma
lamina ndo foi encontrada no arquivo. Doze (48%) laminas apresentavam
ortoceratinizacdo, igualmente para orto e paraceratinizagdo simultaneamente (12 —
48%) e apenas 1 (4%) apresentava paraceratinizacdo. A aquisicdo da camada
granulosa esteve presente na maioria das laminas avaliadas (24 - 96%). Em relacdo
ao tipo de crista, a maior parte das laminas se apresentavam hipertréficas e em gota
simultaneamente (18 - 72%). A hiperplasia do epitélio esteve presente em 24 laminas,
com as 24 (96%) apresentando acantose e duplicacdo da camada basal
simultaneamente. Doze (48%) laminas apresentaram degeneracdo da camada basal
e 13 (52%) ndo apresentaram. Em 7 (28%) laminas foi possivel observar a presenca
de apoptose e em 19 (76%) foi possivel observar a presenca de células sugestivas de
coilécitos. A displasia epitelial esteve presente em todas as laminas, sendo a maioria
displasia moderada (18 - 72%). O infiltrado inflamatorio esteve presente em todas as
25 laminas, sendo o intermediario (10 — 40%) o mais predominante. Em todas as
laminas foi possivel observar a distribuicdo do infiltrado, sendo 24 (96%) com

distribuicao foi difusa e apenas 1 (4%) com distribuicéo focal (Tabela 3).
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5.2.8 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA
5.2.8.1 ANALISE DESCRITIVA

Foi realizada a reacdo imunohistoquimica em 26 laminas de 17 pacientes,
sendo 1 excluida, pois o corte se soltou da lamina durante o processamento. Das 25

laminas processadas, apenas 1 foi negativa para a imunomarcagao.

Nas outras laminas foi observada a positividade sob a forma de uma
imunomarcacao acastanhada. A imunomarcacéo foi citoplasmética em 14 (58,33%)
laminas e citoplasmatica e membranar simultaneamente em 10 (41,67%) laminas.
Dezessete (70,83%) laminas apresentaram marcacdo difusa e 7 (29,17%)
apresentaram marcacao focal, sendo que 4 (16,67%) apresentaram intensidade de
marcacao fraca, 17 (70,83%) moderada e 3 (12,5%) forte. A positividade de marcacao
esteve presente na camada basal em 1 (4,17%) lamina, na camada basal e camada
espinhosa simultaneamente em 4 (16,67%), na camada espinhosa e camada
superficial simultaneamente em 8 (33,33%) e em todas as camadas simultaneamente
em 11 (45,83%) laminas (Tabela 4) (Figura 7).

Tabela 4 - Analise descritiva da imuno-histoquimica das LVP

LVP-Cerero LVP-Villa

Variavel Categorias n=24 % n=12 %

i 9 75

Distribuiggo ~ DUSa 17 70,83

Focal 7 29,17 3 25

; ~ - Citoplasmética 14 58,33 8 66,67
Tipo de marcacéo

Citoplasmética e membranar 10 41,67 4 33,33

Basal 1 4,17 0 0
Camadas Basal e espinhosa 4 16,67 1 8,33

marcadas Basal, espinhosa e superficial 11 45,83 6 50
Superficial e especial 8 33,33 5 41,67
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Figura 7 - Aspectos imunohistoquimicos da LVP

Figura 7- Expressado imunohistoquimica da CK19 nas LVP. A. Imunomarcacdo acastanhada da
camada basal (seta: marcagdo membranar) com marcac¢do difusa e moderada. B. Imunomarcacao
acastanhada da camada basal e espinhosa (seta: marcagao citoplasmatica) com marcacéo difusa e
moderada. A e B. Objetiva 40x.

5.2.8.2 ANALISE QUANTITATIVA

A andlise quantitativa realizada em 24 laminas processadas, apresentou uma
média geral de marcacao de 1,69 e um desvio padrdo de 0,65. Ja quando avaliamos
separadamente as LVP-Villa, observamos uma média de marcagdo de 1,98 e um
desvio padréao de 0,72.

5.3 ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA ENTRE LEUCOPLASIA ORAL E LVP

Ao se verificar a associagado entre os diagnoésticos de LO ou LVP e os dados
clinicos e sociodemograficos, houve associagao significativa do género feminino com
LVP-Cerero (p= 0,032). Quando foi analisado o tempo de evolugédo das lesdes, os
pacientes com LVP-Cerero apresentaram associagdo com o intervalo de tempo de 13
a 60 meses, enquanto os pacientes com leucoplasia oral apresentaram associacao
com o intervalo de 0 a 6 meses de evolugdo (p=0,07). Por outro lado, houve
associacao da LVP-Villa, com o intervalo de 0 a 6 meses (p=0,025). Quando o tempo
de acompanhamento foi analisado, houve associacéo significativa da LVP-Cerero,
com o intervalo de 15 a 30 meses (p=0,002). Em relacdo ao local mais acometido,
guando foi feita a analise por paciente, a mucosa jugal foi o local que demonstrou
associacao com a LVP-Villa (p=0,015), enquanto que nos pacientes com LVP-Cerero,
houve uma tendéncia de associacdo com a localizacdo em lingua (p=0,065). Houve
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associacdo da presenca de biopsia Unica com o diagnostico de leucoplasia quando
comparada a LVP-Cerero (p=0,043). Quando foi avaliado o uso do tabaco, houve uma
tendéncia de associacdo da LVP-Cerero com a ocorréncia de nao tabagistas
(p=0,067). (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP — dados

sociodemograficos e clinicos (anélise por paciente)

Leucoplasia LVP Leucoplasia L.VP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % p- n % n % p-
valor valor
Idade em 2 até 60 anos 47 61,8 11 61,1 52 60,5 6 75
; 1 0,706
categorias
260anos 29 382 7 389 34 395 2 25
Feminino 37 46,8 3 16,7 38 427 2 25
Género , 0,032 0,464
Masculino 42 53,2 15 83,3 51 573 6 75
Branco 35 473 10 556 41 48,8 4 50
Cor Pardo 25 338 7 389 0387 28 333 4 50 0,365
Negro 14 18,9 1 56 15 179 0 O
Sim 34 531 4 2272 35 473 3 375
Tabagismo N&o 24 375 11 61,1 0,067 32 432 3 37,5 0,408
Ex 6 9,4 3 16,7 7 95 2 25
Sim 20 357 5 278 23 348 2 25
Etilismo Nao 29 518 11 611 0,781 36 545 4 50 0,485
Ex 7 125 2 111 7 106 2 25
Oa6 meses 25 49 5 278 27 443 3 375
7al2
Tempo 9e meses 12 235 2 111 0,007 13 213 1 125 0,025
evolucéo 13 2 60
a 14 275 8 444 20 328 2 25
meses
maisde 61 0 0 3 16,7 1 16 2 25
izaca Sim 16 20,3 8 444 21 236 3 375
LO(I:iillzuaa(;ao 0,065 0,404
9 Néo 63 79,7 10 55,6 68 764 5 625
Localizagéo Sim 4 51 0 0 1 4 45 0 O 1
assoalho N&o 75 949 18 100 85 955 8 100
Locallzagao Sim 24 304 8 444 0.275 26 292 6 75 0,015
mucosa jugal
Néo 55 696 10 55,6 63 708 2 25

Continua
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Concluséo
Leucoplasia LVP Leucoplasia L.VP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % P n % n % P
valor valor
Localizac&o palato Sim 8 10,1 1 56 1 9 101 0 O 1
mole
Nao 71 89,9 17 944 80 899 8 100
Locahng?Cc)) palato Sim 9 114 0 O 0,202 9 101 0 O 1
Nao 70 886 18 100 80 899 8 100
izaca Sim 22 278 9 50 26 292 5 625
Li‘;";‘)'ézrz%ao 0,093 0,106
Nao 57 722 9 50 63 70,8 3 375
izaca Sim 11 139 4 222 12 135 3 375
Localizagdo 0,469 0,104
mucosa labial
Nao 68 86,1 14 77,8 77 865 5 625
izacs Sim 3 3,8 3 16,7 4 45 2 25
Locallza(;a,o fundo 0,076 0,076
de vestibulo
Nao 76 96,2 15 833 85 955 6 75
Oa6meses 13 382 1 59 13 30,2 1 125
7aldmeses 14 412 4 235 17 395 1 125
Tempo de
acompanhamento 15 a 30 0,002 0121
6 176 7 412 9 209 4 50
meses
231 meses 1 2,9 5 294 4 93 2 25
Assintomatico 37 69,8 5 35,7 40 645 2 40
Dor 8 151 3 214 10 161 1 20
Sintomas Ardéncia 5 9,4 4 28,6 0,156 7 11,3 2 40 0,444
Desconforto 1 1,9 1 71 2 32 0 O
Dor e 2 38 1 71 3 48 0 0
ardéncia
o Sim 12 152 7 389 17 19,1 25
Outras biépsias . 0,043 0,653
Nao 67 848 11 61,1 72 80,9 75

Quando a analise foi feita por lamina, houve a associacdo dos pacientes com

LVP-Villa com les6es multifocais (p=0,016), bem como uma tendéncia de associagédo

com a mucosa jugal (p=0,061), de forma similar, a lingua estava significativamente
associada a LVP-Cerero (p=0,015) (Tabela 6).

Tabela 6 - Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP — dados

clinicos (analise por lamina)
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Leucoplasia LVP Leucoplasia L.VP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % p- n % n % b-
valor valor
o Unifocal 44 46,3 16 30,2 55 451 5 19,2
Sitios . 0,08 0,016
Multifocal 51 53,7 37 69,8 67 549 21 80,8
Mucosa labial 14 124 6 11,3 14 10 6 23,1
Lingua 20 17,7 21 39,6 37 264 4 154
Rebordo 27 239 7 13,2 32 229 2 7,7
Fundo de 3 27 5 94 6 43 2 77
vestibulo
Localizacéo Mucosa jugal 28 248 11 208 0,015 29 20,7 10 385 0,061
Palato duro 8 7,1 0 0 8 5,7 0 0
Palato mole 6 5,3 1 19 7 5 0 0
Assoalho 3 2.7 0 0 3 2,1 0 0
Mais de 1 4 35 2 38 4 29 2 71
local
Outros sitios Sim 10 8,8 4 7,5 1 11 7,9 3 11,5 0.462
acometidos N&o 103 91,2 49 925 129 92,1 23 885
Direito 19 22,6 10 18,9 20 18 9 34,6
Esquerdo 20 23,8 12 226 30 27 2 17

Lados da leséo Bilateral 39 464 19 358 0071 45 405 13 50 0,063

Cruza alinha

.- 6 7,1 12 22,6 16 144 2 7,7
média

Em relacdo ao tamanho das lesfes, houve associacao significativa de lesdes
categorizadas com menor tamanho com a leucoplasia, (p=0,041), tanto quando
comparada a LVP-Cerero (p=0,041), quanto na comparacao com LVP-Villa (p=0,035)
(Tabela 7). Observa-se que as les6es de maior tamanho se tornam mais frequentes

nas LVP do que na leucoplasia.

Tabela 7 - Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP — dados de

aspecto da leséo (analise por lamina)

Leucoplasia LVP Leucoplasia LVP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % b- n % n % b
valor valor
) B Placa 78 83,9 43 82,7 97 815 24 92,3
Tipo de lesao 1 0,249
Outras 15 16,1 9 17,3 22 185 2 7,7
Cor da lesso Sim 104 945 51 962 129 94,2 26 100
. 1 0,357
(branca) N&o 6 55 2 38 8 58 0 O
Cor dalesao Sim 10 9,1 4 7,5 1 12 8,8 2 7,7
(vermelha) N&o 100 90,9 49 925 125 91,2 24 92,3

Continua
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Conclusao
Leucoplasia LVP Leucoplasia L.VP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % val?lz)r n % n % vgl-or
Superficie da Lisa 15 234 11 224 ) 17 195 9 346 .o
les&o Outras 49 16,6 38 77,6 70 805 17 654
0a29 72 828 34 642 91 79,8 15 57,7
Ta”;:g:;’ da 3,39 9 103 10 189 0041 14 123 5 192 0,035
>4 6 69 9 17,0 9 79 6 23

Quando foi feita a analise comparativa dos dados histopatologicos em relacéo
ao diagnostico de LVP ou LO, considerando-se todas as laminas analisadas, foi
observada associacao significativa da presenca de ortoceratina, associada ou ndo a
paraceratina, com o diagnéstico de LVP-Villa (p=0,004). Houve associacdo da
presenca da camada granulosa com LVP-Villa (p=0,003). Quando se observou a
degeneracdo da camada basal, houve associacdo da auséncia de degeneracédo da
basal com o diagnéstico de leucoplasia, quando comparado a LVP-Cerero (p=0,039).
Quanto a distribuig&o do infiltrado inflamatorio, tanto as laminas de LVP-Cerero quanto
de LVP-Villa, estavam associadas a distribuicdo difusa (p=0,004 e p=0,003,
respectivamente) em relacdo a focal, sendo que a leucoplasia ndo demonstrou tal
associacao. Em relacéo a intensidade do infiltrado, as laminas de LVP-Villa mostraram
associacdo com a intensidade intermediaria, enquanto que as laminas de leucoplasia

oral, mostraram associa¢do com a intensidade leve (p=0,041) (Tabela 8).

Tabela 8 - Andlise estatistica comparativa entre leucoplasia oral e LVP — dados
histopatolégicos (analise por lamina)

Leucoplasia LVP Leucoplasia L.VP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % vaﬁ)ll)r n % n % vzgll)r
Ortoceratina 26 23 16 30,8 30 21,4 12 48
Tipo de ceratina Paraceratina 27 239 14 269 0405 40 286 1 4 0,004
Ortoepara 60 53,1 22 423 70 50 12 48
Aquisicdo da Presente 86 76,1 44 84,6 0.305 106 75,7 24 96 0.03
granulosa Ausente 27 239 8 154 34 243 1 4 ’

Continua
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Conclusao
Leucoplasia LVP Leucoplasia LVP
Cerero Villa
Variavel Categoria n % n % VE'E|-OI’ n % n % vgl_or
Hiperplasica 26 23 5 96 27 193 4 16
Hiperplasicae g0 505 41 788 91 65 18 72
o d sta em gota
Tlpgpitil?gls Atréfica 2 1,8 0 0 0143 2 14 0 0 0944
Hiperplasica e
atrofica 11 97 3 58 12 86 2 8
Todas 6 53 3 58 8 57 1 4
Acantose € 145 959 50 96,2 131 93,6 24 96
duplic da basal
Hlperplé}lslado Acantose 4 35 1 19 073 5 36 0 0 0565
epitélio
P Duplic da basal 2 18 0 0 2 14 0 O
Sem hiperplasia 2 1.8 1 19 2 1,4 1 4
Degenera@é_o da Presente 38 33,6 27 519 0.039 53 37,9 12 48 0378
basal Ausente 75 66,4 25 481 87 621 13 52 '
Presente 43 38,1 17 32,7 53 379 7 28
Apoptose 0,602 0,378
Ausente 70 61,9 35 67,3 87 62,1 18 72
o Presente 81 71,7 44 84,6 106 75,7 19 76
Coilocitose 0,081 1
Ausente 32 283 8 154 34 243 6 24
Leve 43 38,1 16 30,8 53 379 6 24
Displasia Moderada 64 56,6 33 635 021 79 56,4 18 72 0.42
epitelial Severa 2 1,8 3 58 ’ 4 29 1 4 7
Ausente 4 3,5 0 0 4 2,9 0O O
Distribuicdo do Difuso 72 66,1 45 88,2 0.004 93 68,9 24 96 0.003
infiltrado Focal 37 339 6 11,8 42 311 1 4 7
Leve 60 53,1 23 44,2 74 529 9 36
Intensidade do  Intermediario 37 32,7 20 385 0oy 47 336 1040 .
infiltrado Forte 9 8 8 154 11 79 6 24
Ausente 7 6,2 1 19 8 57 0O O

5.4 ANALISE COMPARATIVA ENTRE PACIENTES QUE APRESENTARAM MAIS
DE UMA BIOPSIA EM MOMENTOS DIFERENTES

Nos pacientes que realizaram mais de uma bidpsia com algum intervalo de
tempo entre elas, foram realizadas andlises comparativas em relacdo aos dados
clinicos, histopatolégicos e da imunohistoquimica das biépsias iniciais com as bidpsias

tardias.

Observou-se que a média de tamanho das lesGes das bidpsias iniciais foi maior

(2,71 cm) do que a média do tamanho das lesdes das bidpsias tardias (1,74 cm). A
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meédia de tempo decorrido entre elas (das efetivamente analisadas) foram 16 meses,

sendo 0 minimo 12 meses e 0 maximo 48 meses.

Houve sete casos em que foi possivel fazer essa andlise, todos classificados

como LVP-Cerero e 4 classificados como LVP-Villa. A maioria manteve os mesmos

parametros entre as analises ou piorou da primeira para a segunda biopsia (Tabela

9).

Tabela 9 - Comparacdo dos dados obtidos com a 12 bidpsia com a bidpsia

subsequente
L Bidpsia
1#Biopsia subseguente

Variavel Categoria n % n %

o Placa, branca, lisa 2 28 57 2 28,57
Aspecto clinico . '
placa, branca, irregular 5 71,43 5 71,43
Leve 2 28,57 1 14,29
Displasia Epitelial Moderada 4 57,14 5 71,43
Severa 1 14,29 1 14,29
N Sim 1 14,29 6 85,71
Degeneracéo basal ~ !
Né&o 6 85,71 1 14,29
Distribuicao Focal 1 14,29 0 0

infiltrado Difuso 6 85,71 7 100
Leve 2 28,57 2 28,57
Intensidade infiltrado Intermediario 2 28,57 4 57,14
Forte 3 42,86 1 14,29
Ortoceratina 3 42,86 2 28,57
Orto/paraceratina Paraceratina 3 42,86 1 14,29
Orto e paraceratina 1 14,29 4 57,14
Focal 2 28,57 1 14,29
Difusa 5 71,43 6 85,71
Fraca 2 28,57 1 14,29
Imunomarcacéao Moderada 4 57,14 5 71,43
Forte 1 14,29 1 14,29
Citoplasmatica 6 85,71 4 57,14
Cito e membranar 1 14,29 3 42,86
Superficial e espinhosa 4 57,14 1 14,29
Camada marcada Bas?al,ssilim%r;glal € 3 42,86 4 57,14
Basal e espinhosa 0 0 1 14,29
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6 DISCUSSAO

Desde que foi descrita pela primeira vez em um trabalho realizado por Hansen
et al. (1985), a LVP tem sido muito estudada e critérios para classifica-la vém sendo
propostos. Neste estudo, nos propusemos a estudar e utilizar os critérios propostos
por Cerero-Lapiedra et al. (2010) e Villa e et al. (2018). De uma amostra inicial de 97
casos de LO, classificamos 18 como LVP, sendo todas enquadradas nos critérios
propostos por Cerero-Lapiedra et al. (2010) e 8 enquadradas simultaneamente nos
critérios propostos por Villa et al. (2018). Encontramos limitacdes e dificuldade para
realizar essas classificagdes, uma vez que, para se enquadrar nessas classificacdes,
principalmente na proposta por Villa et al. (2018), é necessario dados de
acompanhamento do paciente, o que nao estava relatado em uma grande parte dos
prontuarios de leucoplasia oral, jA que muitos desses pacientes ndo voltam para
revisdo ou os prontuarios ndo sao preenchidos da forma correta, pois as biopsias
realizadas fora da UFES possuem apenas a requisicdo de exame histopatoldgico.
Diante disso, ha uma dificuldade de recuperacdo dos dados. Villa et al. (2018)
propdem ainda que sejam feitos registros fotograficos desses pacientes a cada
consulta de acompanhamento (CERERO-LAPIEDRA et al., 2010 e VILLA et al., 2018),
como é feito de rotina nos pacientes atendidos na Clinica de Estomatologia e projetos
de extenséo da UFES.

Ao estudarmos o tempo de evolucdo da doenca e o tempo de acompanhamento
dos pacientes, observamos que em apenas dois casos houve transformacéo maligna.
Isto pode estar relacionado com o pouco tempo de acompanhamento desses
pacientes e/ou com a falta de acompanhamento em longo prazo da maioria dos
pacientes de leucoplasias em geral, 0 que € essencial para classificar as LVP ou
verificar a transformacéo maligna dessas lesdes. Para alguns autores um dos critérios
para classificacdo da LVP é o tempo de acompanhamento de cinco anos ou mais
(CERERO-LAPIEDRA et al., 2010; CARRARD et al., 2013), e isto nao foi observado
na maioria dos nossos casos. O tempo meédio de evolucdo da doenca nas leucoplasias
foi de 10,5 meses e tempo de acompanhamento de 21,5 meses. Ja o tempo de
evolucdo da doenca para as LVP-Cerero foi de 41,29 meses e o tempo de
acompanhamento desses pacientes foi de 24,59 meses, enquanto que nas LVP-
VILLA, o tempo de evolucdo da doenca foi de 54,80 meses e o tempo de

acompanhamento desses pacientes foi de 24,75 meses. Observa-se que o tempo de



52

evolucado das LVP é maior do que nas leucoplasias, o que pode ser explicado pelo
seu comportamento proliferativo, sua alta taxa de recidiva ou porque o paciente
demora para procurar ajuda (CAPELLA et al, 2017; STAINES; ROGERS, 2017).

Alguns autores relatam que a LVP, apds um longo periodo, aproximadamente
seis anos, evolui para o carcinoma (GHAZALI et al., 2003; BAGAN et al., 2003;
BISHEN; SETHI, 2009; GANDOLFO et al., 2009; GOUVEA et al., 2013). Outros
autores relatam que, aproximadamente 5% das leucoplasias orais vao se transformar
em cancer em um periodo médio de cinco anos, ja as LVP tem uma taxa de
transformacao maligna em torno de 70 a 100% ao longo de um periodo prolongado
de acompanhamento (BISHEN; SETHI, 2009; GOUVEA et al., 2013; CAPELLA et al,
2017; BARNES et al., 2005). De forma geral foi observado que as lesdes LVP-Villa
foram maiores em tamanho médio do que as LVP-Cerero e idade do paciente um
pouco mais baixa. Além disso, o tempo de evolucéo relatado pelo paciente foi maior
do que pra Cerero, sugerindo assim um diagnéstico talvez mais tardio, porém mais
preciso dessa classificacdo, bem como gravidade maior (tamanho maior, lesbes
presentes em idade mais precoce) das lesdes assim classificadas. E necessario
continuar acompanhando esse grupo de pacientes, para detectar os casos de
progresséo clara da doenca, bem como aqueles com transformacao para carcinoma

de boca.

A LVP vem sendo descrita por varios autores como uma lesao progressiva que
evolui a partir da leucoplasia oral, multifocal, com alto risco de malignizacgéo, resistente
ao tratamento, de recorréncia frequente (HANSEN et al., 1985; CAPELLA et al, 2017;
STAINES; ROGERS, 2017), com predilecdo pelo sexo feminino, em uma proporcao
de 4:1 e com uma média de idade ao acometimento de 62 anos (SILVERMAN;
GORSKY, 1997). Este estudo corrobora com os achados de Silverman e Gorsky, onde
encontramos que os pacientes diagnosticados com LVP (segundo classificacdo de
Cerero-Lapiedra et al., 2010) tiveram predilecédo pelo género feminino (5:1), com uma
idade média de 61,22 anos. Ja LVP-Villa apresentou uma idade média mais baixa, de
57,75 anos, preferéncia pelo género feminino, porém numa propor¢éao menor (3:1) do
gue na LVP-Cerero, em que ser do sexo feminino € um dos critérios de inclusdo. Em
relacdo a leucoplasia oral, este estudo encontrou predominéncia do género feminino
(53,16%) em relacdo ao género masculino (46,84%), com uma meédia de idade de

55,66 anos, resultados esses diferentes dos relatados na literatura, onde a mesma é
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mais comum em homens, exceto em algumas regifes onde a populacdo tem habitos
de mascar tabaco (STAINES; ROGERS, 2017; PETTI, 2003; NEVILLE et al., 2016).

Alguns autores relatam que a etiologia da LVP parece n&o estar relacionada ao
uso do tabaco (GANDOLFO et al., 2009; BAGAN et al., 2011), de forma que Cerero-
Lapiedra e colaboradores (2010) usaram como um dos itens do seu critério de
classificacdo para LVP, porém na classificacdo proposta recentemente por Villa e
colaboradores (2018), esta variavel ndo entra como critério, uma vez que, a LVP pode
atingir tanto pacientes fumantes como nao fumantes, ndo sendo este um critério de
inclusdo ou exclusdo (CERERO-LAPIEDRA et al., 2010; VILLA et al., 2018). Neste
estudo, observamos que houve uma tendéncia a associacao dos pacientes com LVP-
Cerero, qguando comparados com a leucoplasia, de ndo fazer uso de tabaco (p=0,067).
Em contrapartida, a prevaléncia do uso de tabaco nos pacientes com leucoplasia oral
foi maior do que os ndo fumantes ou ex-fumantes (Tabela 5). Quando avaliamos a
LVP-Villa, observamos que o nimero de pacientes que faziam uso de tabaco era igual
aos que nao faziam uso. Com base nisso, podemos sugerir que o critério de Cerero-

Lapiedra talvez esteja selecionando mais mulheres e ndo-tabagistas (viés de selecdo).

As lesbes de leucoplasia oral ou LVP podem se apresentar inicialmente
unifocais, como uma discreta leucoplasia homogénea, ou se apresentarem multifocais
com caracteristicas exofiticas no momento do diagndstico inicial (CAPELLA et al.,
2017; BISHEN; SETHI, 2009). Neste estudo, foi significativa a associacdo entre LVP
e lesBes multifocais, tanto quando comparamos as leucoplasias com LVP-Cerero
(p=0,08), quanto quando comparamos as leucoplasias com LVP-Villa (p=0,016).
Provavelmente porque ambas as classificacbes para LVP levam o critério
multifocalidade em consideracédo. Observamos também, que a maioria dos pacientes
apresentavam les6es em forma de placas brancas com superficie irregular, rugosa ou
verrucosa, tanto nas lesdes de leucoplasia como nas LVP (LVP-Cerero 70,37% e LVP-
Villa 65,38%) (Tabela 7).

A leucoplasia e a LVP podem acometer varios locais da mucosa oral, sendo a
gengiva o local mais descrito por diversos autores (CAPELLA et al., 2017,
GANDOLFO et al., 2009; BISHEN; SETHI, 2009; HANSEN et al., 1985; CERERO-
LAPIEDRA et al., 2010; FETTIG et al.,, 2000). No presente estudo as leucoplasias
foram mais prevalentes na mucosa jugal e rebordo gengival, enquanto que as LVP-

Cerero foram mais comuns em lingua e mucosa jugal (Tabela 2). Também
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observamos, neste estudo, associacao da leucoplasia com a mucosa jugal, bem como
da LVP com a lingua (p=0,015), diferindo da maioria dos estudos. Como a leucoplasia
oral se caracteriza por ser uma leséo cujo diagnéstico se faz por exclusao, lembramos
da necessidade de excluir o trauma e as lesfes de ceratose traumética principalmente
guando se analisa placas brancas em mucosa jugal e rebordo gengival, que séo

regides da mucosa de revestimento da boca constantemente submetidas a trauma.

Em relagdo ao tamanho das lesbGes, houve associagdo da leucoplasia com
lesGes de menos de 2 cm, tanto ha comparacao com LVP-Cerero (p=0,041), quanto
com LVP-Villa (p=0,035), sendo que houve um aumento na proporcdo de lesbes
maiores nas LVP (Tabela 7). De acordo com alguns autores, uma leucoplasia tem
risco aumentado para transformacédo maligna quando as lesdes apresentam uma
média de tamanho superior a 200 mm?, estando associadas a graus mais elevados
de displasia (WARNAKULASURIYA et al., 2016; HOLMSTRUP et al., 2006). Isto pode
explicar o porqué de praticamente nao termos casos de transformacdo maligna, uma
vez que, a maioria das lesbes eram pequenas e com grau de displasia moderado,

além de que o tempo médio de acompanhamento foi cerca de 24 meses.

Alguns estudos mostram que as alteracdes da DEO néao sao observadas nas
fases iniciais da LVP, o que faz com que a maioria dos casos deixem de ser vistos
com potencial de malignidade (VAN DER WAAL, REICHART, 2008; ZAKRZEWSKA
et al., 1996). Neste estudo ndo encontramos associa¢ao significativa entre os graus
da DEO com as LVP, o que pode ser explicado pela falta de acompanhamento do
paciente a longo prazo, bem como da realizacdo de novas biopsias. Contudo, chama
atencdo que todos os casos de LVP apresentavam algum grau de displasia e que a

proporcao de displasia moderada e severa foi maior nas LVP do que nas leucoplasias.

Ao analisar comparativamente os dados histopatolégicos em relacdo ao
diagnéstico de LVP ou leucoplasia, considerando-se todas as laminas analisadas, foi
observada associacao significativa da presenca de ortoceratina, associada ou ndo a
paraceratina, com o diagnostico de LVP-Villa (p=0,004). Houve também associacao
da presenca da camada granulosa com LVP-Villa (p=0,003). Kobayashi et al. (2012)
criaram o termo displasia ortoceratética, que seria um tipo de displasia presente nas
DOPM, ndo necessariamente associada a altera¢gfes citoldgicas e arquiteturais do
epitélio. As lesbes seriam assim denominadas quando houvesse a presenca de

camada granulosa e ortoceratina simultaneamente, podendo indicar alteracdes
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histopatoldgicas iniciais resultantes de mutacao celular. Dessa forma, a associagao
entre presenca de ortoceratina e camada granulosa com LVP-Villa pode ser

relacionada a displasia ortoceratética (KOBAYASHI et al., 2012).

Quando se observou a degeneracdo da camada basal, houve associacédo da
auséncia de degeneracdo da basal com o diagndstico de leucoplasia, quando
comparado a LVP-Cerero (p=0,039). Quanto a distribuicdo do infiltrado inflamatorio,
tanto as laminas de LVP-Cerero quanto de LVP-Villa, estavam associadas a
distribuicdo difusa (p=0,004 e p=0,003, respectivamente) em relacdo a focal, sendo
qgue a leucoplasia ndo demonstrou tal associacdo. Em relacdo a intensidade do
infiltrado, as laminas de LVP-Villa mostraram associacdo com a intensidade
intermediaria, enquanto que as laminas de leucoplasia oral, mostraram associacao
com a intensidade leve (p=0,041). Pode ser que quando as lesdes apresentam mais
chance de transformacédo maligna, como ocorre com a LVP em comparacdo com a
leucoplasia, o infiltrado se torna mais difuso e forte, na tentativa de responder as
alteracdes do epitélio e do estroma, o que justifica o papel da inflamagcdo na
Tumorigénese (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; KARIN, 2006). Outro estudo
observou que as alteragcbes vasculares e inflamatorias estavam ligadas ao
desenvolvimento de displasia e invasdo de células epiteliais em lesGes pré-malignas
e malignas ao se avaliar LO com displasia leve a CCE. Eles concluiram que a
intensidade de infiltracdo de células inflamatorias no tecido conjuntivo subjacente foi
maior nas LO com displasia grave, nos carcinomas in situ e nos CCE, sendo que,
neste Gltimo, a intensidade foi ainda maior (MASHHDIABBAS; FAYAZI-BOROUJENI,
2017). Além disso, a associacédo significativa da degeneracdo da camada basal e do
infiltrado difuso — duas caracteristicas presentes no liguen plano oral — podem justificar
0 aspecto inicial da LVP semelhante ao liquen plano oral, tanto na apresentacao
clinica quanto na histopatolégica, conforme descrito anteriormente (LOPES et al.,
2015). Também foram observados no presente estudo aumento na proporcao de
corpos apoptéticos e de infiltrado inflamatério forte nas LVP (Tabela 3), mais duas
caracteristicas observadas em lesdes de liquen plano. Apesar dessas caracteristicas
gue se assemelham ao liquen plano, que € umas das DOPM com menores indices de
transformacao maligna, houve aumento na proporcgéo de displasia moderada e severa
nas LVP quando comparadas a leucoplasia. Alguns autores (VAN DER MEIJ et al.,

2003) defendem que aqueles casos de liquen com displasia epitelial ndo deveriam ser
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classificados como liquen plano, e sim como lesao liquenoide, que apresentariam,
essas sim, maior chance de transformacdo maligna. Na dissertacdo que comparou
lesdo liquenoide, liquen plano e LVP (MAIA, 2019), os autores defenderam que
apenas os casos com displasia moderada ou severa devem ser considerados como
lesdo liquenoide, uma vez que alteracdes citoldgicas decorrentes da inflamacgéo
intensa presente no liguen podem induzir ao diagndstico de displasia leve. Outro
estudo compara LPO, leséo liguendide oral e displasia liquendide oral e mostra que
quando se compara a displasia liquendide oral com outras condi¢Bes liquendides
bucais, aquelas apresentam um risco particularmente alto de transformacdo maligna
e devem ser acompanhadas com base na presenca de displasia e ndo no infiltrado
inflamatério liguendide. J& o LPO demonstra uma taxa relativamente baixa de
transformacao maligna. (SHEARSTON et al., 2019).

Neste estudo observou-se intensidade de marcacdo fraca em 4 (16,67%)
amostras, 17 (70,83%) moderada e 3 (12,5%) forte e a imunomarcacao positiva na
camada basal em 1 (4,17%) lamina, na camada basal e camada espinhosa
simultaneamente em 4 (16,67%), na camada espinhosa e camada superficial
simultaneamente em 8 (33,33%) e em todas as camadas simultaneamente em 11
(45,83%) laminas (Tabela 4), o que mostra que a marcacao basal isoladamente ou
em associagdo com outras foi predominante, ao mesmo tempo que a marcacao de
todas as camadas também sobressaiu, indicando presen¢ca marcante da CK19 nesses
casos. Estes achados corroboram com o estudo realizado por Bombeccari et al.
(2018), que mostrou que das amostras positivas para LPO, 6/18 (33%) foram
classificadas na categoria 2 (poucas células coradas), com a coloracdo de CK19
confinada a camada celular basal do epitélio oral. Porém, nas amostras de CCEO
(10/18), 5/10 (50%) foram categorizadas no grau 2 e 5/10 (50%) no grau 3 (menos de
50% das células coradas), com CK19 expressa na camada parabasal e focal no
epitélio superficial (BOMBECCARI, SPADARI, 2018) e esses achados sdo coerentes
com um estudo anterior de Safadi et al. (2010) que relata uma porcentagem geral de
66,7% das secOes coradas (SAFADI et al.,, 2010). Vander Velden et al. (1999),
explicou a expressao da CK19 no epitélio simples ndo ceratinizado, onde foi expressa
de forma heterogénea nas camadas celulares basais e esparsa nas camadas
celulares suprabasais. Aléem disso, nas lesbes hiperplasicas e hiperceratéticas, a

CK19 estava ausente, exceto nas lesdes que apresentavam inflamacédo (VAN DER
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VELDEN et al., 1999). Segundo Lindberg e Rheinwald (1989), a expressao suprabasal
de CK19 esté correlacionada com instabilidade da mucosa e alteracdes que precedem
as lesbes maligna (LINDBERG; RHEINWALD, 1989). No entanto, padrdes variaveis
de expressdo suprabasal de CK19 também podem ser encontrados no epitélio oral
normal e no epitélio da laringe (VAN DER VELDEN et al., 1999). Foi observado
também maior média da imunomarcacéo na LVP-Villa do que na LVP-Cerero, 0 que
poderia corroborar com o0s critérios anteriores descritos como indicativos de maior
gravidade das lesdes em LVP-Villa (maior tamanho, diagnéstico em idade média

menor e maior marcacgao para CK19).

Santoro et al. (2015), avaliaram CCE e sua relagdo com HPV e mediram a
variacdo da expressao de CK19 nas linhagens celulares UPCI-SCC 131 (HPV-; n=28)
e UPCI-SCC-154 (HPV+; n=10) por imunocitoquimica e citometria de fluxo. As duas
linhagens celulares foram ambas positivas para o anticorpo CK19, mas mostraram um
nivel de expresséo diferente; em particular, deve-se notar que a linhagem celular
UPCI-SCC-154 apresentava um nivel de expressao mais alto, caracterizado por forte
intensidade e padrdo difuso; por outro lado, a linhagem celular UPCI-SCC-131
mostrou um nivel de expressdo mais baixo, com intensidade moderadamente forte e
focalmente forte da coloracéo. Neste estudo, 17 (70,83%) laminas apresentaram
marcacao difusa e 7 (29,17%) apresentaram marcacgéao focal (SANTORO et al., 2015).
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7 CONCLUSOES

Os critérios diagnosticos desenvolvidos por Cerero-Lapiedra et al., 2010 e por
Villa et al., 2018 foram uma ferramenta Gtil para o diagnéstico da LVP, sendo o
proposto por Villa et al., 2018 o mais seletivo deles, ja que necessariamente requer

acompanhamento dos pacientes.

A LVP nédo € um subtipo comum de leucoplasia oral, estando presente em até
18,56% dos casos, e apresenta um perfil diferente desta, sendo predominante em
mulheres e ndo fumantes, quando seguimos o0s critérios propostos por Cerero-
Lapiedra e colaboradores (2010) e sendo predominante em mulheres, independente
do uso do tabaco, quando seguimos os critérios propostos por Villa e colaboradores
(2018).

A presenca de orto e paraceratina, simultaneamente, presenca da camada
granulosa, cristas epiteliais hiperplasicas e em forma de gota, degeneracdo da
camada basal, distribuicdo difusa do infiltrado inflamatério, intensidade leve e
intermediéaria do infiltrado inflamatorio, assim como a presenca de displasia epitelial

em todas as LVP foram caracteristicas histopatoldégicas marcantes.

A imunomarcacao da CK19 nas LVP foi predominantemente citoplasmatica, a
marcacao difusa, de intensidade moderada, marcando todas as camadas epiteliais
simultaneamente. A média da imunomarcacéo foi maior para LVP-Villa do que para
LVP-Cerero.

Houve associacdo da LVP-Cerero, quando comparada a leucoplasia, com sexo
feminino, tempo de evolugdo e de acompanhamento maiores, multifocalidade,
localizacdo em lingua e les6es de tamanho menor, bem como com a degeneracao da
camada basal e distribuicdo difusa do infiltrado inflamatério. Ja para LVP-Villa
observou-se associacao com tempo de evolu¢cao menor, localizagdo em mucosa jugal,
multifocalidade, presenca de ortoceratina associada ou ndo a paraceratina, aquisicao
da camada granulosa, distribuicdo difusa e intensidade intermediaria do infiltrado

inflamatorio.

O diagnostico precoce da LVP é importante para alertar para uma possivel
transformacao maligna, e para isto, € necessario que o cirurgido-dentista esteja atento

para diagnosticar e acompanhar a evolugdo dessas lesdes verrucosas orais, pois
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podem ser inicialmente indistinguiveis de uma leucoplasia homogénea ou liquen
plano. Embora sejam benignas, podem, com o tempo, progredir para uma neoplasia

maligna com frequéncia maior do que a leucoplasia oral.
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