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RESUMO GERAL

A leucoplasia oral e o Carcinoma de Ceélulas Escamosas (CCE), neoplasia maligna
mais comum na regido maxilo-facial sdo as principais lesées no entendimento da
carcinogénese oral. O estudo da transicdo da displasia epitelial oral para o
carcinoma de células escamosas envolve ndo somente aspectos histopatologicos
como também a presenca de biomarcadores que complementam os parametros
prognosticos dos servicos de patologia. OBJETIVO: descrever dados soécio-
demograficos, exposi¢céo a fatores de risco e local da lesdo nas diferentes lesdes;
determinar o grau de displasia e de diferenciacdo de leucoplasias e CCE;
correlacionar aspectos displasicos com dados clinicos; avaliar o perfil da expressao
de TIMP-1 nas lesbes e correlacionar com fatores displasicos. MATERIAL E
METODOS: foram resgatados prontuarios e blocos parafinados com diagndstico de
leucoplasia e CCE do Servigo de Anatomia Patologica Bucal, Curso de Odontologia
da Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES) entre 2004-2010. Para o
estudo histopatologico, laminas de HE foram analisadas para determinar o grau de
displasia das leucoplasias e o grau de diferenciagdo dos CCEs.; foram realizados
ensaio imuno-histoquimico para TIMP-1, com analise do parénquima e estroma, e as
diferentes camadas do epitélio. RESULTADOS: Foram encontrados 32 casos de
leucoplasia e 23 casos de CCE; a idade dos pacientes variou de 26 a 89 anos; a
mucosa jugal foi o local mais acometido para leucoplasia, ja para o CCE foi a lingua.
Nas leucoplasias, 6 casos apresentaram displasia epitelial leve, 17 displasia
moderada e 9 displasia severa. Os casos de CCE, 7 foram classificados como grau
I, 14 grau Il e 2 grau Ill. Na analise histopatologica correlagdes representativas entre
dados clinicos e microscépicos foram encontradas tanto para leucoplasias quanto
para CCE. Avaliacdo imuno-histoquimica detectou presenca de TIMP-1 em todos os
casos. Na leucoplasia leve a camada basal e com hiperplasia apresentou
imunomarcagao intensa; na leucoplasia moderada todas as camadas do epitélio,
exceto a cornea apresentaram marcacdo e a leucoplasia severa teve a camada
espinhosa mais intensamente marcada. O CCE grau | apresentou marcagao intensa
em células com pleomorfismo e mitoses e menor marcagcdo em ceélulas menos
diferenciadas. No CCE grau Il houve marcagdo em células basais com hiperplasia e
na camada espinhosa, a camada parabasal ndo foi marcada; células menos
diferenciadas ndo expressaram a proteina. CONCLUSAO: para melhor
entendimento da malignizagdo e comportamento agressivo do CCE, é importante a
busca por correlagdes entre dados clinicos, histopatoloégicos e moleculares. A
displasia epitelial € um importante aspecto a ser analisado, enquanto que TIMP-1
pode ser uma valiosa ferramenta no estudo da carcinogénese da mucosa oral.

*PALAVRAS CHAVES: leucoplasia oral, carcinoma de células escamosas, cancer
oral e inibidor tecidual de metaloproteinase-1



ABSTRACT

The oral leukoplakia, which is a potentially malignant disorder commonly found in the
oral cavity and the Squamous Cell Carcinoma (SCC), the most common neoplasm in
the maxillofacial region, are the main lesions in the understanding of oral
carcinogenesis. The study of the transition from oral epithelial dysplasia for SCC
involves not only histopathological aspects, but also the presence of biomarkers that
complement the prognostic parameters of pathology services. OBJECTIVE: Describe
the socio-demographic data), exposure to risk factors and site of injury in different
lesions and determine the degree of dysplasia and differentiation for leukoplakia and
SCC, respectively; correlate dysplastic features with clinical data; evaluate the profile
of TIMP-1 expression and correlate with dysplasia. MATERIAL AND METHODS:
Files of patients with the clinical and histological diagnosis of leukoplakia and SCC
from 2004 to 2010 were reviewed retrospectively in the Oral Pathology Lab, Dentistry
College, Federal University of Espirito Santo, Brazil. All clinical history data were
obtained from those files. For histopathological study, HE slides were analyzed to
determine epithelial dysplasia degree to leukoplakia and carcinoma degree. New
slides were obtained and submitted to immunohistochemical assay to determine
expression profile of TIMP-1. Parenchyma and stroma were evaluated, and different
layers of the epithelium. RESULTS: There were 32 cases of leukoplakia and 23
cases of SCC. Patients ranged 26-77 and 42-89 years were diagnosed with
leukoplakia and SCC respectively. The jugal mucosa was the most frequently site in
leukoplakia, although tongue represent the main site to SCC. According to dysplasia
grade, 6 cases of leukoplakia were diagnosed with mild-grade, 17 with moderate and
9 with severe-grade. In SCC cases, 7 were level I, 14 level II and 2 level lll. Some
representative correlation were achieved between clinical and microscopic data. In all
cases was detected presence of TIMP-1 in the stroma and parenchyma. In mild
leukoplakia the basal layer with hyperplasia showed intense immunostaining, on the
other hand, cells with loss of polarity had lower expression. In moderate leukoplakia
all epithelium layers, except the cornea, presented labeling. Spinous layer of severe
leukoplakia was the most intensely marked. In SCC grade |, the deeper layer showed
intense cells labeling in areas of pleomorphism and mitoses, and tumor islands the
less differentiated cells were pour marked. In SCC grade Il labeling was observed in
basal cell and in spinous layer, however, parabasal layer was not marked. Also less
differentiated cells did not express the protein. CONCLUSION: For better
understanding of malignant and aggressive behavior of SCC, it is important to search
for correlations between clinical, histopathological and molecular features. Epithelial
dysplasia is an important aspect that sould be analyzed, whereas TIMP-1 could
represent a valuable tool in other to sstudy oral mucosa carcinogenesis.

KEY WORDS: oral leukoplakia, squamous cell carcinoma, oral cancer and tissue
inhibitor of metalloproteinase-1.
*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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1 INTRODUGAO

O cancer ja foi considerado como uma doenga dos paises desenvolvidos, mas ha
quatro décadas, essa concepg¢ado mudou, € a maior parte do 6nus global do cancer
pode ser observada em paises em desenvolvimento. A economia, segundo o INCA —
Instituto Nacional de Cancer — determina sua natureza. Em paises com maior recurso
financeiro, predominam diferentes tipos de canceres como o de pulmao, mama,
prostata e colon; enquanto em paises de baixo e médio recurso, predominam o0s

canceres de estbmago, figado, cavidade oral e colo do utero (INCA, 2012).

O termo cancer € empregado para designar mais de uma centena de diferentes
doencas; porém dentre as localizagbes selecionadas que representam a magnitude
da doencga e o impacto sobre a populacédo, o cancer de boca no Brasil ocupa a 52
posicdo dentre as neoplasias malignas mais frequentes em homens e a 72 entre as
mulheres, seguindo a tendéncia mundial. Estima-se para o ano de 2012 a ocorréncia
de 14.170 casos novos de cancer da cavidade oral, sendo 9.990 para o sexo
masculino e 4.180 para o sexo feminino (INCA, 2012).

Esses valores sdo extremamente elevados e impulsionam numerosos estudos que
visam ao entendimento do processo de carcinogénese, bem como a busca de
mecanismos preventivos ou tratamento mais efetivos para o cancer (PEREIRA et al.,
2006).

As células neoplasicas originam-se de células normais que sofreram a acédo de
agentes cancerigenos e que provocaram alteracdes permanentes no DNA — Acido
Desoxirribonucléico. A partir dessa agresséo, as células que estao no ciclo celular, ou
que sao capazes de entrar, dardo origem a clones de células transformadas
(BRASILEIRO FILHO, 2004).

O cancer inicia-se por estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos capazes de causar um
acumulo de multiplas mutacdes ao DNA celular. As mutacdes no desenvolvimento do
cancer produzem ceélulas alteradas que n&o respondem aos sinais regulatorios
extracelulares e/ou intracelulares normais que controlam a proliferacao, diferenciagcao
e morte celular (THOMPSON, 2012).
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Os estagios classicos do desenvolvimento do cancer sdo iniciagdo, promogao,
progressdo e metastase. A iniciagdo caracteriza-se pelo processo irreversivel de
mutagdo do DNA induzido por carcinégeno, ativacdo de protooncogenes em
oncogenes e inibicdo de genes supressores de tumor, sendo dose dependente,
embora sem limiar mensuravel (KIGNEL et al., 2007). Na promogé&o, os carcindgenos
secundarios ou oncopromotores atuam sobre a célula induzida, incrementam a
proliferagdo celular, podendo alterar outros mecanismos de funcao celular como
diferenciagdo. A progresséo refere-se a multiplicacdo descontrolada e irreversivel das
células alteradas. A crescente autonomia faz com que o tumor infiltre
progressivamente sem reconhecer os limites anatdmicos. Na metastase, as células

do tumor se disseminam por vias linfaticas ou sanguineas (THOMPSON, 2012).

Contrapondo-se a agressoes, existem mecanismos naturais de defesa que variam de
individuo para individuo como: integridade do sistema imunoldgico, a capacidade de
reparo do DNA danificado por carcindbgenos e a agao de enzimas responsaveis pela
transformacao e eliminacao de substancias cancerigenas (KIGNEL et al., 2007).

Na carcinogénese oral, esses fatores estdo envolvidos, associados aos aspectos
genéticos, aos fatores de risco e a avaliagdo microscopica das lesdes precursoras do

cancer bucal.

Nas desordens com potencial de malignizagdo da mucosa oral, como leucoplasias e
eritroplasias, tém sido avaliadas as alteragdes teciduais e citologicas que representam
a presenga e a severidade do grau de displasia epitelial, conforme critérios
estabelecidos pela OMS - Organizagdo Mundial de Saude. A displasia epitelial
tipicamente progride por uma sequéncia de lesdes histopatologicas, graduadas em
leve, moderada e severa, além do carcinoma in situ, para finalmente, um cancer
invasivo (GALES et al., 2005).

Porém, a classificacdo recomendada pela OMS para a displasia epitelial oral
apresenta limitagdes e inconsisténcias com niveis de variacbes inter e intra-
observadores (SHIMAMAURA et al., 2011). Para Tilakaratne e colaboradores (2011),
a avaliagao da displasia epitelial para predizer a transformacé&o maligna de lesdes
permanece problematica em muitos tecidos, por causa dos sistemas de gradagao que

sdo pobremente estruturados com caracteristicas individuais  pouco
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definidas. Caracteristicas histoldgicas individuais sado requeridas para aumentar o
valor de prognodstico das lesbes com potencial de malignizagdo devendo ser

correlacionadas com caracteristicas clinicas e etiopatogenéticas.

Apesar do enorme progresso no campo da biologia molecular, ndo ha ainda um
marcador unico que possa, de forma confiavel, prever a transformacdo de uma
desordem potencialmente maligna da mucosa oral para um cancer, conforme Van Der
Wall (2010).

A anadlise do valor prognostico da expressao de proteinas no processo de
carcinogénese desponta continuamente na literatura e promete complementar os
parametros prognosticos convencionais utilizados atualmente, podendo oferecer
maior acuracia propedéutica, melhor eficacia terapéutica e expectativas progndsticas

mais realistas.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesoes cancerizaveis e potencial de malignizagao

A OMS em 1978 propds que a apresentacao clinica da cavidade oral reconhecida
como pré-cancer fosse classificada em dois grandes grupos de lesdes e condigbes
cancerizaveis. Sendo consideradas lesdes cancerizaveis as alteracdes do tecido em
que o cancer oral € mais provavel de ocorrer do que na contraparte aparentemente
normal, representada pela leucoplasia, eritroplasia e lesédo palatal de fumo reverso; e,
as condigdes cancerizaveis, um estado generalizado com significativo aumento de
risco de cancer, representada pela fibrose submucosa, queratose actinica, liquen
plano e lupus eritematoso discoide (WARNAKULASURYIA et al, 2007).

No entanto, recentemente foram publicados diversos artigos expressando a opinido
de um grupo de especialistas reunido no ano de 2005 pelo WHO — World Health
Organization - Collaborating Centre for Oral Cancer and Precancer, no Reino Unido,
sobre questdes relacionadas a terminologia, definicdo e classificacdo das lesdes pré-
malignas de boca. Definiu-se que a nomenclatura mais adequada seria desordens
potencialmente malignas (DPM) e que n&do haveria mais distingdo entre lesdes e
condigdes (NAPIER e SPEIGHT, 2008; WARNAKULASURIYA et al., 2007).

Dentre as principais lesdes orais consideradas como lesdes epiteliais precursoras (ou
desordens potencialmente malignas) do cancer de boca estdo as leucoplasias, as
eritroplasias ou uma associagdo desses dois tipos de lesdo, conhecida como
eritroleucoplasia ou leucoplasia salpicada, além de queilite actinica e da leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP) (VAN DER WALL, 2009; WARNAKULASURIYA et al.,
2007).

O diagnostico das DPM consiste na identificagao clinica e avaliagdo microscopica a
partir da remocgao cirurgica de parte (biopsia incisional) ou toda a leséo (excisional),
com a definicdo do grau de displasia. (PARISE JR, 2000; WARNAKULASURIYA et
al., 2008).

O risco de transformagédo maligna das lesbes com algum grau de displasia epitelial
tem sido registrado entre 6,6% e 36,4%, embora Mehanna e colaboradores (2009),
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numa recente meta-analise apresentaram uma taxa média de 12,1% e o grau

histologico afetou significantemente essa média.

Na discussé&o dos fatores de risco associados com aumento da transformacao maligna
das DPM para carcinoma de células escamosas (CCE) Van Der Wall (2010) relaciona
género feminino, longa duragao da leséo, leucoplasia idiopatica, subareas da lingua e
soalho de boca, tamanho, aparéncia ndo homogénea, alto grau de displasia, subtipo
verrucoso e a presenga de multiplas lesbes como fatores estatisticamente
reconhecidos no processo da carcinogénese oral. Dentre esses fatores, destaca que
a presenca da displasia epitelial, frequentemente correlacionado com a forma clinica

nao-homogénea é o mais importante indicador de potencial de malignizacéo.

Ho e colaboradores (2012) recrutaram pacientes com displasia epitelial oral para um
estudo longitudinal observacional com registros clinicos, histopatologicos e fatores de
risco; 91 pacientes foram incluidos, com acompanhamento médio de 48 meses, 22%
dos pacientes sofreram transformagdo maligna dentro dos 5 anos com fortes
preditivos de acordo com analise univariavel: ndo fumante, aparéncia clinica, subarea
e alto grau da displasia. Género, idade, numero de lesbes e historico de alcool ndo
foram predictores significantes de transformag¢ao maligna nesse estudo.

2. 2 Leucoplasia

Segundo Grinspan (1973), o termo “leucoplasia” foi utilizado pela primeira vez por
Schwimmer, em 1877, para caracterizar lesées brancas da mucosa bucal sem causa
definida. Desde entdo, esta denominacdo foi ampla e irrestritamente adotada,
causando controvérsias. Em 1978, a OMS definiu-a como uma mancha ou placa
branca da mucosa bucal, ndo removivel a raspagem, que ndo pode ser caracterizada
clinica ou patologicamente como outra enfermidade (RODRIGUES et al., 2000). De
acordo com Warnakulasuriya e colaboradores (2007), o termo leucoplasia deve ser
usado para identificar placa branca de risco questionavel apds excluir outras doencgas

conhecidas ou desordens que nao apresentam risco para o cancer.



20

A leucoplasia € a lesédo cancerizavel mais frequente da cavidade oral, afetando 0,2%,
a 4,9% da populagdo mundial (VAN DER WALL et al., 1997), entretanto esses valores
podem variar de uma localidade para outra, dependendo da cultura e habitos de cada

populagao.

A taxa de prevaléncia mundial varia entre 1% e 5%, dependendo do pais de origem,
da natureza da populacgédo investigada, do padrdo do uso de tabaco e da definicdo da
leucoplasia, considerando a variagdo dos critérios clinicos adotados (NAPIER e
SPEIGHT, 2008).

Embora certa proporgéo seja de natureza idiopatica, a leucoplasia apresenta de forma
geral fatores etiogénicos bem conhecidos, estando fortemente relacionada ao uso do
tabaco (NAPIER e SPEIGHT, 2008) a associagao do tabaco com o alcool, exposi¢cao
a radiacgdo ultravioleta, microorganismos e traumas (VAN DER WALL et at., 1997). O
risco de leucoplasia é de 4-5 vezes maior em fumantes do que em nao fumantes
(FREITAS et al., 2006).

A relagao do tabaco com a etiologia da leucoplasia encontra suporte nos estudos de
acompanhamento a pacientes em abstinéncia quando foram observados o

desaparecimento ou regresséo das lesdes (NAPIER e SPEIGHT, 2008).

Warnakulasuriya e colaboradores (2007) citam um diagrama esquematico com 0s
passos para o diagndéstico da leucoplasia oral, tornando a bidpsia um procedimento
obrigatdrio, a fim de que outras lesbes ndo sejam classificadas erroneamente como

leucoplasia.

O processo de diagnostico da leucoplasia € um tanto complexo, ndo sé pela
diversidade de seu aspecto clinico, mas também pela auséncia de sintomatologia
(RODRIGUES et al., 2000). Torna-se necessario a excluséo de outras lesdes como
gueimaduras, liquen plano, candidiase pseudomembranosa, linha alba, candidiase
hiperplasica, hiperceratose focal, lesdo por galvanismo, leucoedema, reagdes
liquendides, lupus eritematoso, morsicatio buccarum, trauma crénico, papiloma,
carcinoma espinocelular, placa mucosa sifilitica, carcinoma verrucoso e nevo branco
esponjoso (VAN DER WAAL et al.,, 1997; WARNAKULASURIYA et al., 2007) que
também apresentam aspecto esbranquigado.
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Clinicamente a leucoplasia apresenta-se dividida em dois tipos: homogénea e nao-
homogénea (eritroleucoplasias); tendo alguma influéncia sobre o prognostico. Lesdes
homogéneas possuem risco de transformacéo maligna relativamente baixa; enquanto
as lesdes n&do homogéneas apresentam um risco maior de transformagé&o maligna e
frequentemente revelam displasia avangada (WARNAKULASURIYA et al., 2007).
Valores de prevaléncia de eritroplasia estao disponiveis a partir de estudos realizados
no sul e sudeste da Asia e variam entre 0,02% e 0,83% (VAN DER WALL, 2009). Para
Van Der Wall (2010), estima-se uma taxa de transformacdo maligna anual de
aproximadamente 1% para todos os tipos de leucoplasias.

A leucoplasia verrucosa € um tipo de leucoplasia ndo-homogénea, que geralmente
exibe uma aparéncia uniforme branco, de textura verrucosa e uma alta taxa de

transformagao maligna, de acordo com Van Der Wall (2010).

Leucoplasia € um termo clinico e a lesdo nao tem histologia especifica, pode
apresentar atrofia ou hiperplasia do epitélio e pode ou ndo demonstrar displasia
epitelial, (WARNAKULASURIYA et al., 2007) em graus de severidades diferenciados
(RODRIGUES et al., 2000). O padrdo comportamental é variavel, mas com
consideravel tendéncia para transformagdo maligna (WARNAKULASURIYA et al.,
2007).

As lesbes leucoplasicas sao microscopicamente caracterizadas por uma camada de
ceratina mais espessa no epitélio superficial (hiperceratose), com ou sem camada
espinhosa mais espessa (acantose), apresentando ou nao displasia (NEVILLE et al.,
2008).

Com relacdo aos aspectos histopatologicos, diferentes caracteristicas podem ser
observadas na leucoplasia. A presenca de areas displasicas no epitélio oral esta
associada a provavel evolugdo para um carcinoma de células escamosas.
(WARNAKULASURIYA et al.,, 2008). O termo displasia pode ser aplicado para as
alteracdes da arquitetura tecidual e atipia celular; histologicamente, uma distingdo
pode ser feita entre epitélio displasico e n&o displasico (VAN DER WALL, 2010). A

classificagao da displasia epitelial, portanto, depende da avaliagdo dessas alteracdes.
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A graduacgéao da displasia tem sido o método padrao para determinagéo da presenca
das desordens potencialmente malignas e o risco para desenvolver o cancer. Porém
essa graduacgao € subijetiva e de dificil reprodutibilidade. Sendo assim, recentemente
tem sido apresentados marcadores moleculares promissores na avaliagao do risco de
desenvolver o cancer (TABOR et al., 2003; SHARMA; HOSMANI; TIWARI, 2010).

As lesbes epiteliais precursoras do carcinoma de células escamosas, especialmente
as leucoplasias, s&o classificadas pela OMS segundo a presenga e a severidade da
displasia epitelial baseada nas caracteristicas arquiteturais teciduais e citolégicas em:
hiperceratose e acantose, displasia leve, moderada e severa e carcinoma in situ (CIS)
(GALE et al., 2005; NEVILLE et al., 2008).

A avaliagéo histopatologica baseada na morfologia permanece o método de rotina
para o diagnéstico e graduacdo da displasia. Novas propostas de classificagoes
histopatologicas tém sido sugeridas, recentemente uma classificagcdo binaria foi
apresentada com intuito de diminuir a subjetividade e aumentar a concordancia entre
patologistas (KUJAN et al., 2007).

Kujan e colaboradores (2006) propuseram um novo sistema de graduagao baseado
nos critérios usados pela classificacdo da OMS de 2005 (alteragdes arquiteturais e
citolégicas) com base na pontuagao dos critérios. A classificagao de lesdes em de alto
risco foi baseada na observacdo de no minimo 4 mudangas arquiteturais e 5
citolégicas; as lesdes em baixo risco foram associadas a menos que 4 alteragbes
arquiteturais ou menos do que 5 alteragdes citoldgicas. O sistema binario demonstrou
especificidade e sensibilidade, sendo que a classificagdo em apenas duas classes(alto

e baixo risco) pode aumentar a probabilidade de concordancia entre avaliagdes.

Liu e colaboradores (2011) avaliaram 138 pacientes com diagnostico histolégico de
displasia oral, sendo 115 casos de leucoplasia displasica e 23 liquen plano displasico,
com acompanhamento médio de 5,1 anos, utilizando o sistema binario de graduagao
da displasia proposto por Kujan e colaboradores (2006), e observaram que 37 casos
de displasia (26,8%) desenvolveram para o céncer num periodo de 4,6 anos,
revelando que em lesdes com alto grau de displasia o risco de transformacgao foi 2,78

vezes maior quando comparado com lesées com baixo grau de displasia. No entanto,
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a significancia bioldgica desse sistema ainda precisa ser investigada para se explorar

o valor preditivo para o risco de transformag¢ao maligna.

Pereira e colaboradores (2011), num estudo retrospectivo, avaliaram a correlagéo
entre as caracteristicas clinicas e histolégicas de 173 casos de displasia epitelial oral;
62,4% apresentaram grau de displasia leve, 28,9% moderada e apenas 8,7% severa;
quanto as caracteristicas clinicas, 57,9% eram do sexo feminino; 64,8% da raca
branca e mais da metade dos pacientes eram fumantes (54,1%) e o uso do tabaco foi
relacionado com todos os graus de displasias. O rebordo alveolar/gengiva foi o local
mais acometido (24,4%); a displasia epitelial severa ocorreu mais em lesdes
localizadas na lingua (26,7%) e assoalho de boca (20%), porém nao houve associagao
estatisticamente significante (p>0.05) entre o local da lesdo e o grau de displasia.

Quanto a idade, sexo e localizag&o da les&o, as desordens potencialmente malignas
dependem da etnia, do habito de uso do tabaco e das vias de selecdo da amostra
estudada. Nos paises desenvolvidos leucoplasias sdo usualmente encontradas na
meia-idade e idosos, a maioria ocorrendo entre a quarta e a sétima década de vida;
nos paises em desenvolvimento pode acontecer de 5 a 10 anos antes. Homens séo
predominantemente afetados, mas as mulheres ndo estdo isentas (NAPIER e
SPEIGHT, 2008).

As DPM podem ser localizadas em qualquer parte da mucosa oral e geralmente o
local da leucoplasia esta relacionado ao tipo de uso do tabaco. O tipo de tabaco usado
influencia na distribuicdo das lesdes: o uso reverso de cigarro causa lesdes no palato
duro, enquanto tabaco mascado e charutos estdo associados com leucoplasias do
assoalho da boca (NAPIER e SPEIGHT, 2008).

Apesar da incontestavel importancia no carcinoma de células escamosas, ha incerteza
quanto ao papel do alcool na etiologia das DPM; tendo relagdo positiva com a
frequéncia e duracédo do consumo de alcool, independente do tabaco, mas com efeito
sinérgico (NAPIER e SPEIGHT, 2008).
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2.3 Carcinoma de Células Escamosas Oral

O cancer de boca é o cancer mais comum da regido de cabega e pescogo excluindo-
se o cancer de pele (Condutas do INCA/MS, 2001).

O Carcinoma de Células Escamosas representa o tipo mais frequente de neoplasia
maligna da cavidade oral e orofaringe, sendo responsavel por 90% de todos os
tumores malignos da cavidade oral (BARNES et al., 2005).

O CCE, também denominado de carcinoma epidermdide ou carcinoma espinocelular,
apresenta causa multifatorial; ou seja, ndo ha um agente ou fator causador isolado,
mas fatores extrinsecos como fumo, alcool, sifilis, exposicéo solar e fatores intrinsecos
incluindo estados sistémicos como desnutrigdo geral (NEVILLE et al., 2008; SCULLY
e BAGAN, 2009).

Muitas doencas observadas na senescéncia tém patogénese associada com o
declinio da resposta imunolégica e da capacidade de reparo a danos do DNA, sendo
um fator observado na carcinogénese. O DNA é uma molécula complexa de
estabilidade limitada que requer a integridade para sua correta funcionalidade; porém,
sofre continuamente danos enddgenos e exdgenos, tanto por atividades metabdlicas
normais quanto por fatores ambientais. A quantidade de danos de DNA acumula-se
de tal forma que se sobrepde a capacidade de reparo. Esses danos acumulados ao
longo da vida podem alterar sua estrutura e podem alterar o resultado da transcrigédo
génica (DORIA e FRASCA, 2001).

Embora muitos individuos estejam expostos a fatores como consumo combinado de
alcool e fumo, somente parte desenvolve cancer, sugerindo que diferengas genéticas
individuais influenciam a carcinogénese (COLOMBO e RAHAL, 2009).

Estudos citogenéticos moleculares tém evidenciado varias regides cromossémicas
alteradas nos tumores de cabegca e pescogo, tais como: perdas, ganhos
cromossOmicos, alteragdes estruturais como isocromossomos, delecdes, ativacdo de
oncogenes e inativagao de genes supressores de tumor (COLOMBO e RAHAL, 2009)
que poderéo alterar o perfil de expressao génica.
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O papel do tabaco e do alcool na etiopatogenia do céncer oral tem sido
exaustivamente pesquisado em inumeros trabalhos que mostram o aumento de risco

para a doenga com os habitos de beber e/ou fumar (ABDO et al., 2002).

No Brasil, pais considerado em desenvolvimento, principalmente, na area da saude
publica, € comum o uso do tabaco com filtro; a fumaca do tabaco contém mais de

4.000 componentes ja identificados sendo que ha mais de 70 carcindgenos
conhecidos. As principais classes de carcindgenos na fumaga do tabaco s&o os
hidrocarbonos policiclicos (como benzopireno), as nitrosaminas e as aminas
aromaticas (THOMSON, 2012). Além de substancias quimicas utilizadas durante a
lavoura e processamento, como pesticidas e elementos radioativos, agrotéxicos

considerados carcinogénicos.

E indiscutivel a agao irritativa local do etanol e seus metabdlitos pelo contato direto
com a mucosa oral, estimulando a proliferacéo celular, o poder desidratante e solvente
do alcool facilitando a entrada e a ag&o agressora de outras substancias como aquelas
provenientes do tabaco (KIGNEL et al., 2007).

Segundo Carrard e colaboradores (2008), diante do consumo crénico de alcool ha um
aumento da proliferacdo celular nas camadas mais profundas do tecido epitelial em
resposta adaptativa e de maneira compensatéria ao aumento da morte celular nas
camadas mais externas, a fim de que seja mantida a homeostase e a integridade do
tecido epitelial, porém essa proliferagcdo poderia favorecer uma maior ocorréncia de

mutacdes e danos cumulativos, levando ao desenvolvimento do cancer.

Além disso, os efeitos indiretos provocados pelo alcool, em especial o
imunossupressor e o nutricional, consequente da cirrose hepatica e subnutricao, se
refletem na constitucionalidade dos tecidos deixando-os mais frageis e vulneraveis as

acdes dos carcinogenos (KIGNEL et al., 2007).

Quanto a localizagao das lesdes, a cavidade oral esta anatomicamente dividida nas
seguintes areas: labio, 2/3 anteriores da lingua, assoalho de boca, mucosa jugal,
gengiva inferior, gengiva superior, area retromolar e palato duro (Condutas do
INCA/MS, 2001). Porém, os tumores podem surgir em qualquer parte da cavidade
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oral e os locais mais comuns variam geograficamente refletindo fatores de risco

diferentes (BARNES et al., 2005), podendo acometer mais de um sitio.

Tem sido reconhecido que pacientes com cancer oral estdo em risco de
desenvolverem segundo tumor no trato aerodigestivo superior; tem sido relatada a
ocorréncia em 10-35% dos casos. Estes podem ser sincrébmicos com o tumor indice
ou, se ocorrendo apos um intervalo de mais de seis meses sdo descritos como
metacromicos (BARNES et al., 2005).

O conceito de campo de cancerizagao foi proposto por Slaughter e colaboradores em
1953 para referir-se a lesbes multifocais devido a exposicdo da mucosa aos
carcinogenos. Esses pacientes podem representar um grupo distinto em relagéo a
suscetibilidade genética e a apresentagdo da doenca (ANGADI, 2012; GE, 2010;
THOMSON e HAMADAH, 2007).

A apresentacéo clinica varia de lesdo exofitica, endofitica, leucoplasica, eritroplasica
e leucoeritroplasica. Segundo Neville e colaboradores (2008), o local mais acometido
por esta lesdo é a lingua, seguido de assoalho de boca, palato mole, gengiva e
mucosa jugal. Todavia, para Gutman e colaboradores (2004), a lingua € o segundo

local mais comum de cancer da cavidade oral.

Microscopicamente, observam-se alteragdes teciduais e citoldgicas do epitélio como
perda da estratificagcdo, pleomorfismo celular e nuclear, mitoses atipicas, perolas
cérneas, perda da adesdo celular, além de ilhas e corddes invasivos de células
escamosas epiteliais através da membrana basal para o interior do tecido conjuntivo
subepitelial (NEVILLE et al., 2008).

O CCE é uma neoplasia epitelial invasiva com varios graus de diferenciagao
escamosa e propensao para precoce e extensa metastase linfonodal (BARNES et al.,
2005).

A literatura apresenta diversas classificagbes histopatoldégicas para os CCEs da
cavidade oral que surgiram na tentativa de explicar o comportamento biologico
discrepante de tumores com caracteristicas clinicas semelhantes (LOURENCO et al.,
2007).
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A classificacdo do grau de diferenciagdo dos carcinomas de células escamosos
baseada no Sistema de Classificagdo Histopatologica preconizado pela OMS,
segundo Wahi (1971):

Grau 1 — Bem diferenciado: caracteristicas citologicas e histologicas semelhantes
ao revestimento epitelial escamoso da mucosa oral. Numerosas pérolas coérneas,
importante ceratinizagdo celular com pontes intercelulares, menos de 2 mitoses por
campo histologico, observando-se em maior aumento, raras mitoses atipicas e
escassas células gigantes multinucleadas, pleomorfismo celular e nuclear muito

reduzido.

Grau 2 - Moderadamente diferenciado: neoplasma com caracteristicas
intermediarias entre o grau bem diferenciado (1) e o grau pouco diferenciado (3).
Pérolas cérneas escassas ou ausentes, ceratinizagao celular e pontes intercelulares
aparentes, 2-4 mitoses por campo histologico, algumas mitoses atipicas, moderado

pleomorfismo celular e nuclear, escassas células gigantes multinucleadas.

Grau 3 - Pouco diferenciado ou indiferenciado: histologicamente e citologicamente
ha apenas uma minima semelhanga com o epitélio escamoso estratificado normal da
mucosa oral. Raras pérolas corneas, ceratinizacdo celular quase inexistente e
auséncia de pontes intercelulares, mais de 4 mitoses por campo histologico,
frequentes mitoses atipicas, pleomorfismo celular e nuclear pronunciado, frequentes

células gigantes multinucleadas.

Porém, ndo ha na literatura consenso sobre a classificacdo histopatolégica que
possua maior poder preditivo. A validagdo dessas graduagdes deve ser buscada,
através da aplicagao dessas classificagdes histopatolégicas do CCE da cavidade oral
em diferentes centros hospitalares (LOURENCO et al., 2007).

Costa e colaboradores em 2005 realizaram um estudo retrospectivo de 38 casos de
carcinoma de células escamosas orais e correlacionaram a classificacdo clinica
Tumor Nodo Metastase (TNM) com as caracteristicas histopatolégicas (grau de
queratinizacdo, pleomorfismo nuclear, padrdo de invasao e infiltrado
linfoplasmocitario e os escores histologicos de malignidade nas margens mais
profundas da lesdo) e encontraram correlagado estatisticamente significante do
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estadiamento clinico TNM com os escores histologicos de malignidade e com os
parametros histologicos isolados como pleomorfismo nuclear, e ainda entre infiltrado

linfoplasmocitario e pleomorfismo nuclear.

Coaracy e colaboradores (2008), numa analise retrospectiva de 90 casos com
diagnostico histopatoldgico de CCE oral, investigaram a existéncia de relag&o entre a
classificagao clinica TNM e a graduacgéo histologica de malignidade desenvolvida por
Wahi (1971) e revelou ndo haver correlagéo entre a classificagao clinica TNM e grau
histologico de malignidade. No entanto houve correlagdo significativa entre o

parametro clinico T (tamanho do tumor).

Além de fatores de risco classicos do cancer bucal, ou seja, alcool e tabaco, outros
fatores, tanto infecciosos e ambientais sdo ponderados por estar associados ao
desenvolvimento de malignidade oral. A ma higiene oral, doenga periodontal,
candidiase cronica, papilomavirus humano (HPV) parecem estar associados com o

cancer, porém os mecanismos envolvidos sdo desconhecidos (MEURMAN, 2010).

As infeccbes podem desencadear proliferacdo celular, apoptose, interferir com o
mecanismo de sinalizag&o, ativando oncogenes. Além disso, varios microrganismos
orais metabolizam o alcool, convertendo-o em acetaldeido, o qual &€ cancerigeno,
explicando a associagao entre ma higiene, consumo de alcool e carcinogénese
(MEURMAN, 2010).

Infecgdo por HPV especialmente os gendtipos de conhecido elevado potencial
oncogénico HPV 16 e 18 sdo encontrados em proporgao variavel, sendo pequena na
cavidade oral e até 50% em CCE da orofaringe, tonsilas e amigdala. Estudos recentes
sugerem que o HPV pode ser responsavel por uma pequena fragdo de cancer oral e
até 40% de orofaringe (BARNES et al., 2005). A acdo do HPV 16 e 18 esta associada
as oncoproteinas E6 e E7 que agem sequestrando, degradando e inativando proteinas
supressoras do tumor como p53 e a pRb, respectivamente (KIGNEL et al., 2007).

Quanto a fatores dietéticos acredita-se que a dieta do mediterraneo, rica em frutas e
vegetais, possa reduzir o risco de cancer oral, mas a evidéncia é fraca, visto que o
efeito dos componentes individuais de alimentos permanece desconhecido. Este

conceito baseia-se em estudos epidemiologicos. Por outro lado, tem sido sugerido
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gue a auséncia ou deficiéncia de acido folico e ferro possa aumentar o risco de cancer
oral (MEURMAN, 2010).

Marchioni e colaboradores (2007) verificaram associagdes inversas entre o cancer
oral e o consumo mais elevado de feijao, vegetais crus, arroz e massas, alimentos
basicos da dieta brasileira que emergiram como fatores de prote¢do para o cancer,
independente de outros fatores de risco; enquanto associacbes diretas foram
observadas para o elevado consumo de ovos, batata e leite.

O efeito protetor de dietas ricas em elementos e vitaminas antioxidantes € bem
demonstrado em muitos paises, especialmente, estudos italianos (BARNES et al.,
2005). As vitaminas A, C e betacaroteno sao substancias capazes de quebrar radicais
livres, por isso € recomendado o consumo de verduras e frutas citricas na prevengéo
do céncer (KIGNEL et al., 2007).

O excesso, a falta ou defeito no metabolismo de qualquer nutriente pode levar a
alteracdes constitucionais dos tecidos deixando-os mais suscetiveis a agado dos
carcinogenos (KIGNEL et al., 2007).

2.4 Inibidores Teciduais de Metaloproteases de Matriz (TIMP)

As metaloproteases de matriz (MMPs) formam a subfamila das matrixinas, que possui
mais de 20 endopeptidases dependentes de Zn?* e capazes de degradar diversos
componentes da matriz extracelular (PAGE-MCCAW et al., 2007; RUNDHAUG, 2005;
STAMENKOVIC, 2003). Elas s&o subdivididas em matrilisinas, colagenases,
gelatinases, estromelisinas e metaloprotease de matriz tipo membrana (MT-MMPs)
(LYNCH e MATRISIAN, 2002; MCCAWLEY e MATRISIAN, 2001).

A subclasse de MMPs com estrutura mais simples € a matrilisina com sitio _para
ligagdo com o zinco (LYNCH e MATRISIAN, 2002; MCCAWLEY e MATRISIAN,
2001; RUNDHAUG, 2005; STAMENKOVIC, 2003). Nas colagenases existe um
dominio que forma uma estrutura a qual permite clivagem, distorgdo ou abertura dos
colagenos fibrilares para que entdo, o dominio catalitico da enzima possa clivar a
molécula (RUNDHAUG, 2005). Essas enzimas degradam colageno tipo I, II, I
(colagenos intersticiais) e outras fibrilas de colageno (MADSEN et al., 2007;
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NYBERG et al.,, 2003). Ja as estromelisinas possuem um amplo espectro de
substratos especificos, sendo capazes de degradar proteoglicanos, fibronectina e
laminina (NAGASE e WOESSNER, 1999; RUNDHAUG, 2005).

As gelatinases interagem com colageno tipo IV (presente na membrana basal), V, VIl
e X, além de fibronectina, elastina e laminina. Ha dois tipos pertencentes a essa
familia: gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9). A MMP-9 é secretada por
células epiteliais e estocada em grénulos secretorios de neutréfilos e eosindfilos,
sendo induzida e controlada por fatores de crescimento, quimiocinas e outros
estimuladores. Ja a MMP-2 é expressa por varios tipos celulares, especialmente pelos
fibroblastos e sua secrecdo é constitutiva (BJORKLUND e KOIVUNEN, 2005;
MCCAWLEY e MATRISIAN, 2001; NAGASE e WOESSNER, 1999; RUNDHAUG,
2005).

O quinto principal subgrupo de MMPs é formado por MMPs tipo membrana (MT-
MMPs). Estdo ligadas a superficie celular através do dominio transmembrana e
degradam gelatina, fibronectina e agrecan, além de outros substratos da matriz
extracelular (LEE e MURPHY, 2004; RUNDHAUG, 2005; VIHINEN e KAHARI, 2002).

A atividade das MMPs deve ser controlada justamente para se evitar danos teciduais
indesejaveis. Esse controle acontece ao menos em trés niveis: transcricdo, ativagéo
proteolitica, e inibicdo da atividade enzimatica por inibidores naturais. Os maiores
inibidores fisiologicos das MMPs sdo a a2 macroglobulina, e a familia das inibidoras
teciduais de metaloproteinases, conhecidas como TIMPs (WOESSNER, 2001; 2002).
Estas se ligam de forma ndo covalente as MMPs ativas para inibi-las. Existem 4 tipos
de TIMPS: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, sendo a ultima a mais recentemente
descoberta. As TIMPs sao produzidas por uma variedade de tipos celulares tais como
fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e osteoblastos (WOESSNER, 2001;
2002). Essas enzimas sao consideradas proteinas multifuncionais, pois atuam
inibindo desde a invasao celular in vitro, quanto a supressdo de angiogénese,

tumorigénese, invasao tumoral e metastase in vivo (VICENTE et al., 2005).

Apesar de cada TIMP ser capaz de inibir diversas MMPs, ja foi observado que existe
uma capacidade inibitéria preferencial. Dessa forma, TIMP-1 inibe preferencialmente
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a MMP-7, MMP-9, MMP-1 e MMP-3; enquanto que TIMP-2 & inibidor eficaz de MMP-
2. TIMP-3 pode inibir a MMP-2 e MMP-9, enquanto que TIMP-4 inibe a MT1-MMP e
MMP-2 atividade catalitica (BOURBOULIA; STETLER-STEVENSON, 2010).

Fator relevante € que atividades de MMPs tém sido implicadas no crescimento do
tumor, invasdo e metastase. Entre as varias MMPs envolvidas na tumorigénese, a
MMP-2 e a MMP-9 tém se destacado. Suas expressbes aumentadas ja foram
observadas em varias neoplasias, como de mama, colo do utero, pulméao, pele, ovario
e prostata (EGEBLAD e WERB, 2002). Essas enzimas foram relacionadas com
espraiamento celular e mudangas no citoesqueleto durante a migragéo, além disso, o
aumento na expressdo parece desestabilizar as adesdes focais (BJORKLUND e
KOIVUNEN, 2005). Ja foi demonstrado também que células derivadas de carcinoma
adendide cistico humano (CAC2), quando cultivadas na presenca de componentes da
matriz extracelular, tiveram aumento na secrecdo de MMP-2 e MMP-9, e esse
aumento foi relacionado com atividade invasiva (FREITAS et al., 2007; GAMA-DE-
SOUZA et al., 2008).

Com relacéo ao CCE, pesquisas anteriores também ressaltaram o papel de diferentes
MMPs na tumorigénese. Nessa lesao, presenca de MMP-9 ja foi relacionada com o
prognostico. Pacientes que apresentaram imunomarcagao negativa para essa enzima
estavam livre de recidiva apdés 5 anos de acompanhamento (RUOKOLAINEN,
PAAKKO, TURPENNIEMI-HUJANEM 2004).

Outro aspecto foi associagao significante entre MMP-9 e o grau de diferenciagao,
estagio do tumor, e ingestdo de alcool (VICENTE et al., 2005). Por fim, a presenca
dessa enzima parece sofrer variagdo de acordo com o sitio acometido, sendo mais
expressa em lesdes localizadas na lingua quando em comparagéo com labio inferior
(BARROS et al., 2011).

Se por um lado as MMPs ja foram bastante descritas quanto ao papel relevante em
diferentes neoplasias, em particular a MMP-9, suas enzimas reguladoras, TIMPs-1 e
3, ainda s&o alvos de muitas discussdes. Isso se deve principalmente por ainda nao
existir um consenso sobre suas reais agdes nos tumores. Dentro desse contexto,
Baker e colaboradores (2006) compararam as concentragbes de MMPs e TIMPs em
38 amostras pareadas de tecido epitelial normal e CCEs por 3 diferentes técnicas
(ELISA para MMPs 1, 3 e TIMPs 1, 2); atividade de gelatinase total e
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endogena (para MMPs 2, 9) e fluorescéncia (MMPs). Em relagc&o as expressdes de
TIMPs os autores encontraram correlagao entre as concentracées de TIMPs 1e2eo0
estagio TNM, sendo maior a concentracdo de TIMP-1 em tumores sem metastase
regional. Portanto, o estudo concluiu que concentragdes elevadas de TIMPs tiveram
uma agao protetora contra a agressao de CCEs.

Ja Guttman e colaboradores (2004 ) avaliaram a expressao de MMPs, seus inibidores
e fatores angiogénicos (fator-8 e CD-34) em células derivadas de CCEs. Na analise,
os pesquisadores correlacionaram os achados com as caracteristicas
clinicopatologicas e evolugdo da doenga em 23 pacientes com les&o na lingua. Foi
observado que expressoes elevadas, tanto de MMP-9 quanto de TIMP-1, foram
detectadas em 60,9% e 65,2% dos casos, respectivamente. Em outro estudo, Singh e
colaboradores (2010) examinaram as formas pro ativa e total de MMP-2 e MMP-9 em
50 pacientes controle e 75 pacientes com diagndstico de CCE. Também fez parte da
analise a detecgdo dos inibidores teciduais, TIMP-1 e TIMP-2. Os resultados
mostraram que tanto os niveis de proMMP-9 e MMP-9 ativa, quanto os de TIMP-1 e
TIMP-2 estavam significativamente mais elevados em pacientes com CCE quando em
comparagao com 0s casos controles. Em uma analise de série de casos, Vicente e
colaboradores (2005) estudaram a expresséo de TIMP-1 e TIMP-2 em 68 lesGes de
CCE por imunohistoquimica e detectaram a expressao de TIMP-1 em 66,2% tanto no

parénquima, quanto no estroma tumoral.

Os dados apresentados sugerem a ocorréncia de um aumento na expressao _de
TIMP-1 em lesbes de CCE, contudo esse aumento vem acompanhado de elevacao
também nos niveis da MMP-9. Outro aspecto importante € a falta de dados sobre o
perfil e a topografia da expressdo de TIMP-1 nessas lesdes, principalmente na
interface entre o parénquima-estroma tumorais e no front invasivo. Portanto, analises
mais detalhadas da imunomarcacéo de TIMP-1 com o estabelecimento de correlacbes
com fatores clinicos e histopatoldgicos poderéo elucidar questdes que ainda persistem
sobre o real papel dessa importante enzima reguladora das MMPs.
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3 OBJETIVOS

Geral:

e Determinar o grau de displasia das leucoplasias e de diferenciagado dos CCEs,
analisar a expressao de TIMP-1 dessas lesbes e correlacionar dados clinicos e

histopatologicos.
Especificos:

e Descrever os dados socio-demograficos (idade, género, raga), exposi¢cao a
fatores de risco (tabagismo e alcoolismo) e local da leséo;

e Correlacionar os dados clinicos com os aspectos histopatologicos (grau de
displasia e diferenciagéo) das lesdes leucoplasicas e dos CCEs;

e Avaliar o perfil da expressdo de TIMP-1 em casos de leucoplasias e CCEs
classificados em diferentes graus de displasia e de diferenciagéo,

respectivamente.
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APRESENTAGAO DA METODOLOGIA E RESULTADOS

Artigo 1. “Leucoplasia e Carcinoma de Células Escamosas Orais:
estudo clinico e histopatologico”

Artigo 2. “Analise da expressao de TIMP-1 em Leucoplasia e
Carcinoma de Células Escamosas Orais e correlagdo com aspectos
displasicos”
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4 CAPITULO
4.1 ARTIGO 1

Leucoplasia e Carcinoma de Células Escamosas Orais:

estudo clinico e histopatolégico

RESUMO

A leucoplasia oral, desordem potencialmente maligna mais frequente na boca, e o
Carcinoma de Células Escamosas (CCE), neoplasia maligna mais comum na regido
maxilo-facial, sdo as principais lesées no entendimento da carcinogénese oral.
Apesar de certas caracteristicas clinicas e histopatologicas compartilhadas, existem
aspectos importantes e particulares na malignizagdo da leucoplasia. _ OBJETIVO:
determinar o grau de displasia e de diferenciacdo de leucoplasias e CCE,
respectivamente. Correlacionar fatores displasicos com dados__clinicos__dos
pacientes e das lesdes. _ MATERIAL E METODOS: foram resgatados prontudrios
com diagnodstico de leucoplasia e CCE do Servigo de Anatomia Patoldgica Bucal,
Curso_de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo _(SAPB-UFES)
entre 2004-2010. _Os dados clinicos foram levantados e para o estudo histopatologico,
ldaminas de HE foram analisadas para determinar o grau de displasia das leucoplasias e
o grau de diferenciacdo dos CCEs. _ RESULTADOS: foram encontrados 32 casos de
leucoplasia e 23 casos de CCE. A idade dos pacientes variou de 26 a 77 e, 42 a 89 anos
para leucoplasia e CCE, respectivamente. A mucosa jugal foi o local mais acometido para
leucoplasia, ja para o CCE foi a lingua. Dos 32 pacientes, 17 eram tabagistas e o consumo
de alcool foi relatado por 15,6%. Nas leucoplasias, 6 casos apresentaram displasia
epitelial leve, 17 displasia moderada e 9 displasia severa. Nos casos de CCE, 7 foram
grau |, 14 grau Il e 2 grau lll. Algumas correlagbes representativas foram encontradas,
como entre alcoolismo e formagao em gota; género e mitoses superficiais anormais; grau
de displasia e formagado em gota e outros para a leucoplasia. Nos casos de CCE, houve
significancia entre raca e estratificacdo epitelial irregular; grau de diferenciacédo e
estratificacdo epitelial irregular; pérolas cérneas e grau de diferenciagao.
CONCLUSAO: para melhor entendimento da malignizacdo e comportamento
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agressivo do CCE, é importante a busca por correlagbes entre dados clinicos e
histopatologicos. Ainda, o estudo da displasia epitelial representa importante
ferramenta para um melhor diagnéstico e definigdo do prognadstico.

*PALAVRAS CHAVES: leucoplasia oral; carcinoma de células escamosas; cancer

oral.

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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ABSTRACT

The oral leukoplakia, which is a potentially malignant disorder commonly found in the
oral cavity and the Squamous Cell Carcinoma (SCC), the most common neoplasm in
the maxillofacial region, are the main lesions in the understanding of oral
carcinogenesis. Despite some clinical and histopathological features shared by both
lesions, there are important and particular aspects involved in leukoplakia
malignization. OBJECTIVE: determine dysplasia and differentiation degrees of
leukoplakia and SCC respectively. Correlate the dysplastic factor with clinical data of
the patients. MATERIAL AND METHODS: Files of patients with the clinical and
histological diagnosis of leukoplakia and SCC from 2004 to 2010 were reviewed
retrospectively in the Oral Pathology Lab, Dentistry College, Federal University of
Espirito Santo, Brazil. All clinical history data were obtained from those files. For
histopathological study, HE slides were analyzed to determine epithelial dysplasia
degree of the leukoplakia and differentiation degree of the SCC. RESULTS: There
were 32 cases of leukoplakia and 23 cases of SCC. Patients ranged 26-77 and 42-89
years were diagnosed with leukoplakia and SCC respectively. The jugal mucosa was
the most frequently site in leukoplakia, although tongue represent the main site to SCC.
Of the 32 patients, 17 were smokers and 15.6% reported alcohol consumption.
According to dysplasia grade, 6 cases of leukoplakia were diagnosed with mild-grade,
17 with moderate-grade and 9 with severe-grade. In SCC cases, 7 were level |, 14
level Il and 2 level Ill. Some representative correlation was achieved, such as, alcohol
consumption and drop shaped rete ridges; gender and abnormal superficial mitoses;
level of dysplasia and drop shaped rete ridges and others in leukoplakia cases. For
SCC cases significance correlation was observed between race and irregular epithelial
stratification; carcinoma degree and irregular epithelial stratification; cornea pearls and
carcinoma degree. CONCLUSION: to a better understanding of leukoplakia
malignization and aggressive behavior of SCCs, is important to establish correlation
between clinical and histopathological data. These kind of analysis, especially
dysplasia degree, represent an important tool in order to provide a better diagnose.

*KEYWORDS: oral leukoplakia, squamous cell carcinoma, oral cancer.

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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INTRODUCAO

A leucoplasia oral, desordem potencialmente maligna mais frequente na cavidade oral
(VAN DER WALL, 1997) e o Carcinoma de Células Escamosas (CCE), neoplasia
maligna mais comum na regido maxilo-facial s&o as principais lesdes no entendimento

da carcinogénese oral.

Destacam-se por apresentarem algumas caracteristicas clinicas e microscopicas
similares e ao mesmo tempo, diferentes e préprias que as distanciam, quanto a sua

repercussao na saude do individuo e na forma de abordagem profissional.

A leucoplasia esta fortemente relacionada ao uso do tabaco (NAPIER & SPEIGHT,
2008) a associagdo do tabaco com o alcool, exposigdo a radiagao ultravioleta,
microorganismos e traumas (VAN DER WALL, 1997), embora certa proporgéo seja de

natureza idiopatica.

Com relagdo aos aspectos histopatologicos, diferentes caracteristicas podem ser
observadas na leucoplasia. A presenca de areas displasicas no epitélio oral esta
associada a provavel evolucido da lesdo para um carcinoma de células escamosas.
Contudo, ndo se pode afirmar que lesdes cancerizaveis estdo comprometidas a
malignizagdo (WARNAKULASURIYA et al., 2008). A classificagado da displasia epitelial
varia de leve a severa e depende da avaliagdo de diversas alteragdes na citologia e
na arquitetura tecidual da les&o.

O diagnostico de displasias epiteliais encontradas em desordens potencialmente
malignas, como a leucoplasia, em lesées de carcinomas in situ e o préprio CCE é
fundamental para a determinagao do progndstico e tratamento a ser estabelecido. O
grau de displasia epitelial pode ndo ser proporcional ao risco de potencial maligno e
as caracteristicas clinicas devem ser avaliadas para complementar as decisbes que
serdo direcionadas a cada caso (WARNAKULASURIYA, 2007).

Varios fatores de risco estdo implicados na etiologia do CCE da cavidade oral, com
papel de destaque para o uso de tabaco e consumo excessivo de alcool (NEVILLE et
al., 2008).
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O carcinoma de células escamosas da cavidade oral pode ocorrer em qualquer
localizacdo da boca, podendo apresentar comportamentos diferenciados de acordo
com a localizagdo (BARROS et al., 2011) sendo os locais mais acometidos a lingua,
o labio inferior e 0 assoalho bucal. Possui maior incidéncia no sexo masculino e, na

maioria dos casos, ocorre na faixa etaria dos 60 anos (COSTA et al., 2005).

As classificagdes histopatologicas para o CCE oral surgiram na tentativa de explicar o
comportamento biolégico discrepante dos tumores com caracteristicas clinicas
semelhantes. Assim, a gradacéo histopatologica tem sido utilizada na tentativa de
prever a agressividade do CCE e, portanto, estabelecer um prognostico para o
paciente ou um indicador para um tratamento mais eficaz (LOURENCO et al., 2007).

A determinacido de pontos comuns como fatores de risco, locais de acometimento,
caracteristicas clinicas, reforcada pelo conhecimento dos aspectos microscépicos,
numa analise dos fatores displasicos, de uma amostra dessas duas lesoes,
leucoplasias e CCE, tenta elucidar passos da carcinogénese oral e contribui para
conhecimento das particularidades de ambas e apontar os principais fatores da

malignizag&o.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o grau de displasia das leucoplasias e de
diferenciacdo dos CCEs e correlacionar com os dados clinicos (idade, género, raga,
tabagismo, etilismo e local da les&o) e correlacionar esses dados com os aspectos
histopatoldgicos para a elucidagéo dos fatores displasicos relevantes no processo da

carcinogénese.

MATERIAIS E METODOS

Estudo retrospectivo fundamentado na analise dos prontuarios e das ladminas
histopatoldgicas dos pacientes registrados no Servigo de Anatomia Patoldgica Bucal
do Curso de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES)
com diagndstico histopatolégico confirmado de leucoplasia e de carcinoma de células
escamosas no periodo compreendido entre 2004 — 2010. O SAPB-UFES tem

arquivado em seu acervo: laudo(s) microscopico(s) + lamina(s) + bloco(s)



40

parafinado(s) de cada paciente devidamente codificado por numero e ano, seguindo

a ordem de registro.

Os critérios de inclusao para a composicao da amostra foram: todos os casos com o0s
seus respectivos laudos, laminas histopatologicas e blocos de parafina com material

suficiente para obtenc¢ao de novas laminas.

Critérios de exclusao: foram excluidos os casos em que havia laudos repetidos de um

mesmo paciente e com a mesma lesao.

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em humanos —
Centro de Ciéncias da Saude/UFES e aprovado com protocolo e registro numero
70/10 (ANEXO).

DADOS CLINICOS

Os dados de identificagao, socio demograficos (faixa etaria, género, raga), exposi¢ao
a fatores de risco (consumo de tabaco e alcool) e referentes a localizagao das lesdes
foram obtidos dos laudos microscopicos e dos prontuarios dos pacientes e registrados
em um formulario de coleta de dados elaborado para essa pesquisa (APENDICE 1).

AVALIACAO MICROSCOPICA

Foram avaliadas laminas histopatologicas obtidas a partir de biopsias das lesdes alvos
da investigacdo de diferentes locais da cavidade oral pertencentes ao arquivo do
Servigo de Anatomia Patologica do Curso de Odontologia da Universidade Federal do
Espirito Santo entre os anos e 2004 e 2010. Essas ladminas com diagnostico
microscopico de leucoplasias e carcinoma de células escamosas sido provenientes de
pacientes referenciados ao Programa de Prevencéao e Diagndstico Precoce de Cancer
de Boca e Lesbes de Boca — SIEX/PROEX, desenvolvido pelas disciplinas de
Estomatologia e Cirurgia Bucomaxilofacial Il do Departamento de Clinica Odontologica
da UFES.

O processamento das laminas foi realizado da seguinte maneira: os espécimes

foram fixados em formaldeido a 10%, incluidos em parafina, submetidos a cortes
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seriados com 5um de espessura em microtomo rotatorio manual Leica RM2125 RT,

montados em l&minas histolégicas e corados pelo método Hematoxilina Eosina (HE).

ANALISE QUALITATIVA

A analise morfolégica para identificagcdo da presenga ou auséncia dos fatores
displasicos e a obtenc¢&o do grau de displasia e diferenciagdo dos casos de leucoplasia
e carcinoma, respectivamente, foi feita por um unico avaliador, previamente calibrado,
kappa de 0,8 utilizando microscépio 6ptico Olympus PROVIS AX70 (Olympus America
Inc., USA) com camera digital acoplada Zeiss AxioCam ERcS5s e programa de
aquisicdo de imagens Axio Vision Release 4.8 para registro dos achados
histopatologicos. As laminas foram previamente codificadas e a analise foi realizada

a cega para o respectivo caso clinico.

Os fatores displasicos foram norteados pelos critérios adotados pela OMS (2005), que
considera: 8 critérios da arquitetura tecidual e 9 das alteracgdes citoldgicas (Quadro 1)
ilustrados na figura 1.

Quadro 1 - Critérios usados para diagnostico dos fatores displasicos

Arquitetura tecidual Citolégica

Formagbes em gota Variagdo anormal do tamanho do ntcleo (anisonucleose)

P o Variagdo anormal da forma do nucleo (pleomorfismo
Estratificagdo epitelial irregular ¢ (p

nuclear)
Ceratinizagédo prematura de células

individuais (disceratose) Variagdo anormal do tamanho da célula (anisocitose)

Pérolas cérneas Variagdo anormal da forma da célula (pleomorfismo celular)
Perda de polaridade das células basais Aumento da relagdo nucleo-citoplasma
Hiperplasia de células basais Células com mitoses atipicas
Aumento do numero de figuras mitéticas Aumento do numero e tamanho dos nucléolos
Mitoses superficiais anormais Hipercromatismo

Fonte: Warnakulassuriya et al., 2007
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A classificagcdo do grau de displasia epitelial das leucoplasias proposta para este
estudo foi adaptada do sistema binario (KUJAN et al., 2006), utilizando os mesmos
critérios da OMS, distribuidos numericamente e classificadas em leve, moderada e
severa conforme o Quadro 2, pela quantificacdo dos critérios identificados na

avaliagdo microscopica:

Quadro 2 — Graus de displasia

Grau de displasia epithelial

Leve Moderada Severa
Arquitetura tecidual 0-2 3-5 6-8
Alteragoes citolégicas 0-3 4-5 6-9

Quando os achados numéricos dos critérios da arquitetura e das alteragdes citologicas
avaliados posicionavam entre os graus de displasias, foi considerado o de maior grau.

A classificagdo do grau de diferenciagdo dos carcinomas de células escamosas foi
baseada no Sistema de Classificagdo Histopatologica preconizado pela OMS,
segundo Wahi (1971) que difere:

Grau 1 — Bem diferenciado: caracteristicas citoldgicas e histolégicas semelhantes ao
revestimento epitelial escamoso da mucosa oral. Numerosas pérolas corneas,
importante ceratinizagdo celular com pontes intercelulares, menos de 2 mitoses por
campo histologico, observando-se em maior aumento, raras mitoses atipicas e
escassas células gigantes multinucleadas, pleomorfismo celular e nuclear muito

reduzido.

Grau 2 — Moderadamente diferenciado: neoplasma com caracteristicas intermediarias
entre o grau bem diferenciado (1) e o grau pouco diferenciado (3). Pérolas corneas
escassas ou ausentes, ceratinizagao celular e pontes intercelulares aparentes, 2-4
mitoses por campo histoldgico, algumas mitoses atipicas, moderado pleomorfismo

celular e nuclear, escassas células gigantes multinucleadas.

Grau 3 — Pouco diferenciado ou indiferenciado: histologicamente e citologicamente_ha

apenas uma minima semelhanca com o epitélio escamoso estratificado normal
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da mucosa oral. Raras pérolas cérneas, ceratinizagdo celular quase inexistente e
auséncia de pontes intercelulares, mais de quatro mitoses por campo histologico,
frequentes mitoses atipicas, pleomorfismo celular e nuclear pronunciado, frequentes

células gigantes multinucleadas.

ANALISE QUANTITATIVA

Para a determinacdo da taxa de mitoses tipicas e atipicas dos casos de CCE foi
escolhido o melhor corte das laminas coradas em HE para definicdo dos campos a
serem fotografados para contagem; a aquisigdo das imagens foi feita em 5 pontos
aleatodrios na objetiva de 40X com camera AxioCam ERc5s (Carl Zeiss Vision GmbH.
Alemanha) e programa Axion Vision Release 4.8.2, salvas no formato TIF (Tagged
Image File). As imagens foram montadas em programa Power Point (Microsoft Ins,
2010) com grade de 12 campos sobreposta a imagem.

O resultado da quantificagao das alteragdes teciduais e citoldgicas registradas durante
a analise microscépica de cada paciente foi correlacionado com os respectivos dados

clinicos.

ANALISE ESTATISTICA

Os registros das informacgdes clinicas e microscépicas foram armazenados em banco
de dados elaborado em planilha do Microsoft Excel. A descricdo estatistica das
variaveis estudadas foi realizada por meio de frequéncia absoluta e relativa exibida
em tabelas.

A analise estatistica utilizou o software SPSS (Statistic Package for Social Sciences)
versdao 19.0. O teste qui-quadrado (x?) foi utilizado para comparar proporgdes em
categorias distintas, para investigar a associagao entre variaveis categoricas. Para
testes com variavel idade (continua) foram aplicados os testes t para médias e Analise
de Variancia (ANOVA). As decisGes estatisticas foram tomadas ao nivel de

significancia de 0,05.
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RESULTADOS

Do total de 797 laudos microscépicos emitidos pelo Servigo de Anatomia Patoldgica
Bucal (SAPB-UFES), no periodo de 2004 a 2010, 34 (4,27%) casos corresponderam
a leucoplasia e 28 (3,51%) casos corresponderam a carcinoma de células escamosas.

A amostra inicial da pesquisa foi constituida de 62 casos com diagndstico
histopatoldgico de leucoplasia e carcinoma de células escamosas. Entretanto, apenas
55 casos fizeram parte da amostra, sendo 32 casos de leucoplasia e 23 casos de
CCE. Foram excluidos 07 casos devido a emissdo de laudos duplicados de alguns

pacientes.

A Tabela 1 apresenta os dados referentes as caracteristicas clinicas dos pacientes

com leucoplasia.

Baseado na analise dos dados clinico-patologicos referente aos casos de leucoplasia,
pode-se observar que a amostra apresentou uma relagao de 1:1 quanto ao género. A
idade dos pacientes que compuseram esta amostra variou de 26 a 77 anos, com
meédia de 52,58 anos (Desvio Padrao= +/_13,87) (Tabela 2). O local mais acometido
pela leucoplasia foi a mucosa jugal com 25% dos casos. Dos 32 pacientes, 17 eram
tabagistas. O consumo de alcool foi relatado por 15,6% dos pacientes. Quanto ao grau
de displasia epitelial, 17 casos (53,1%) apresentaram displasia epitelial moderada,

conforme compilado na tabela 1 e exemplificados na figura 2.

Os dados clinicos das leucoplasias foram confrontados com o grau de displasia
epitelial e ndo houve significancia estatistica (Tabela 3).
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Tabela 1 — Caracterizagcao da amostra de leucoplasia quanto aos dados sécio-
demograficos dos pacientes, habitos apresentados, localizagdo e grau
displasico das lesdes

Variaveis N %
Faixa etaria
21 a 30 anos 1 3.1
31 a40 anos 4 12,5
41 a 50 anos 11 34,4
51 a 60 anos 5 15,6
61 a 70 anos 5 15,6
71 a 80 anos 4 12,5
Sem informagao 2 6,3
Racgalcor
Branco 19 59,4
Negro 3 9,4
Pardo 8 25,0
Sem informagao 2 6,3
Género
Masculino 16 50,0
Feminino 16 50,0
Tabagismo
Sim 17 53,1
Nao 9 28,1
Semi nformagao 6 18,8
Etilismo
Sim 5 15,6
Nao 16 50,0
Sem informagao 11 34,4
Local da lesao
Area retromolar 5 15,6
Assoalho 2 6,3
Gengiva 3 9,4
Labio 3 9,4
Lingua 5 15,6
Mucosa jugal 8 25,0
Palato 4 12,5
Multipla leséo 2 6,3
Grau de displasia
Leve 6 18,8
Moderada 17 53,1
Severa 9 28,1
Total 32 100,0
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Tabela 2 — Estatisticas descritivas e resultados da ANOVA da idade segundo
grau de displasia da leucoplasia

Idade
Grau de displasia Mediana Média Desvio-padrao p-valor
Leve 6 53,50 52,00 11,87
Moderada 16 46,00 48,50 13,22 0,172
Severa 8 63,50 59,75 14,72

Tabela 3 — Correlagao dos dados clinicos com o grau de displasia da
leucoplasia

Grau de displasia

Variaveis -valor
Leve Moderada Severa P

Faixa etaria

Até 50 anos 3 (50,0%) 10 (62,5%) 3 (37,5%) 0,501
Mais de 50 anos 3 (50,0%) 6 (37,5%) 5 (62,5%)

Racgalcor
Branco 3 (50,0%) 11 (73,3%) 5 (55,6%) 0,509
Negro / Pardo 3 (50,0%) 4 (26,7%) 4 (44,4%)

Género
Masculino 4 (66,7%) 8 (47,1%) 4 (44,4%) 0,654
Feminino 2 (33,3%) 9 (52,9%) 5 (55,6%)

Tabagismo
Sim 3 (100,0%) 11 (68,8%) 3(42,9%) 0,128
Nao 0 (0,0%) 5 (31,3%) 4 (57,1%)

Alcoolismo
Sim 1 (25,0%) 4 (33,3%) 0 (0,0%) 0,194
Nao 3 (75,0%) 8 (66,7%) 5 (100,0%)

Local da lesao
Area retromolar 2 (40,0%) 3 (33,3%) 0 (0,0%) N 189
Lingua 0 (0,0%) 3 (33,3%) 2 (50,0%)

Mucosa jugal 3 (60,0%) 3 (33,3%) 2 (50,0%)




Fig 2 HE
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Inicialmente, foram identificadas as alterag¢des teciduais e citolégicas das leucoplasias
estudadas, em numero absoluto e relativo da presenca e auséncia de cada um dos
fatores displasicos (Tabela 4). Apds essa caracterizagao, os fatores displasicos e os

fatores clinicos dessa amostra foram tratados estatisticamente.

Na analise das correlagdes dos fatores clinicos e fatores displasicos, foram registrados
estatisticamente significantes: etilismo e formagdo em gota (Tabela 5); género e

mitoses superficiais para as leucoplasias (Tabela 6).

Quando a associacgédo foi feita entre cada um desses fatores displasicos e grau de
displasia da lesdo houve correlagdo: formagdo em gota, estratificacdo epitelial
irregular, hiperplasia de células basais, variagdo anormal do tamanho do nucleo,
variagdo anormal da forma do nucleo, variagdo anormal do tamanho da célula,

aumento da relagdo nucleo-citoplasma e aumento do tamanho nuclear (Tabela 7).

Os fatores para displasia epitelial que n&o apresentaram correlagdes com significancia
estatistica com os dados clinicos estdo dispostos em tabelas que compdem o

apéndice Il.
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Tabela 4 — Caracterizagao da amostra de leucoplasia com relagao aos fatores
displasicos da leucoplasia

Variaveis n %
Formagoes em gota
Sim 18 56,3
Nao 14 43,8
Estratificagao epitelial irregular
Sim 12 37,5
Nao 20 62,5

Ceratinizagao prematura de células
individuais (disceratose)

Sim 5 15,6

Nao 27 84,4
Pérolas corneas

Sim 2 6,3

Nao 30 93,8
Perda de polaridade das células basais

Sim 16 50,0

Nao 16 50,0
Hiperplasia de células basais

Sim 23 71,9

Nao 9 28,1
Aumento do numero de figuras mitéticas

Sim 26 81,3

Nao 6 18,8
Mitoses superficiais

Sim 20 62,5

Nao 12 37,5

Variacao anormal do tamanho do
nucleo (anisonucleose)
Sim 16 50,0
Nao 16 50,0
Variagdo anormal da forma do ntcleo
(pleomorfismo nuclear)
Sim 7 21,9
Nao 25 78,1
Variagdo anormal do tamanho da
célula (anisocitose)
Sim 8 25,0
Nao 24 75,0
Variagdo anormal da forma da célula
(pleomorfismo celular)

Sim 2 6,3

Nao 30 93,8
Aumento da relagado nucleo-citoplasma

Sim 14 43,8

Nao 18 56,3
Aumento do tamanho nuclear

Sim 15 46,9

Nao 17 53,1
Mitoses atipicas

Sim 1 3,1

Nao 31 96,9
Aumento do niumero e tamanho dos nucléolos

Sim 10 31,3

Nao 22 68,8
Hipercromatismo

Sim 13 40,6

Nao 19 59,4

Total 32 100,0
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Tabela 5 — Correlagao dos dados clinicos com formagoes em gota dos casos

de leucoplasia

Formag6es em gota

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 7 41,2 9 69,2 0,127
Mais de 50 anos 10 58,8 4 30,8
Ragalcor
Branco 12 70,6 7 53,8 0,454
Negro / Pardo 5 29,4 6 46,2
Género
Masculino 10 55,6 6 42,9 0,476
Feminino 8 44 4 8 571
Tabagismo
Sim 8 53,3 9 81,8 0,217
Nao 7 46,7 2 18,2
Alcoolismo
Sim 0 0,0 5 50,0 0,012
Nao 11 100,0 5 50,0
Local da lesao
Area retromolar 2 11,1 3 21,4
Assoalho - - 2 14,3
Gengiva 1 5,6 2 14,3
Labio 3 16,7 - - -
Lingua 2 11,1 3 21,4
Mucosa jugal 5 27,8 3 21,4
Palato 4 22,2 - -
Multipla lesdo 1 5,6 1 7.1
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Tabela 6 — Correlagao dos dados clinicos com mitoses superficiais dos casos
de leucoplasia

Mitoses superficiais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 10 50,0 6 60,0 0,709
Mais de 50 anos 10 50,0 4 40,0

Ragalcor
Branco 13 68,4 6 54,5 0,696
Negro / Pardo 6 31,6 5 45,5

Género
Masculino 13 65,0 3 25,0 0,028
Feminino 7 35,0 9 75,0

Tabagismo
Sim 10 62,5 7 70,0 1,000
Nao 6 37,5 3 30,0

Etilismo
Sim 3 21,4 2 28,6 1,000
Nao 11 78,6 5 71,4

Local da lesao

Area retromolar 4 20,0 1 8,3
Assoalho 1 5,0 1 8,3
Gengiva 2 10,0 1 8,3
Labio - - 3 25,0 -
Lingua 4 20,0 1 8,3
Mucosa jugal 6 30,0 2 16,7
Palato 3 15,0 1 8,3
Multipla leséo - - 2 16,7
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Tabela 7 — Correlagao dos fatores displasicos e grau de displasia dos casos de

leucoplasia

Grau de displasia

Variaveis
Leve Moderada  Severa
Formagbes em gota
Sim - 10 (55,6%) 8 (44,4%) 0,001
Nao 6 (42,9%) 7 (50,0%) 1(7,1%)
Estratificagao epitelial irregular
Sim - 6 (50%) 6 (50%) 0,012
Nao 6 (30,0%) 11 (55,0%) 3 (15%)
Ceratinizagao prematura de células
individuais (disceratose)
Sim - 2 (40,0%) 3 (60,0%) 0,138
Nao 6 (22,2%) 15 (55,6%) 6 (22,2%)
Pérolas corneas
Sim - 1(50,0%) 1 (50,0%) 0,584
Nao 6 (20,0%) 16 (53,3%) 8 (26,7%)
Perda de polaridade das células basais
Sim - 7 (43,8%) 9 (56,3%) -
Nao 6 (37,5%) 10 (62,5%) -
Hiperplasia de células basais
Sim 2 (8,7%) 12 (52,2%) 9 (39,1%) 0,007
Nao 4 (44,4%) 5 (55,6%) -
Aumento do numero de figuras mitéticas
Sim 5(19,2%) 14 (53,8%) 7 (26,9%) 0,951
Nao 1(16,7%) 3(50,0%) 2 (33,3%)
Mitoses superficiais
Sim 4 (20,0%) 9 (45,0%) 7 (35,0%) 0,436
Nao 2 (16,7%) 8 (66,7%) 2 (16,7%)
Variacao anormal do tamanho do
nucleo (anisonucleose)
Sim - 8 (50,0%) 8 (50,0%) 0,001
Nao 6 (37,5%) 9 (56,3%) 1(6,3%)
Variagao anormal da forma do nucleo
(pleomorfismo nuclear)
Sim - 1(14,3%) 6 (85,7%) 0,001
Nao 6 (24,0%) 16 (64,0%) 3 (12,0%)
Variagdo anormal do tamanho da
célula (anisocitose)
Sim - 3(37,5%) 5 (62,5%) 0,020
Nao 6 (25,0%) 14 (58,3%) 4 (16,7%)
Variagao anormal da forma da célula
(pleomorfismo celular)
Sim - - 2 (100,0%) -
Nao 6 (20,0%) 17 (56,7%) 7 (23,3%)
Aumento da relagdo nucleo-citoplasma
Sim - 6 (42,9%) 8 (57,1%) 0,000
Nao 6(33,3%) 11(61,1%) 1(5,6%)
Aumento do tamanho nuclear
Sim - 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,001
Nao 6(35,3%) 10(58,8%) 1(5,9%)
Mitoses atipicas
Sim - - 1(100,0%) -
Nao 6 (19,4%) 17 (54,8%) 8 (25,8%)
Aumento do numero e tamanho dos nucléolos
Sim 1 (10,0%) 5(50,0%) 4 (40,0%) 0,501
Nao 5(22,7%) 12 (54,5%) 5 (22,7%)
Hipercromatismo
Sim 2 (15,4%) 6 (46,2%) 5 (38,5%) 0,562
Nao 4 (21,1%)  11(57,9%) 4 (21,1%)
Total 32 100,0
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A tabela 8 caracteriza a amostra deste estudo com informagdes sobre o numero
absoluto e relativo de casos de CCE, segundo caracteristicas clinicas. Constatou-se
que dos 23 casos analisados 19 (82,6%) eram do género masculino, demonstrando
predilecao por individuos masculinos numa proporcéo de 4,75:1. A idade variou entre
42 e 89 anos, sendo a média de 58,95 anos; a faixa etaria compreendida entre 51-60
anos foi a mais prevalente, com 30,4% dos casos. A raga branca foi a mais afetada

com 10 casos (43,5%); nenhum paciente de cor amarela e indigena foi diagnosticado.

Quanto a localizagdo anatdémica da les&do, observou-se que a lingua foi a regido mais
acometida com 26,1% da amostra (seis casos), seguida pelo assoalho de boca 21.7%
(cinco casos) e palato 17,4% (quatro casos). Outras regides como gengiva, area
retromolar, labio e mucosa jugal somaram cinco casos e trés casos de lesdo em mais

de um sitio anatémico.
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Tabela 8 — Caracterizacao da amostra de CCE quanto aos dados sécio-
demograficos dos pacientes, habitos apresentados, localizagdo e grau de
diferenciacao das lesdes

Variaveis n %

Faixa etaria
21 a 30 anos - -
31 a40 anos -
26,1

41 a 50 anos 6
51 a 60 anos 7 30,4
61 a 70 anos 5 21,7
71 a 80 anos 4 17,4
80 anos ou mais 1 4,3
Sem informagéo - -
Racgalcor
Branco 10 43,5
Negro 3 13,0
Pardo 10 43,5
Género
Masculino 19 82,6
Feminino 4 17,4
Tabagismo
Sim 16 69,6
Nao 5 21,7
Sem informagao 2 8,7
Alcoolismo
Sim 11 47,8
Nao 10 43,5
Sem informagao 2 8,7
Local da lesao
Area retromolar 1 4,3
Assoalho 5 21,7
Gengiva 2 8,7
Labio 1 4,3
Lingua 6 26,1
Mucosa jugal 1 4.3
Palato 4 17,4
Multipla leséo 3 13,0
Grau de diferenciagao
Bem diferenciado 7 30,4
Moderadamente 14 60,9
Indiferenciado 2 8,7
Total 23 100,0
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De acordo com o resultado da analise estatistica (Tabela 9), ndo se pode dizer que ha

relagdo entre os dados clinicos com o grau de diferenciagdo dos CCEs.

Tabela 9 — Correlagao dos dados clinicos com o grau de diferenciagao do CCE

Grau de diferenciagao

Variaveis p-valor
Bem diferenciado Moderadamente

Faixa etaria
Até 50 anos 2 (28,6%) 4 (28,6%) 1,000
Mais de 50 anos 5(71,4%) 10 (71,4%)

Racgalcor
Branco 4 (57,1%) 6 (42,9%) 0,536
Negro / Pardo 3 (42,9%) 8 (57,1%)

Género
Masculino 4 (57,1%) 13 (92,9%) 0,055
Feminino 3 (42,9%) 1(7,1%)

Tabagismo
Sim 4 (57,1%) 11 (91,7%) 0,078
Nao 3 (42,9%) 1(8,3%)

Etilismo
Sim 2 (33,3%) 8 (61,5%) 0,250
Nao 4 (66,7%) 5 (38,5%)

Local da lesao
Assoalho 3 (75,0%) 2 (28,6%) 0,131
Lingua 1(25,0%) 5 (71,4%)

Os <casos de CCE bem diferenciado, moderadamente e pouco
diferenciado/indiferenciado apresentaram média de idade de 58,43 anos (DP=15,34),
57 anos (DP=11,54) e 74, 5 anos (DP=0,71) (Tabela 10)

Tabela 10 — Estatisticas descritivas da idade segundo grau de diferenciacao do
CCE

Grau de Idade
diferenciacao n Mediana Média Desvio-padrao
Bem diferenciado 7 53,00 58,43 15,34
Moderadamente 14 52,50 57,00 11,54
Indiferenciado 2 74,50 74,50 0,71

De acordo com a tabela 11 pode-se observar que ndo houve correlacdo estatistica

entre a média de idade e o grau de diferenciagdo do CCE.

Tabela 11 — Estatisticas descritivas e resultados da ANOVA da idade segundo
grau de diferenciagado do CCE

Grau de Idade -valor
diferenciagédo N Mediana Média Desvio-padrio P
Bem diferenciado 7 53,00 58,43 15,34 0.813

Moderadamente 14 52,50 57,00 11,54




Fig 3 HE
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A tabela 12 descreve o numero absoluto e relativo da presenca e auséncia de cada
um dos fatores displasicos para os casos de CCE.

Tabela 12 — Caracterizagao microscépica da amostra de carcinoma de células
escamosas

Variaveis n %
Formagoes em gota
Sim 12 52,2
Nao 11 47,8
Estratificacao epitelial irregular
Sim 17 73,9
Nao 6 26,1

Ceratinizagdo prematura de células
individuais (disceratose)

Sim 20 87,0

Nao 3 13,0
Pérolas corneas

Sim 19 82,6

Nao 4 17,4
Perda de polaridade das células basais

Sim 8 34,8

Nao 15 65,2
Hiperplasia de células basais

Sim 13 56,5

Nao 10 43,5
Aumento do numero de figuras mitéticas

Sim 16 69,6

Nao 7 30,4
Mitoses superficiais anormais

Sim 12 52,2

Nao 11 47,8

Variagao anormal do tamanho do
nucleo (anisonucleose)
Sim 22 95,7
Nao 1 4,3
Variagdo anormal da forma do nucleo
(pleomorfismo nuclear)
Sim 22 95,7
Nao 1 4,3
Variagao anormal do tamanho da
célula (anisocitose)
Sim 16 69,6
Nao 7 30,4
Variagao anormal da forma da célula
(pleomorfismo celular)

Sim 17 73,9

Nao 6 26,1
Aumento da relagao nucleo-citoplasma

Sim 21 91,3

Nao 2 8,7
Aumento do tamanho nuclear

Sim 20 87,0

Nao 3 13,0
Células com mitoses atipicas

Sim 10 43,5

Nao 13 56,5
Aumento do numero e tamanho dos nucléolos

Sim 9 39,1

Nao 14 60,9
Hipercromatismo

Sim 15 65,2

Nao 8 34,8

Total 23 100,0
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Para os carcinomas de células escamosas, as correlagdes clinicas e microscopicas,
estatisticamente significativas, foram registradas: estratificac&o epitelial irregular com
a Racga/Cor, conforme pode ser observado na tabela 13 e entre estratificagédo epitelial
irregular, pérolas corneas e o grau de diferenciacédo (Tabela 14).

Os fatores displasicos que ndo apresentaram correlagdes com significancia estatistica

com os dados clinicos estao dispostos em tabelas que compdem o apéndice Il.

Tabela 13 — Correlagado dos dados clinicos com estratificagao epitelial irregular
dos casos de carcinoma de células escamosas

Estratificagao epitelial irregular

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 35,3 - - 0,144
Mais de 50 anos 11 64,7 6 100,0
Ragalcor
Branco 10 58,8 0 0,0 0,019
Negro / Pardo 7 41,2 6 100,0
Género
Masculino 14 82,4 5 83,3 1,000
Feminino 3 17,6 1 16,7
Tabagismo
Sim 12 75,0 4 80,0 1,000
Nao 4 25,0 1 20,0
Alcoolismo
Sim 6 40,0 5 83,3 0,149
Nao 9 60,0 1 16,7
Local da lesao
Area retromolar 1 5,9 - -
Assoalho 5 29,4 - -
Gengiva - - 2 33,3
Labio 1 5,9 - - -
Lingua 4 23,5 2 33,3
Mucosa jugal - - 1 16,7
Palato 4 23,5 - -
Multipla lesdo 2 11,8 1 16,7
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Tabela 14 — Correlagao dos fatores displasicos e grau de diferenciagcao dos

casos de carcinoma de células escamosas

Grau de diferenciagao

Variaveis Moderada
Bem mente Indiferencia
diferenciado  diferenciad do
o
Formagoes em gota
Sim 2 (16,7%) 9 (75,0%) 1(8,3%) 0,295
Nao 5 (45,5%) 5 (45,5%) 1(9,1%)
Estratificacao epitelial irregular
Sim 7 (41,2%) 9 (52,9%) 1(5,9%) 0,068
Néo - 5 (83,3%) 1(16,7%)
Ceratinizagao prematura de células
individuais (disceratose)
Sim 7 (35,0%) 12 (60,0%) 1(5,0%) 0,169
Néo - 2 (66,7%) 1(33,3%)
Pérolas cérneas
Sim 6 (31,6%) 13 (68,4%) 0 (0,0%) 0,016
Néo 1(25,0%) 1(25,0%) 2 (50,0%)
Perda de polaridade das células basais
Sim 3 (37,5%) 4 (50,0%) 1(12,5%) 0,728
Néo 4 (26,7%) 10 (66,7%) 1(6,7%)
Hiperplasia de células basais
Sim 4 (30,8%) 8 (61,5%) 1(7,7%) 0,981
Néo 3 (30,0%) 6 (60,0%) 1(10,0%)
Aumento do numero de figuras mitéticas
Sim 5 (31,3%) 10 (62,5%) 1(6,3%) 0,832
Néo 2 (28,6%) 4 (57,1%) 1(14,3%)
Mitoses superficiais
Sim 4 (33,3%) 8 (66,7%) - 0,206
Néo 3 ((27,3%) 6 (54,5%) 2 (18,2%)
Variagao anormal do tamanho do
nucleo (anisonucleose)
Sim 6 (27,3%) 14 (63,5%) 2 (9,1%) -
Néo 1 (100,0%) - -
Variagao anormal da forma do nucleo
(pleomorfismo nuclear)
Sim 6 (27,3%) 14 (63,5%) 2 (9,1%) -
Nao 1 (100,0%) - -
Variagao anormal do tamanho da célula
(anisocitose)
Sim 5 (31,3%) 10 (62,5%) 1(6,3%) 0,832
Nao 2 (28,6%) 4 (57,1%) 1(14,3%)
Variagao anormal da forma da célula
(pleomorfismo celular)
Sim 5 ((29,4%) 11 (64,7%) 1(5,9%) 0,703
Néo 2 (33,3%) 3 (50,0%) 1(16,7%)
Aumento da relagao nucleo-citoplasma
Sim 6 (28,6%) 13 (61,9%) 2 (9,5%) 0,725
Néo 1 (50,0%) 1 (50,0%) 0 (0%)
Aumento do tamanho nuclear
Sim 6 (30,0%) 12 (60,0%) 2 (10,0%) 0,746
Nao 1(33,3%) 2 (66,7%) -
Mitoses atipicas
Sim 1(10,0%) 8 (80,0%) 1(10,0%) 0,145
Néo 6 (46,2%) 6 (46,2%) 1(7,7%)
Aumento do numero e tamanho dos nucléolos
Sim 3 (33,3%) 5 (55,6%) 1(11,1%) 0,902
Nao 4 (28,6%) 9 (62,3%) 1(7,1%)
Hipercromatismo
Sim 5 (33,3%) 9 (60,0%) 1(6,7%) 0,851
Nao 2 (25,0%) 5 (62,5%) 1(12,5%)
Total 23 100,0
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Na analise quantitativa das mitoses tipicas e atipicas, os carcinomas de células
escamosas apresentaram diferentes numeros de mitoses tipicas e atipicas em relagao

ao grau de diferenciagao.

No CCE grau | observou-se uma média de 3,85 mitoses tipicas por lesdo (DP= +/-
2,07), o CCE grau Il apresentou média de 5,35 (DP= +/-0,74)_(Grafico 1).

Com relagédo as mitoses atipicas foi encontrado para o CCE grau | média de 5,14
mitoses atipicas por lesdo (DP= +/-1,84) e CCE graus Il e lll 4,64 e 8,50 mitoses

atipicas por leséo (Grafico 2) e DP= +/- 0,60 e 6,50, respectivamente.

Os resultados encontrados para a contagem de mitoses tipicas e atipicas no CCE

estdo descritos nos graficos abaixo:

Grafico 1 — Numero de mitoses tipicas nos diferentes graus de diferenciagao do
CCE
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Grafico 2 - Numero de mitoses atipicas nos diferentes graus de diferenciagao

do CCE
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DISCUSSAO

Apesar dos fatores clinicos envolvidos na carcinogénese oral serem evidentes em
estudos de leucoplasias e CCE (ABDO et al., 2002; COSTA; ARAUJO JUNIOR;
RAMOS, 2005; COARACY et al.,, 2008; PEREIRA et al., 2011), a avaliagado
microscoépica das alteragdes teciduais e citologicas em espectros desde a displasia
epitelial oral leve, moderada a severa até o carcinoma de células escamosas
indiferenciado, passando pelo bem e moderadamente diferenciado, possibilitando um
aprofundamento da grande questdo: o potencial de malignizagdo das desordens da

mucosa oral.

No estudo proposto iniciou-se a caracterizagao dos pacientes com laudos emitidos de
leucoplasia e CCE como ponto de partida para obter um perfil sociodemografico dos
pacientes. A partir dessa caracterizagao, procedeu-se a correlagcédo entre os aspectos
clinicos e os achados microscopicos. Porém nao considerou apenas o grau de
displasia e diferenciagdo dos casos de leucoplasia e CCE, respectivamente, mas
analisou distintivamente, os fatores displasicos (alteragdes teciduais e citologicas),
ferramentas de trabalho para a classificagao desse espectro de lesdes, com intuito de
pontuar e tabelar o fator de maior peso até o de menor impacto na transicdo entre
leucoplasias e CCEs, num aprofundamento da carcinogénese oral.

A graduacéo da displasia epitelial (WARNAKULASURIYA et al., 2007) nas desordens
com potencial de malignizagdo da mucosa oral vem sendo recomendada pela OMS,
apesar da subjetividade com interpretagdes controversas entre patologistas (KUJAN
et al., 2007) dificulta prever o potencial de malignizag&o, pois, geralmente, essa

analise estar dissociada dos dados clinicos.

Quando os graus de displasia epitelial da nossa amostra de leucoplasia foram
correlacionados com os dados clinicos relevantes na carcinogénese oral como
consumo de tabaco e localizagdo da lesdo ndo houve significancia, porém quando
foram analisados por caracteristicas microscépicas individuais ou fatores displasicos,
os critérios formacado em gota, estratificagédo epitelial irregular, hiperplasia de células
basais, variagdo anormal do tamanho e forma do nucleo, tamanho da célula e aumento

da relagdo nucleo/citoplasma apresentaram significancia estatistica.
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Essa analise das caracteristicas individuais da displasia foi realizada por Tilakaratne
e colaboradores (2011) em 86 lesdes displasicas da cavidade oral e correlacionada
com fatores clinicos e observaram que, dentre os fatores displasicos individuais
avaliados, a formacdo em gota identificada nas lesbes displasicas apresentaram

significancia correlagdo com os fumantes.

No presente estudo, foi observada associagao positiva entre o grau de displasia e a
presenca de hiperplasia de células basais, que pode representar o aumento da
proliferagdo de tais células, porém pode haver também possivel relacdo com erros
inerentes a técnica de confeccdo da lamina, relacionado a artefato devido a secgao
diagonal do espécime influenciando na interpretacéo, levando a um falso positivo.

Kujan e colaboradores (2007) em recente estudo avaliaram as caracteristicas
histolégicas que contribuem para a variagao interobservador; a alta concordancia foi
encontrada para aumento do numero de mitoses, aumento do tamanho do nucleo e
formacdo em gotas. Por outro lado, estratificacéo epitelial, perda de polaridade das
células basais, variacdo anormal do tamanho do nucleo, numero de mitoses atipicas

e hipercromatismo tem alta discordancia entre os observadores.

Apesar da recomendagao dos critérios para classificagdo dos graus de displasia pela
OMS, constantemente reavaliados e discutidos, deve-se levar em consideragcao as
limitagbes e as variagbes entre os inter e intra-observadores, dificultando a
reprodutibilidade dos dados (SHIMAMAURA et al., 2011), bem como as comparagoes
entre amostras. No nosso estudo, a variagao intraobservadora foi minima, em funcéo

da preparacgédo para a analise e a calibragdo Kappa que atingiu niveis superiores.

Os principais achados microscopicos que representariam uma possivel invasividade
como sdo observados nas formagdes em gotas, podem sinalizar um potencial de
malignizagédo, essa correlagdo foi registrada em nossos achados em que houve
também associagao estatisticamente significante direta entre o grau de displasia e o
critério formagdo em gota, sendo os casos que apresentaram formagado em gota
representado por 10 casos (55,6%) de leucoplasia moderada e 8 casos (44,4%) de
leucoplasia severa, ja os casos que nao apresentaram formagdo em gota foram
representados por 6 casos de leucoplasia leve (42,9%), 7 casos de leucoplasia
moderada (50,0%) e 1 caso de leucoplasia severa (7,1%) p= 0,001.
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Os dados clinicos nao devem ser observados separadamente, pelo contrario, devem
ser os indicadores, tanto com relagdo a idade, género, exposicdo ao tabaco e

localizagao, de maior ou menor risco de malignizagéo das leucoplasias.

Quanto a localizacdo da leucoplasia nesse estudo pode-se destacar como maior
acometimento a mucosa jugal, seguida da lingua e area retromolar. A leucoplasia
pode afetar qualquer sitio da cavidade oral e orofaringea, podendo ser subdividida em
homogénea e ndo homogénea, sendo que, geralmente, na mucosa jugal séo
homogéneas, com menor potencial de malignizagcao (VAN DER WAAL, 2009). A maior
frequéncia de transformagdo maligna dos diferentes tipos esta intimamente
relacionada ao grau de displasia. No entanto, quando localizada na lingua possui
apresentacao clinica heterogénea, sinalizando uma maior alteragdo tecidual com
presenca de fatores displasicos. A eritroleucoplasia tem uma média de potencial de
transformacao de 28% variando de 18 a 47% em diferentes investigagdes (NEVILLE
et al., 2008).

Os fatores clinicos associados ao aumento da transformagdo maligna sé&o
controversos, porém HO e colaboradores (2012) avaliaram histopatologicamente
pacientes com graus diferentes de displasia epitelial e determinaram predictores fortes
como fumo, aparéncia clinica, subarea e severidade da displasia. Género, idade,
numero de lesdes e historico de alcool ndo foram predictores significantes de
transformacdo. Tais resultados despertam para a valorizagdo de determinantes
clinicos de transformagdo maligna agregados aos fatores displasicos presentes nas
lesdes, auxiliando na avaliagéo, diagnostico, progndstico e a condugao dos pacientes
portadores dessas desordens com potencial de malignizagéo.

Do outro lado do espectro, no estudo da carcinogénese oral estda o carcinoma de
células escamosas. _ O grau de diferenciagdo baseado nos mesmos critérios
utilizados na gradacao da displasia epitelial continua contribuindo no esclarecimento
dessa transformagdo que as células epiteliais sofrem na carcinogénese, uma vez
que, segundo a OMS, pela classificagdo do Wahi (1971), quanto mais alteragbes
teciduais e citologicas, maior o grau de indiferenciagdo e seu distanciamento a sua
morfologia original, sendo diretamente associado ao seu comportamento bioldgico,
com caracteristica de agressividade. Costa e colaboradores (2005) encontraram
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correlacdo entre o estadiamento clinico TNM e o grau de queratinizagéo,

pleomorfismo nuclear e infiltrado inflamataério linfoplasmocitario.

Nesse estudo, os resultados corroboram com os registros da literatura quando pontua
sobre o CCE ser mais frequente no homem branco da 5% a 6% década de vida
(NEVILLE et al, 2008; SCULLY e BAGAN, 2009); foram encontrados 07 casos, que
representam 30,4% da amostra na faixa etaria de 51-60. A faixa etaria entre 41-50
também apresentou um numero representativo de 06 casos, correspondente a 26,1%
da amostra. Todavia, alguns estudos tém mostrado um aumento da incidéncia de CCE
em pacientes jovens com menos de 40 anos de idade (SHIBOSKI et al, 2005).

O fator idade é fundamental no estudo do cancer bucal, uma vez que aumenta o tempo
de exposigao aos agentes carcinogénicos a medida que o individuo avanca a idade;
além de que as deficiéncias do sistema imunoldgico (imunosenescéncia) deixam o0s

individuos idosos vulneraveis a varias doencgas, inclusive o cancer.

A idade do paciente consiste numa variavel que pode estar relacionada ao grau de
malignidade do tumor. Pacientes jovens s&do acometidos por neoplasias malignas mais
agressivas, quando comparados aos idosos, nos quais normalmente, pode-se
observar um carater mais brando dos tumores. Contudo pouco se entende porque
individuos de mesma idade podem apresentar carcinomas com graus de malignidade
bastante distintos (LOURENCO et al., 2007).

Existem diferengas marcantes na incidéncia do cancer bucal segundo o género, sendo
o0 sexo masculino mais afetado. Atualmente verifica-se um estreitamento dessa

relacao, devido provavelmente a incorporagao de certos habitos pelas mulheres.

Em relagéo a variavel género observou-se a predominancia do sexo masculino com
82,6%, correspondente a 19 casos da amostra. Assim, € possivel afirmar que esse
estudo acompanha os dados expressos em diversos estudos (ABDO et al., 2002;
COSTA et al., 2005; COARACY et al., 2008) demonstrando a predilecado pelo sexo

masculino.

Quanto a variavel racga/cor, o resultado da amostra apresentou tanto para

leucoplasia (59,5%) quanto para o carcinoma (43,5%) a predominancia de brancos;



67

porém deve-se considerar o fato de que a classificagao étnica da populagao brasileira
se baseia na autodeclaragao e que a miscigenagao é um trago marcante na sociedade
brasileira, segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica).

Em relagdo a amostra de CCE nesse estudo quando classificado pelos graus de
diferenciagao, o subgrupo indiferenciado ndo permitiu tratamento estatistico, devido a
quantidade de categorias na variavel localizagao da lesdo. Apenas o assoalho de boca
e a lingua permitiram correlacionar a localizagdo com grau de diferenciagdo. No

entanto, esses locais ndo apresentaram associagao estatisticamente significante.

As diferencgas entre as localiza¢des das leucoplasias e dos CCE estao relacionadas
ao habito cultural de diferentes populagdes. Segundo Napier & Seipght (2008), o tipo
de utilizagdo do tabaco influencia a distribuicdo da localizagdo das lesdes: fumar
cigarro reverso provoca lesdes no palato duro, mastigagao do tabaco provoca lesdes
no local de acumulo e o consumo de cigarro esta associado com a localizagdo da

lesao no assoalho da boca.

Os locais mais acometidos foram a lingua (26,1%) e o assoalho de boca (21,7%),
porém as multiplas lesdes, notavelmente correspondem a extensdo dessas areas
préximas, tais como borda de lingua e soalho de boca e com as mesmas

caracteristicas histologicas.

A predominancia do CCE no assoalho de boca e ventre de lingua tem sido sugerida
pela falta de uma camada de queratina protetora e pelo aumento da permeabilidade
da mucosa que contribui para tornar esses locais mais suscetiveis a agado dos
carcinogenos soluveis do tabaco e do alcool. A alta atividade proliferativa intrinseca
do assoalho de boca e ventre de lingua pode representar uma importante
predisposicdo enddgena para as chances de malignizagdo (THOMSON, 2012).

Areas de menor queratinizacdo da mucosa oral, maior atividade proliferativa e os
locais de retencao de saliva proporcionam o aumento do tempo de contato da mucosa
com os fatores carcinogénicos provenientes do tabaco. Além disso, a ingestdo
associada do alcool aumenta a permeabilidade da mucosa, sendo considerado um

efeito sinérgico do tabaco e alcool.
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O CCE de labio possui comportamento bioldégico e prognostico diferentes dos
carcinomas intrabucais e, assim, sdo divididos pela OMS. Enquanto os fatores
principais para os sitios intrabucais sdo o uso de tabaco e alcool, a radiagdo solar
ultravioleta representa o principal fator etiolégico do carcinoma de labio inferior
(LOURENGCO et al., 2007). Foi observado apenas 01 caso de CCE no labio,
provavelmente devido a existéncia de um projeto que percorre o interior do estado
composto por uma equipe de dermatologistas que fazem mutirdo de consultas e
cirurgias nos municipios com etnia pomerana, da zona rural, geralmente agricultores

que sofre com o alto indice de cancer de pele e labio.

Quanto a variavel alcoolismo, apesar de pesquisada na histéria clinica, pode haver
falha devido a omissao de informagdes; a anamnese € pouco sensivel ou confiavel na
determinacéao do alcoolismo, e embora sem dados especificos quanto a quantificacao,
observa-se na pratica assistencial que as pessoas tém dificuldade de declarar abusos
alcodlicos, o que permitiria ter classificado mais pessoas no grupo néo etilista.

Na analise microscopica qualitativa e quantitativa, o grau de diferenciagdo dos CCEs
analisados nao correlacionou estatisticamente com os dados clinicos do paciente e a
localizagdo da doenga, sendo a correlagdo mais proxima de p<0,05, o género
masculino; tal resultado pode estar vinculado ao tamanho da amostra. Porém, na
analise das alteragbes teciduais e citoldgicas distintivamente, as correlagbes racga/
estratificacdo epitelial irregular e pérolas corneas/grau de diferenciacdo, foram

estatisticamente significantes.

A contagem de mitoses contribui na determinagéo do grau de diferenciagdo dos CCEs,
considerando o numero de mitoses por campo, juntamente com outros critérios
morfolégicos. A avaliagdo quantitativa diminui a subjetividade inerente entre os

patologistas e auxiliou a pesquisadora na classificagdo do tumor estudado.

Tumores indiferenciados geralmente exibem grande numero de mitoses em
comparagao com os tumores bem diferenciados, refletindo a maior atividade de
proliferagdo das células parenquimatosas. Entretanto, mais importante como
caracteristica morfolégica dos tumores malignos sao as figuras mitoticas bizarras e

atipicas que algumas vezes produzem fusos tripolares, quadripolares ou



69

multipolares (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006). Em nosso estudo as mitoses
atipicas apresentaram em maior numero nos casos de CCE grau lll, numa média de
8,50 mitoses atipicas por lesdo. Em mitoses atipicas € comum haver perda de partes
de cromossomos levando a poliploidia, aneuploidia ou anomalias mais complexas, isto
pode ser letal as células causando necrose ou apoptose, mas pode também ocasionar
aparecimento de clones celulares mais agressivos, por delecdo de outros genes
reguladores do crescimento celular (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006).

Na busca incessante pelo entendimento dos fatores que participam na carcinogénese
oral, alguns se tornam elucidados, principalmente por levantamentos epidemiolégicos
e a correlagao de fatores externos como o tabaco, juntamente com agao sinérgica do
alcool e a radiagao solar, outros fatores tornam-se mais claros com o detalhamento e

correlagao entre os dados clinicos e os microscépicos.

CONCLUSAO

A avaliagdo de parametros arquiteturais do tecido e citolégicos foram capazes de
correlacionar clinica e microscopica nas leucoplasias entre fator de risco: alcoolismo,

género e o grau de displasia.

Para os casos de CCE, a correlagao significante entre os dados clinicos e a avaliagéo
histopatoldgica ocorreu entre a raca e estratificagédo epitelial irregular; pérolas corneas
e grau de diferenciagéo.

Assim, concluimos que a avaliagado do potencial de malignizagao das leucoplasias e
a gravidade do comportamento agressivo dos CCEs, ndo devem ser baseadas
separadamente pelos dados clinicos e histopatologicos; estudos adicionais utilizando
a investigagdo imuno-histoquimica com marcadores especificos poderao auxiliar na

identificagdo de eventos moleculares envolvidos na carcinogénese.
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4.2 ARTIGO 2

Analise da expressao de TIMP-1 em Leucoplasia e Carcinoma de Células
Escamosas Orais e correlagdao com aspectos displasicos

RESUMO

O estudo atual da transicdo da displasia epitelial oral, presente em lesées como a
leucoplasia, para o carcinoma de células escamosas envolve nao somente aspectos
histopatoldgicos, como também a analise da presenga de biomarcadores os quais
influenciam o microambiente no qual as células estéo inseridas. OBJETIVO: avaliar o
perfil da expressdo de TIMP-1 em casos de leucoplasias e CCE classificados em
diferentes graus de displasia e graus histopatoldgicos, respectivamente. Confrontar os
achados imuno-histoquimicos com os aspectos microscopicos adotados na
classificagdo das lesdes. MATERIAIS E METODOS: foram resgatados casos de
leucoplasia e CCE do Servigo de Anatomia Patoldgica Bucal do Curso de Odontologia
da Universidade Federal do Espirito Santo (SAPB-UFES), entre os anos 2004-2010 e
submetidos a ensaio imuno-histoquimico para determinagao do perfil de expresséo de
TIMP-1. Foram avaliados parénquima, bem como as diferentes camadas do epitélio e
estroma. RESULTADOS: Em todos os casos foi detectada presenca de TIMP-1 no
estroma e no parénquima. Na leucoplasia leve a camada basal e com hiperplasia
apresentou imunomarcacéo intensa, ja as células com perda de polaridade tiveram
expressao menor. Na leucoplasia moderada todas as camadas do epitélio, exceto a
cérnea apresentaram marcacgao. A leucoplasia severa teve a camada espinhosa mais
intensamente marcada, sem variagdo em areas com pleomorfismo. O CCE grau |
apresentou as ilhas mais profundas com marcagdo intensa em células com
pleomorfismo e mitoses. Nas ilhas tumorais, células menos diferenciadas tiveram
marcacdo menor € em pérolas corneas a marcacao foi fraca ou ausente nas células
centrais. No CCE grau Il foi observada marcagao em células basais com hiperplasia e
células da camada espinhosa, a camada parabasal ndo foi marcada. Também nas
ilhas, células menos diferenciadas ndo expressaram a proteina e ndo houve marcacao
em pérolas cérneas. CONCLUSAO: foi possivel detectar imunomarcagao para TIMP-
1 em todos os espécimes, com variacdo em intensidade e localizac&o. A auséncia de
expressdo em células menos diferenciadas sugere que lesbes mais agressivas
possuem redugdo da enzima. O microambiente € importante para as diversas
atividades celulares, e TIMP é uma enzima que participa da remodelagdo da matriz,
portanto, alteracdo na sua expressao pode ser uma valiosa ferramenta no melhor
entendimento da carcinogénese da mucosa oral.

*PALAVRAS CHAVES: leucoplasia oral, carcinoma de células escamosas, cancer
oral, inibidor tecidual de metaloproteinase-1.

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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ABSTRACT

The current study about transition of oral epithelial dysplasia, a feature present in
lesions such as leukoplakia, for squamous cell carcinoma involves not only
histopathological aspects, but also the analyze of biomarkers presence which influence
the microenviroment where cells are embedded. OBJETIVE: Evaluate TIMP-1 profile
in cases of leukoplakia and SCC classified into different grades of dysplasia and
histological grades, respectively. The immunohistochemical findings were confronted
with microscopic features adoted in classification of each injury. MATERIALS AND
METHODS: Cases of leukoplakia and SCC were rescued from files of Oral Pathology
Service of Dentistry School of Federal University of Espirito Santo (SAPB-UFES),
between 2004-2010. New slides were obtained and submitted to immunohistochemical
assay to determine expression profile of TIMP-1. Parenchyma and stroma were
evaluated, and different layers of the epithelium. RESULTS: In all cases were detected
presence of TIMP-1 in the stroma and parenchyma. In light leukoplakia the basal layer
with hyperplasia showed intense immunostaining, on the other hand, cells with loss of
polarity had lower expression. In moderate leukoplakia all epithelium layers, except the
cornea, presented labeling. Spinous layer of severe leukoplakia was the most intensely
marked, without variation in areas with pleomorfism. In SCC grade |, the deeper islands
showed intense cells labeling in areas of pleomorphism and mitoses. Tumor islands
the less differentiated cells were pour marked and central cells of keratin pearl showed
a weak or absent TIMP-1 expression. In SCC grade Il labeling was observed in basal
cell and in spinous layer, however, parabasal layer was not marked. Also on tumor
islands, less differentiated cells did not express the protein and keratin pearls were not
marked. CONCLUSION: It was possible to detect TIMP-1 immunostaining in all
specimens, ranging in intensity and location. The absence of expression in less
differentiated cell suggest that in more aggressive lesions expression enzyme is
reduced. The microambient is important for diverse cellular activities, and TIMP is an
enzyme that participates in matrix remodeling, thus changes in its expression can be
a valuable tool in understanding oral carcinogenesis.

*KEYWORDS: oral leukoplakia, squamous cell carcinoma, oral cancer and tissue
inhibitor of metalloproteinase-1.

*Fonte: Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
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INTRODUCAO

A leucoplasia oral, desordem potencialmente maligna mais frequente na cavidade oral
(VAN DER WAAL et al., 1997) e o Carcinoma de Células Escamosas (CCE), neoplasia
maligna mais comum na regido maxilo-facial figuram entre as lesdes de maior
interesse para o entendimento da carcinogénese oral. Essas lesées compartilham
caracteristicas clinicas e microscépicas similares e ao mesmo tempo diferentes e
préprias (SPEIGHT, 2007) que as distanciam, quanto a sua repercussao na saude do

individuo e na forma de abordagem profissional (KADEMANI, 2007).

A carcinogénese é descrita como um processo complexo multipasso e multifatorial,
através do qual uma série de eventos resulta em perda do equilibrio entre proto-
oncogenes ativados e genes supressores, que conduzem a transformacao celular,
autonomia e crescimento descontrolado. Todos esses eventos podem ocorrer devido
a influéncias de exposicédo a carcindgenos e/ou fatores inerentes ao hospedeiro ao
longo da vida e em sucessivos passos, levando a transformag¢ao de multiplos genes
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006). A perda de regulagao desses genes, portanto
€ a base molecular para mudancgas fenotipicas que envolvem desenvolvimento de
imortalidade celular, habilidade de invadir tecidos, gerar metastase e induzir
angiogénese (HASINA e LINGEN, 2001).

O conceito do desenvolvimento do cancer na mucosa oral envolve as alteragdes
mencionadas, como também de maneira bem estabelecida, a presenga inicial de uma
lesdo precursora. Dentro desse contexto, a lesdo mais conhecida € a leucoplasia
(REIBEL, 2003).

Contudo, entre as alteracdes fendtipas da mucosa oral, € importante dar destaque a
displasia epitelial, um campo de estudo fundamental para o entendimento da
transformacdo maligna das desordens com potencial de malignizagdo, como ocorre
com a leucoplasia (WANARKULASURYIA et al., 2008). A analise dos aspectos
teciduais e citolégicos preconizada pela OMS (2005) norteia a graduagéo das lesdes
precursoras em leve, moderada e severa, carcinoma in situ e propriamente o

carcinoma invasivo.
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Apesar da identificacdo do grau de displasia epitelial oral ser amplamente aceita e
considerada a mais importante ferramenta para predizer o risco de transformagao

maligna, ainda é subjetiva e controversa (TILAKARTNE et al., 2009).

Reibel (2003) lista 3 grandes problemas nessa associagao de lesdes com displasia
epitelial oral e a sua transformacao: 1- diagndstico subjetivo; 2 — nem todas lesbes
que exibem displasia epitelial, tornam malignas e algumas até regridem; 3 —
carcinomas podem desenvolver de lesdes sem diagndstico prévio de displasia epitelial
nas bidpsias.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de outras ferramentas que possam
auxiliar os profissionais na determinagcdo do risco de transformagcdo maligna na
cavidade oral. Assim, a utilizagdo de marcadores bioldgicos e genémicos se tornaram
bons candidatos no aprimoramento da avaliagdo progndstica das lesdes precursoras
do cancer de boca.

Os biomarcadores podem auxiliar num diagnostico mais preciso para a displasia
epitelial. Nesse contexto, com objetivo de avaliar a associagdo dos aspectos
histopatologicos da displasia epitelial oral com biomarcadores, Shimamaura e
colaboradores (2011) compararam a marcagdo da fascina e da podoplanina, em
lesbes com diferentes graus de displasia, em carcinomas in situ e carcinomas
invasivos, considerando-as ferramentas chaves para o diagndéstico preciso deste

grupo de lesdes com potencial de malignizagao.

Outros estudos, utilizando diferentes biomarcadores, como perlecan, MMPs e TIMPs,
para esclarecer a carcinogénese oral tem sido publicados (IKARASHI et al., 2004,
BAKER et al., 2006; TILAKARATNE et al., 2009; SINGH et al., 2010; BARROS

et al., 2011).

Ikarashi e colaboradores, em 2004, demonstraram que as células epiteliais
displasicas ou do carcinoma in situ sdo capazes de produzir e depositar moléculas
da MEC, antes de adquirem a natureza invasiva. Com 82 biopsias de __epitélio
normal, hiperplasico, displasico e do carcinoma, avaliaram perlecan e proteoglicano

de heparam sulfato, imunohistoquimicamente e mostraram diferengas topograficas
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na expressao, sendo superexpressadas nas células epiteliais displasicas com a

redugao da adesao celular.

Baseados nesses achados, o mesmo grupo de pesquisadores avaliou as diferengas
de expressao entre as MMPs no progresso da displasia epitelial oral para CCE na
tentativa de reconhecer centros de proliferagdo bem como confirmar a remodelacao
da MEC intraepitelial. Examinaram MMP-1, -2 e -7 em 20 casos de displasia oral,
carcinoma in situ e CCE e sugeriram que o aumento da MMP-7, teria um papel
importante na proliferagdo celular e na transformagdo maligna, tornando um
instrumento valioso nessa identificagdo (TILAKARATNE et al., 2009).

As metaloproteases de matriz (MMPs) estdo envolvidas em diversos processos,
alguns fisiologicos e também patoldgicos, como o cancer (NAGASE e WOESSNER,
1999). A atividade das MMPs € controlada em ao menos em trés niveis: transcri¢ao,
ativagdo proteolitica, e inibicdo da atividade enzimatica por inibidores naturais,
enzimas conhecidas como TIMPs (inibidores teciduais de metaloproteinases)
(WOESSNER, 2001; 2002). A atividade da rede de MMPs é resultado do balango entre
0s niveis da enzima ativa e niveis de TIMPs, que juntas formam um sistema biologico
complexo que controla estritamente a degradagdo da MEC. TIMPs também tem
habilidade de formar um complexo com proMMPs regulando o processo de ativagéo
de MMP. Se por um lado ja foi demonstrado que as TIMPs bloqueiam atividade de
MMPs, aspecto importante na inibicado da tumorigénese e consequente progressao da
doenca, por outro lado, foi demonstrado que essas enzimas podem participar da
tumorigénese (JIANG; GOLDBERG,; SHI, 2002).

Portanto, TIMPs na tumorigénese sdo consideradas moléculas multifuncionais, uma
vez que atuam regulando proliferacdo celular, apoptose, atividade de pro-MMP-2 e
angiogénese; e paradoxalmente podem com essas agbes também facilitar a
progressdo da doenga. O efeito inibitério de TIMP no crescimento tumoral e na
metastase foi sugerido pela superexpressédo do gene dentro das células neoplasicas,
porém, foidemonstrado que TIMP tem efeito estimulatorio de crescimento e efeito anti-
apoptotico (LAMBERT et al., 2004).

Dessa forma, acredita-se que a fungao anti-MMP de TIMP pode desempenhar papel
inibitorio importante durante a fase tardia da progressao do tumor, mas devido as
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suas atividades de promocg¢ao do crescimento e efeito anti-apoptético, pode atuar
estimulando a formagé&o na fase inicial da lesao (JIANG; GOLDBERG; SHI, 2002).

Dentre as moléculas que fazem parte da familia das TIMPs, a mais conhecida € TIMP-
1. Sua producao € induzida por estimulos externos, tais como fatores de crescimento
(b-FGF, PDGF, EGF) e citocinas (IL-6, IL-1 e IL-1B). E expressa por uma variedade
de células incluindo fibroblastos, células endoteliais e epiteliais, osteoblastos,
condrécitos, células do musculo liso e muitas células do tumor além de fluido corporal
(LAMBERT et al., 2004).

O efeito estimulatério para o crescimento celular de TIMP-1 foi inicialmente
reconhecido na atividade eritrdide, porém, sabe-se que tal efeito ndo se limita a esse
tipo celular. Em queratindcitos normais, fibroblastos, células do adenocarcinoma de
pulméo e células do melanoma também ja foi demonstrado efeito mitogénico (JIANG;
GOLDBERG; SHI, 2002).

O aumento da expresséao foi relatado como um aspecto paradoxalmente associado a
prognostico negativo em muitos tumores soélidos, como em cancer de mama, cancer
colo retal, cancer de estdbmago e de pulmao (JIANG; GOLDBERG; SHI, 2002).
Também foi relacionado com metastase loco regional e a distdncia. Vale ressaltar
ainda que, o alto nivel de TIMP-1 no plasma de pacientes com céncer sugere que a
molécula € um marcador da progress&o do cancer (PALIKHE et al., 2010).

A partir do exposto, fica evidenciado que a aplicagao de técnicas de biologia celular e
molecular, as quais permitem melhor entendimento dos eventos que contribuem para
o surgimento, crescimento tumoral, invasdo e metastases, sejam aplicadas para o
estudo da carcinogénese oral. Algumas pesquisas demonstraram que a analise da
expressdo, regulacdo e localizagdo da proteina TIMP-1 pode ser utilizada como
possivel marcador do prognostico da invasividade em tumores de origem epitelial,

como o CCE oral.

Assim, o presente trabalho avaliou o perfil da expressao de TIMP-1 na leucoplasia,
lesdo considerada como precursora do CCE, bem como no préprio tumor em
diferentes graus de displasia e graus de diferenciacéo, respectivamente. Com intuito
tracar o perfil dessa importante proteina e suas mudangas conforme a gravidade da

lesdo. Por fim, os achados imuno-histoquimicos foram confrontados com os
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aspectos histopatologicos adotados na classificacdo de cada lesdo para o
estabelecimento de possiveis associagdes entre a expressdo de TIMP-1 e as
alteracdes teciduais e celulares.

MATERIAIS E METODOS

A amostra foi constituida pelos casos de leucoplasia e de CCE, registrados no Servigo
de Anatomia Patoldgica Bucal do Curso de Odontologia da Universidade Federal do
Espirito Santo (SAPB-UFES), entre os anos de 2004-2010. Para os estudos
histopatologico e imuno-histoquimico foram resgatados os blocos parafinados do
acervo do SAPB-UFES.

Foi considerado como critério de inclusdo a presenca de material suficiente nos blocos
de parafina para obtengao das novas laminas. Os espécimes de leucoplasia e CCE
parafinizados, foram obtidos por bidpsia incisional ou excisional, de pacientes
referenciados ao Programa de Prevencgao e Diagnostico Precoce de Cancer de Boca
e Lesbes de Boca — SIEX/PROEX, desenvolvido pelas disciplinas de Estomatologia e
Cirurgia Bucomaxilofacial Il do Departamento de Clinica Odontolégica da UFES. O
estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em humanos — Centro de
Ciéncias da Saude/UFES e aprovado com protocolo e registro numero 70/10
(ANEXO).

PROCESSAMENTO IMUNO-HISTOQUIMICO PARA TIMP-1

Para o ensaio imuno-histoquimico, os blocos de parafina foram submetidos a
microtomia manual para obtencdo de cortes de 3 um de espessura (microtomo Leica
RM212 RT, Leica Biosystems Nussioch GmbH, Alemanha). Os cortes passaram por
uma solucdo de alcool a 30% com a finalidade de estica-los e depois imersos em
banho maria a 45°C (Lupetec BH 05), e pescados com laminas silanizadas
(Immunoslide, EasyPath, Brasil) devidamente identificadas.

Os cortes histologicos foram desparafinizados em estufa (FANEM 900Kw, modelo
310, Brasil) a 60° C durante 120 minutos, e diafanizados em trés banhos de xilol: xilol
II; xilol | e alcool/xilol, tendo cada banho a duragdo de 05 minutos. Em seguida
foram reidratados em concentragdes decrescentes de etanol (100%, 90% e 80%) e
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agua, cada banho com duragédo de 5 minutos. A remog&o do pigmento formélico foi

feita com solug&o de hidroxido de amoénio (10%) em etanol (95%) por 10 minutos.

Os cortes foram lavados com TBS-Tween (TBST) por 3 vezes, sendo 5 minutos cada
banho, e em seguida foram submetidos a recuperagédo antigénica, utilizando uma
solugdo tampéo citrato (acido citrico a 10mM e 0,05% de Tween 20 com pH 6),
aquecida entre 95 e 100°C, por 30 minutos. O sistema de detecg¢ao por polimeros foi
o NovoLink Novocastra (Leica Microsystems, Nussioch GmbH, Alemanha). Para
neutralizar a peroxidase endogena foi utilizado Peroxidase Block por 5 minutos
seguido de lavagem em TBST 2 vezes de Sminutos. As se¢des foram incubadas com
Protein Block por 5 minutos e novamente lavadas em TBST 2 vezes de 5 minutos. O
anticorpo primario utilizado foi o monoclonal anti TIMP-1 (Ms mAb to TIMP-1 [102D1],
Abcam) diluido em TBS 1:100 por 60 minutos, em temperatura ambiente e camara
umida. Os cortes foram novamente lavados em TBST 2 vezes de 5 minutos e
incubados com Post Primary Block durante 30 minutos, seguidos de lavagem em
TBST 2 vezes de 5 minutos. A seguir os cortes foram incubados com Polymer por 30
minutos e lavados em tampé&o TBST 2 vezes de 5 minutos. Foi adicionado 50 ul de
DAB Chromogen a 1ml de DAB Substrate Buffer (Polymer) para desenvolver a

atividade de peroxidase por 5 minutos.

As laminas foram lavadas em agua corrente durante 10 minutos e em seguida
enxaguadas em TBST por 3 minutos e submetidas a contra coloragdo com
hematoxilina de Mayer. Procedeu-se a lavagem em agua e hidréxido de aménio por 5
minutos; seguidas de nova lavagem em agua corrente por 10 minutos. A etapa final
do protocolo foi a desidratacdo em série crescente de alcool 70%, 85%, 90%, absoluto
e xilol durante 5 minutos cada e montagem das l&minas com Ervmount (EasyPath,
Brasil). O controle negativo foi feito pela omissdo do anticorpo primario (dado n&o
ilustrado).

AVALIACAO MICROSCOPICA DO PERFIL DA EXPRESSAO DE TIMP-1

A analise da reatividade imuno-histoquimica para TIMP-1 foi realizada por um unico
examinador, previamente calibrado. As laminas foram examinadas no Laboratorio de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) que dispde de microscopio
optico (Olympus AX70, Olympus America Inc.,NY, USA).
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Para avaliagdo da imunomarcagéo foram determinados os seguintes parametros:

v’ Para leucoplasia: presenga ou auséncia de coloracdo acastanhada
citoplasmatica nos queratindcitos nas diferentes camadas do tecido epitelial da
mucosa oral, considerando células em duas areas das lesdes, parénquima e

estroma,;

v' Para CCE: presenca ou auséncia de coloragdo acastanhada citoplasmatica nas

células neoplasicas, nas ilhas tumorais e no estroma.

Durante toda a etapa de estudo e descricdo do perfil de expressdo de TIMP-1,
conforme os critérios mencionados acima, as laminas foram examinadas diretamente
no microscopio. Dessa forma, objetivas de diferentes aumentos foram utilizadas
permitindo uma analise inicial panoramica, com observacdo subsequente dos
detalhes de marcacédo nas camadas, ilhas e células. Os achados microscépicos foram

compilados e serdo apresentados de maneira descritiva.

RESULTADOS

A amostra para analise imuno-histoquimica foi representada pelos espécimes
cirurgicos emblocados com quantidade de material suficiente para obtengdo das
novas laminas e composta por 2 casos de cada grau de leucoplasia(leve, moderada e
severa) e de 2 casos de cada tipo de CCEs( grau | e grau Il).

A imunomarcacdo para TIMP-1 foi observada em todos os espécimes, com
intensidade e localizagdo variando entre as leses e em locais diferentes em uma

mesma lesao.
Expressao de TIMP-1 em lesdes de Leucoplasia

Nos cortes de leucoplasia leve, a expressado de TIMP-1 foi detectada em diferentes
tecidos e células analisados, incluindo o epitélio de revestimento, fibroblastos e
células endoteliais no tecido conjuntivo subjacente, células musculares estriadas

esqueléticas e citoplasma de ductos de glandulas mucosas. Com relagdo ao tecido
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epitelial, a marcacgéo foi observada em toda a sua espessura, contudo, quando se
analisou as camadas, foi possivel identificar que queratinocitos da camada basal
apresentaram imunomarcacdo mais intensa e com aspecto citoplasmatico de
presenga de granulos contendo a proteina estudada, destacada nas regides com
hiperplasia das células basais. Nao foi possivel estabelecer padrao de marcacao
nuclear, algumas células epiteliais apresentaram nucleo corado em azul, enquanto
outras, aspecto de imunomarcacgao, com nucleo acastanhado. Essa variag¢ao foi mais

evidente nas células com perda de polaridade (Figura 1, A e B).

Na leucoplasia moderada foi detectada imunomarcagédo em todas as camadas do
tecido epitelial de revestimento, com excegdo da cornea. Contudo, diferente do
observado na leucoplasia leve, n&do foi identificada variagdo na intensidade da
expressao entre as camadas do epitélio, assim como, ndo houve predominancia de

TIMP-1 em relagdo a qualquer fator displasico (Figura 1, C e D).



Fig.1
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Na leucoplasia severa, todas as camadas do tecido epitelial apresentaram expressao
de TIMP-1, porém de maneira heterogénea. As células da camada espinhosa foram
as que apresentaram imunomarcacao mais intensa quando comparadas aos demais
estratos do epitélio. Contudo, os queratindcitos dessa camada também apresentaram
variagao na expressao da proteina, estando entre bem e pouco marcados. Apesar da
presencga de areas extensas com pleomorfismo celular e nuclear, nessas regiées néao

houve variagao na expresséo de TIMP-1 (Figura 1, E e F).
Expressao de TIMP-1 em les6es de CCE

Ao analisar o CCE grau | foi possivel observar expressdao de TIMP-1 tanto no
parénquima quanto no estroma tumoral, contudo, as células estromais apresentaram
intensidade de marcagdo menor quando em comparagao com as células epiteliais
(Figura 2, A). No parénquima, a marcagcdo ndo foi uniforme. As camadas mais
profundas da lesdo apresentaram marcacgao intensa em células com pleomorfismo, e
em areas com mitoses (setas), ja as células com perda de polaridade apresentaram
marcacgao mais fraca (*) (Figura 2, B). Em regides invasivas, como as ilhas tumorais,
houve variagcdo na imunomarcagao, sendo que as células menos diferenciadas
tiveram marcagcdo menor (Figura 2, C-seta), enquanto que queratindcitos com
aumento de nucléolos e alteragcbes na relacdo nucleo-citoplasma, a expressao foi
maior. Em locais com presenga de pérolas cérneas bem organizadas foi observada
expressao intensa nos queratindcitos periféricos e marcacao fraca ou ausente nas

células centrais (Figuras 2, D-F).



Fig 2 imuno
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No CCE grau ll, estroma e parénquima apresentaram marcagéo heterogénea (Figura
3, A). No estroma, foi observada marcagéo em fibroblastos (Figura 3, B) (*). Ja para o
parénquima tumoral, houve variagdo na expressado da molécula conforme a camada.
Células basais com hiperplasia apresentaram marcacéo intensa, assim como as
células da camada espinhosa. Contudo, entre essas duas regides, foi detectada uma
faixa de queratinocitos, correspondente a camada parabasal, com queratinécitos nao
marcados (Figura 3, B-D). Assim como descrito para CCE grau |, nas ilhas tumorais,
houve variagdo na marcagdo. Células com nucléolos proeminentes possuiam
marcagao citoplasmatica intensa, enquanto aquelas menos diferenciadas deixaram de
expressar a proteina (Figura 3, E). Outro aspecto observado foi a ndo marcagéo em
pérolas corneas, estando essas em menor numero e tamanho quando comparadas as
pérolas em lesdes de CCE grau | (dado n&o ilustrado). Foi observada a inversao na
expressao da molécula em areas da lesdo nas quais a estrutura do epitélio estava
mantida, sendo detectada presenca de células da camada espinhosa bem marcadas,
enquanto que queratindcitos da camada basal e com perda de polaridade, fracamente
marcados (Figura 3, F).



Fig 3 imuno
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A figura 4 apresenta as lesbes avaliadas no estudo, permitindo uma observagao
panoramica tanto dos aspectos histopatolégicos (A-E), quanto do perfil da

imunomarcacao (F-J). E possivel observar que TIMP-1 foi expressa em todos os casos
analisados e de forma heterogénea.



Fig 4 imuno
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo descrever a expressao e distribuicdo da TIMP-
1 em leucoplasia e CCE provenientes de bidpsias incisionais e excisionais do SAPB-
UFES. A imuno-histoquimica foi utilizada, pois permite a visualizagao da localizacéo
e a correlagdo com a morfologia, especialmente com eventos celulares na interface

estroma/tumor.

Ja se sabe que o processo de protedlise é importante em todos os estagios do
desenvolvimento e progressdao do cancer. Dentro desse contexto, Chambers e
Matrisian em revisdo (1997), mostraram evidéncias que sugerem papel complexo de
MMPs nas etapas anteriores e apds a degradagao da MEC. Tanto as enzimas, quanto
0s seus inibidores, como as TIMPs, se mostraram importantes reguladores de

crescimento tumoral, atuando sobre os sitios primarios e metastaticos das neoplasias.

O desequilibrio entre MMPs e TIMPs € aspecto reconhecido que favorece a
degradagdo da MEC, facilitando a invasdo e metastase tumoral. Entre as varias
MMPs envolvidas na tumorigénese, estudos vém mostrando que a MMP-2 e a MMP-
9 desempenham papel relevante na progressdo tumoral. Suas expressdes
aumentadas ja foram observadas em varias neoplasias, e esse aumento quase
sempre vem acompanhado de atividades invasiva e metastatica maiores, que levam
a uma diminuigc&do da sobrevida do paciente (EGEBLAD e WERB, 2002; FREITAS et
al., 2007; GAMA-DE-SOUZA et al., 2008).

Embora todos os membros da familia TIMP possuem capacidade de inibir atividade
de MMPs, ja foi descrita que essa inibigéo é seletiva. Em relagdo a TIMP-1, alvo desse
estudo, Baker et al. (2002) e Lambert et al. (2004) descrevem como inibidor de todas
as MMPs, exceto a MMP do tipo membrana e MMP-19 (SURLIN; IOANA e
PLESEA, 2011). Ainda, seus alvos preferencias sdo as MMPs 7, 9, 1 e_ 3
(BORBOULIA; STETLER-STEVENSON, 2010).

Porém, a literatura também demonstrou que as TIMPs estdo envolvidas em varias
atividades biologicas, incluindo diferenciagdo celular, crescimento, migragao,

invasdo, angiogénese, e apoptose, e todos esses efeitos celulares sdo mediados
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independentemente de sua capacidade de inibir atividade de MMPs (BREW;
NAGASE, 2010).

Ainda, outro aspecto importante a se destacar é a diversidade de atividades dessa
familia de moléculas. Embora sejam proteinas secretadas e com funcionamento
extracelular, ja tiveram identificados receptores de superficie, sugerindo, portanto um
controle do comportamento celular com sinalizagdo conhecida como “de fora para
dentro da célula” (BORBOULIA; STETLER-STEVENSON, 2010).

Ao demonstramos que lesdes de leucoplasia e de CCE orais expressam a molécula
TIMP-1, torna-se possivel buscar correlacbes entre o perfil da expressdo com
aspectos histopatologicos os quais sdo relevantes na determinagdo da gravidade de

cada lesao, seja ela o carcinoma propriamente dito ou sua lesdo precursora.

O perfil da imunomarcagéo ndo somente sofreu variagéo entre as lesdes (leucoplasias
e CCEs), como também dentro de cada lesdo. Nos casos de leucoplasias,
independente do grau de displasia, todas expressaram TIMP-1 nos tecidos epitelial,
conjuntivo e muscular estriado esquelético. Para a leucoplasia classificada com grau
de displasia leve a expressao de TIMP-1 foi mais evidente na camada basal e em
areas de hiperplasia basal. De maneira diferente, as células da camada basal que
apresentaram perda de polaridade tiveram expressao menor da molécula quando em
comparagdo com as demais ceélulas. Sendo TIMP-1 uma molécula sintetizada e
secretada, sugere-se que a desorganizagao do citoplasma e da maquinaria envolvida
na sintese, em fungdo da perda de polaridade, pode ter resultado em diminui¢do da
produc¢ao e acumulo da proteina.

Para a leucoplasia moderada, nao foi estabelecida nenhuma correlagao entre fatores
displasicos e expressam de TIMP-1, enquanto que para leucoplasia severa todas as
camadas do tecido epitelial apresentaram expressdo de TIMP-1, porém de maneira
heterogénea. As células da camada espinhosa foram as que apresentaram
imunomarcagdo mais intensa e o0s queratinécitos dessa camada também
apresentaram variagdo na expressdo da proteina, estando entre muito e pouco

marcados, independente do pleomorfismo celular e nuclear.

Apesar das moléculas de TIMP terem uma fung&o reguladora da remodelagao
de MEC, é importante ressaltar que ja foram encontrados sitios de ligacdo para
TIMP-1 na superficie celular de queratindcitos, fibroblastos e células tumorais, como
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no cancer de mama. Embora esse grupo de receptores ainda necessite de mais
estudos, acredita-se que possam participar da transdugdo de sinais intracelulares
(BERTAUX et al., 1991; CORCORAN, STETLER-STEVENSON, 1995).

Embora o padrdo de distribuicdo de TIMP-1 tenha variado entre as leucoplasias,
conforme mencionado, e que tenha sido possivel correlacionar alguns aspectos
celulares da displasia com presenga maior ou menor da molécula, ainda restam
lacunas que precisam ser preenchidas para que se possa definir a relacdo entre
expressdo da enzima e assim como de outras TIMPs e a gradagéo da displasia nessa

importante lesao precursora do CCE oral.

Algumas dessas lacunas vem sendo preenchidas com estudos em desordens com
potencial de malignizagdo, como € o caso das leucoplasias, e os diferentes graus
displasicos de lesbes e condigdes. Chen e colaboradores em 2008 avaliaram MMPs-
2 e -9 e TIMP-2 no espectro de liquens planos: ndo atrofico, atréfico e em carcinomas
originados de liquen plano, na tentativa de elucidar o balanceio entre essas proteinas
na progressédo para o CCE. Nas lesbes sem a presencga de fatores displasicos, a
expressao da TIMP-2 foi de moderada a forte, principalmente, no citoplasma das
células basais e espinhosas, contrariamente a imunomarcagao da MMPs. Apesar do
aumento da TIMP-2 durante a canceriza¢ao do liquen plano, sua expressao foi menor
que a das MMPs,

Poucos estudos relacionam a expressao do TIMP-1 com as leucoplasias e seus graus
de displasias. Esse fato se tornou um desafio durante a analise, mas ao mesmo tempo
foi motivador, no entendimento do seu papel na carcinogénese, vastamente descrito
em outros tipos de cancer. Sutinen e colaboradores (1998) compararam a expresséo
de TIMP-1mRNA em lesbes com displasia epitelial oral (leve, moderada e severa),
liquen plano oral, CCE e linfonodos com metastase. Os resultados ndo foram notaveis
para as displasias epiteliais e liquen plano, porém foi observada imunomarcagao
positiva e fraca no estroma do CCEs orais e nos linfonodos, sugerindo uma menor

ativacao nas areas do carcinoma propriamente estabelecido.

Nossas analises mostraram que nas lesdes de CCE foi possivel identificacdo da
proteina tanto no estroma quanto no parénquima tumoral, com os fibroblastos do

CCE grau Il apresentando marcacao mais evidente. Vicente et al. (2005) em estudo
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da imunorreatividade de TIMP-1 em 45 casos de CCE, relataram 19 casos (28%) em
gue a molécula também era expressa no estroma e ao redor das células tumorais.
Vale ressaltar que o microambiente, antes considerado apenas como estrutura de
suporte passivo, foi reconhecido como fator dinamico efetivo na progressao tumoral.
Além das células estromais, esse ambiente contém MEC, proteinas e seus inibidores,
vasos, nervos e células do sistema imune, as quais sao importantes participantes do

processo.

Contudo, foi no parénquima tumoral em que as variagdes de marcacao apresentaram
alguns aspectos importantes e que devem ser considerados e pontuados,
principalmente no que se refere a presenca ou auséncia de TIMP-1 em areas

invasivas, como as ilhas tumorais, e células menos diferenciadas.

Para o CCE grau | foi detectada presenca de TIMP-1 em todas as camadas do epitélio,
o mesmo ndo ocorrendo no CCE grau Il. Nesse ultimo, células basais com hiperplasia
apresentaram marcacao intensa, assim como as células da camada espinhosa.
Porém, entre essas duas regides foi detectada uma faixa de queratindcitos,

correspondente a camada parabasal, ndo marcados.

Vicente et al (2005) também detectaram presenga da proteina em CCE com
expressao heterogénea. Os autores descreveram que 45 (66,2%) de 68 casos de CCE
apresentaram marcacgéo, sendo 11 (16,2%) fortemente expressa, 16 (23,5%)

com imunomarcagao entre 10% e 50% das células do tumor e 18 (26,5%)
expressaram menos do que 10% de células positivas e 23 casos foram negativos.

A analise realizada nesse trabalho permitiu ainda caracterizar as camadas mais
profundas dos CCEs como as com marcacao intensa em células com pleomorfismo e
em areas com mitoses, sejam elas tipicas ou atipicas. Ja as células com perda de
polaridade estavam com menor expressao. Esse ultimo aspecto foi semelhante ao

descrito para leucoplasias leve e severa.

Devemos destacar o perfil da imunomarcagao em regides invasivas, como as ilhas
tumorais. Nesses locais, tanto para CCE grau | quanto grau Il houve variagédo na

imunomarcagao, sendo que as células menos diferenciadas tiveram marcagao
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menor, enquanto que queratinécitos com aumento de nucléolos e alteragdes na
relagcao nucleo-citoplasma, a expressao foi maior. As células que mantinham aspectos
microscépicos que caracterizam o epitélio, como justaposigcédo e alguma polaridade,
eram as que ainda expressavam TIMP-1. Porém, o CCE grau Il apresentava suas
ilhas com maior proporgao de células indiferenciadas e portanto, menos marcadas
quando em comparagao ao grau l. Esses dados corroboram com Vicente et al. (2005),
gue observaram a presenca de TIMP-1 em ninhos e corddes epiteliais em trés padrdes
distintos, sendo homogénea somente na parte central do ninho de células tumorais e

disperso ou irregular.

A literatura, ainda € controversa quanto a expressdo de TIMP-1 e seu papel na
tumorigénese. Ja foi demonstrado que sobreexpressédo de TIMP-1 inibe crescimento
e metastase de melanoma (KHOKHA, 1994), suprime a capacidade metastatica das
células do céancer gastrico humano (WATANABE et al., 1996) e de células de
carcinoma escamoso oral (NIl et al., 2000).

Por outro lado, também houve relatos associando TIMP-1 com potencial de invasao e
metastase. Palikhe e colaboradores (2010), em estudo com pacientes com cancer de
cabeca e pescoco avaliou o nivel de TIMP no plasma e encontraram associagao entre
a concentragao de TIMP e maior sobrevida; como TIMP inibe MMP e também funciona

como fator de crescimento, pode influenciar diretamente na progress&o do cancer.

Nossos achados sugerem que areas invasivas, como ilhas tumorais, em que é
possivel detectar células que estdo perdendo suas caracteristicas de epitélio e que
como consequéncia possuem comportamento mais agressivo, a expressao de TIMP-
1 esta reduzida. No entanto, para melhor avaliagdo, seria necessario estudo com

analise semi-quantitativa ou quantitativa, além da descritiva.

Em locais com presengca de pérolas cérneas bem organizadas foi observada
expressdo intensa nos queratindcitos periféricos e marcagao fraca ou ausente nas
células centrais. As pérolas sao areas de queratinizagdo que remetem ao evento
normal de formacdo da camada coérnea, mas que nos CCEs ocorrem de maneira
intraepitelial e n&o na superficie do tecido (NEVILLE et al., 2008). A imunomarcagéo
negativa nessas estruturas, que sao caracteristicas de CCE, sugere que as células
achatadas, eosinodfilas e translucidas, cujos nucleos e organelas citoplasmaticas

foram digeridas por enzimas lisossomais e cujo citoplasma repleto de numerosos



99

tonofilamentos de queratina, impossibilitaram a marcagao por TIMP-1 (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2006).

Devemos ressaltar que, no estudo da carcinogénese e da doenga estabelecida,
invasao e a metastase sao aspectos que podem ser avaliadas microscopicamente e
clinicamente, ja a expressao de TIMP-1 pode ser uma valiosa ferramenta de auxilio
diagndstico, sendo possivel sua analise por meio de imuno-histoquimica. Apesar das
marcacgdes com anticorpos monoclonais serem bastante especificas e evidenciarem
o comportamento biologico das células, a quantificagao visual nem sempre é precisa.
Portanto, € importante ressaltar que um desafio significativo dessa técnica € a
determinagdo da intensidade da marcagéo, pois a mesma pode apresentar grande
variabilidade.

Sendo assim, o estudo do padrao da expressao de TIMP-1 tem apresentado, em sua
grande maioria, analises subjetivas ou semiquantitativas, atribuindo escores aos
diferentes niveis de imunomarcagdo. Nesse estudo, a analise da expressdo da
proteina em questao se restringiu a comparacao de intensidade entre os diferentes
tecidos em um mesmo corte impossibilitando comparagées com outros estudos que

atribui escores.

Todavia, a realizagdo de estudos que buscam justamente identificar biomarcadores
que possam inibir a atividade das MMPs, e com isso uma possivel reducédo na
progresséo da doenga ou até mesmo na malignizagéo de lesdes precursoras, tem seu
valor como ferramenta auxiliar ndo somente no progndéstico, como também para o
estabelecimento de futuros candidatos a agentes terapéuticos. Dentre esses
medicamentos pode-se citar os peptideomiméticos, os nao-peptideomiméticos, os
derivados da tetraciclina e os bisfosfonatos, sendo que todos interferem na expressao
e ativacdo das MMPs, reduzindo a funcdo dessas enzimas e consequente
degradagdo da MEC, dessa maneira inibindo a fungdo das MMPs como forma
alternativa de terapia anti-cancer (CHAUDHARY et al., 2010).
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CONCLUSAO
Baseado nos experimentos e analises realizados, concluimos que:

v' O padrao de expressdo de TIMP-1 teve associagcdo com aspectos celulares
displasicos, como hiperplasia da camada basal e perda de polaridade nas
leucoplasias e CCEs, independente dos graus de displasia e diferenciagéo,

respectivamente;

v" Nos CCEs, nas areas do parénquima tumoral povoadas por células que
sofreram o processo de desdiferenciacdo tiveram expressao menor ou até

mesmo ausente de TIMP-1;

v No CCE grau Il as areas de ilhas tumorais com perda de aspectos
microscopicos de tecido epitelial e menor expressao de TIMP-1, foram mais
frequentes do que no CCE grau |.
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APENDICE |
, ‘}, Jg UNIVERSIDADE FEDERALDOESPIRITOSANTO
‘;:,‘;;,; CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
%, ROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CLINICA ODONTOLOGICA
Formulario de coleta de dados clinicos
FORMULARIO | | |||

1. Nome:
2.Datadenascimento:|__|__|/|__|_/]__]__]| 3. Ano de atendimento: I
4.ldade: |_|__| anos
5.Raga/cor: 0.Branco 1.Negro 2.Pardo 3.Amarelo 99. Semregistro ]
6.Sexo: 0. Masculino 1. Feminino 99. Sem registro ]
7.Laudo:

8. Tabagismo: 0. Sim 1. Ndo 99. Sem registro I

9. Etilismo: 0. Sim 1. Nao 99.Sem registro Y

Paratodooformulariopreencher com(99)asquestdes quenaoestaoregistradosno prontuario.

I. DADOS CLIiNICOS

10. Diagnostico histopatologico da leso:
1. Leucoplasia
2. Carcinoma de célula escamosa

11. Local dalesdo:
1. Assoalho 3.Lingua 5. Palato
2, Labio 4.Mucosajugal 6. Gengiva
[

Il.  IDENTIFICACAO DALESAO

OBSERVACOES:
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APENDICE Il

Tabela | — Correlagao dos dados clinicos com Estratificagao epitelial irregular
dos casos de leucoplasia

Estratificagao epitelial irregular

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 54,5 10 52,6 0,919
Mais de 50 anos 5 45,5 9 47,4
Racgalcor
Branco 7 58,3 12 66,7 0,712
Negro / Pardo 5 41,7 6 33,3
Género
Masculino 5 41,7 11 55,0 0,465
Feminino 7 58,3 9 45,0
Tabagismo
Sim 6 66,7 11 64,7 1,000
Nao 3 33,3 6 35,3
Etilismo
Sim 1 16,7 4 26,7 1,000
Nao 5 83,3 11 73,3
Local da lesao
Area retromolar 1 8,3 4 20,0
Assoalho 1 8,3 1 5,0
Gengiva 1 8,3 2 10,0
Labio 1 8,3 2 10,0 -
Lingua 2 16,7 3 15,0
Mucosa jugal 4 33,3 4 20,0
Palato 2 16,7 2 10,0
Multipla leséo - - 2 10,0
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Tabela Il - Correlagao dos dados clinicos com Hiperplasia de células basais
dos casos de leucoplasia

Hiperplasia de células basais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 12 54,5 4 50,0 1,000
Mais de 50 anos 10 45,5 4 50,0

Ragalcor
Branco 13 61,9 6 66,7 1,000
Negro / Pardo 8 38,1 3 33,3

Género
Masculino 11 47,8 5 55,6 1,000
Feminino 12 52,2 4 44 4

Tabagismo
Sim 13 68,4 4 57,1 0,661
Nao 6 31,6 3 42,9

Etilismo
Sim 2 14,3 3 42,9 0,280
Nao 12 85,7 4 57,1

Local da lesao

Area retromolar 2 8,7 3 33,3

Assoalho 1 4,3 1 11,1

Gengiva 3 13,0 - -

Labio 2 8,7 1 11,1 -
Lingua 3 13,0 2 22,2

Mucosa jugal 7 30,4 1 11,1

Palato 4 17,4 - -

Multipla lesdo 1 4,3 1 11,1
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Tabela lll - Correlagao dos dados clinicos com Variagao anormal do tamanho
do nucleo (anisonucleose) dos casos de leucoplasia

Variagdo anormal do tamanho do ntcleo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 6 42,9 10 62,5 0,282
Mais de 50 anos 8 571 6 37,5

Ragalcor
Branco 11 73,3 8 53,3 0,256
Negro / Pardo 4 26,7 7 46,7

Género
Masculino 9 56,3 7 43,8 0,480
Feminino 7 43,8 9 56,3

Tabagismo
Sim 7 53,8 10 76,9 0,411
Nao 6 46,2 3 23,1

Etilismo
Sim 1 11,1 4 33,3 0,338
Nao 8 88,9 8 66,7

Local da lesao

Area retromolar 3 18,8 2 12,5

Assoalho 1 6,3 1 6,3

Gengiva 1 6,3 2 12,5

Labio 2 12,5 1 6,3 0,119
Lingua 3 18,8 2 12,5

Mucosa jugal 2 12,5 6 37,5

Palato 4 25,0 - -

Multipla leséo - - 2 12,5
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Tabela IV — Correlagao dos dados clinicos com Variagao anormal da forma do
nucleo (pleomorfismo nuclear) dos casos de leucoplasia

Variagdo anormal da forma do ntcleo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 1 16,7 15 62,5 0,072
Mais de 50 anos 5 83,3 9 37,5
Ragalcor
Branco 5 71,4 14 60,9 1,000
Negro / Pardo 2 28,6 9 39,1
Género
Masculino 5 71,4 11 44,0 0,394
Feminino 2 28,6 14 56,0
Tabagismo
Sim 2 40,0 15 71,4 0,302
Nao 3 60,0 6 28,6
Etilismo
Sim - - 5 29,4 0,532
Nao 4 100,0 12 70,6
Local da lesao
Area retromolar 1 14,3 4 16,0
Assoalho - - 2 8,0
Gengiva - - 3 12,0
Labio 1 14,3 2 8,0 -
Lingua 1 14,3 4 16,0
Mucosa jugal - - 8 32,0
Palato 4 57,1 - -
Multipla leséo - - 2 8,0




110

Tabela V — Correlagao dos dados clinicos com Variagao anormal do tamanho
da célula (anisocitose) dos casos de leucoplasia

Variagdo anormal do tamanho da célula

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 3 42,9 13 56,5 0,675
Mais de 50 anos 4 57,1 10 43,5

Ragalcor
Branco 4 50,0 15 68,2 0,417
Negro / Pardo 4 50,0 7 31,8

Género
Masculino 4 50,0 12 50,0 1,000
Feminino 4 50,0 12 50,0

Tabagismo
Sim 3 50,0 14 70,0 0,628
Nao 3 50,0 6 30,0

Etilismo
Sim 1 20,0 4 25,0 1,000
Nao 4 80,0 12 75,0

Local da lesao

Area retromolar 1 12,5 4 16,7
Assoalho 1 12,5 1 4,2
Gengiva 1 12,5 2 8,3
Labio 1 12,5 2 8,3 0,780
Lingua 1 12,5 4 16,7
Mucosa jugal 1 12,5 7 29,2
Palato 2 25,0 2 8,3
Multipla leséo - - 2 8,3




Tabela VI — Correlagao dos dados clinicos com Aumento da relagao nucleo-
citoplasma dos casos de leucoplasia

Aumento da relagado nucleo-citoplasma

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 46,2 10 58,8 0,491
Mais de 50 anos 7 53,8 7 41,2
Ragalcor
Branco 9 69,2 10 58,8 0,708
Negro / Pardo 4 30,8 7 41,2
Género
Masculino 8 571 8 44 4 0,476
Feminino 6 42,9 10 55,6
Tabagismo
Sim 6 54,5 11 73,3 0,419
Nao 5 45,5 4 26,7
Etilismo
Sim 1 12,5 4 30,8 0,606
Nao 7 87,5 9 69,2
Local da lesao
Area retromolar 1 7.1 4 222
Assoalho 1 7.1 1 5,6
Gengiva 1 7.1 2 11,1
Labio 2 14,3 1 5,6 0,079
Lingua 3 21,4 2 11,1
Mucosa jugal 2 14,3 6 33,3
Palato 4 28,6 - -
Multipla leséo - - 2 11,1
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Tabela VIl — Correlagcao dos dados clinicos com Aumento do tamanho nuclear
dos casos de leucoplasia

Aumento do tamanho nuclear

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 42,9 10 62,5 0,282
Mais de 50 anos 8 571 6 37,5
Ragalcor
Branco 10 71,4 9 56,3 0,389
Negro / Pardo 4 28,6 7 43,8
Género
Masculino 9 60,0 7 41,2 0,288
Feminino 6 40,0 10 58,8
Tabagismo
Sim 6 50,0 11 78,6 0,218
Nao 6 50,0 3 21,4
Etilismo
Sim 1 11,1 4 33,3 0,338
Nao 8 88,9 8 66,7
Local da lesao
Area retromolar 2 13,3 3 17,6
Assoalho 1 6,7 1 5,9
Gengiva 1 6,7 2 11,8
Labio 2 13,3 1 5,9 0,123
Lingua 3 20,0 2 11,8
Mucosa jugal 2 13,3 6 35,3
Palato 4 26,7 - -
Multipla leséo - - 2 11,8
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Tabela VIII - Cruzamentos dos dados clinicos com Ceratinizagao prematura de
células individuais (disceratose) dos casos da leucoplasia

Ceratinizagao prematura de células

individuais
Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 2 40,0 14 56,0 0,642
Mais de 50 anos 3 60,0 11 44,0
Ragalcor
Branco 4 80,0 15 60,0 0,626
Negro / Pardo 1 20,0 10 40,0
Género
Masculino 3 60,0 13 48,1 1,000
Feminino 2 40,0 14 51,9
Tabagismo
Sim 2 40,0 15 71,4 0,302
Nao 3 60,0 6 28,6
Etilismo
Sim 1 33,3 4 22,2 1,000
Nao 2 66,7 14 77,8
Local da lesao
Area retromolar - - 5 18,5
Assoalho - - 2 7,4
Gengiva - - 3 11,1
Labio - - 3 1.1 -
Lingua 1 20,0 4 14,8
Mucosa jugal 3 60,0 5 18,5
Palato 1 20,0 3 11,1
Multipla leséo - - 2 7,4
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Tabela IX — Cruzamentos dos dados clinicos com Pérolas corneas dos casos
da leucoplasia

Pérolas cérneas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos - - 16 55,2 0,467
Mais de 50 anos 1 100,0 13 44,8
Ragalcor
Branco 2 100,0 17 60,7 0,520
Negro / Pardo - - 11 39,3
Género
Masculino - - 16 53,3 0,484
Feminino 2 100,0 14 46,7
Tabagismo
Sim 1 50,0 16 66,7 1,000
Nao 1 50,0 8 33,3
Etilismo
Sim - - 5 25,0 1,000
Nao 1 100,0 15 75,0
Local da lesao
Area retromolar 1 50,0 4 13,3
Assoalho - - 2 6,7
Gengiva - - 3 10,0
Labio - - 3 10,0 -
Lingua - - 5 16,7
Mucosa jugal 1 50,0 7 23,3
Palato - - 4 13,3
Multipla leséo - - 2 6,7
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Tabela X — Cruzamentos dos dados clinicos com Perda de polaridade das
células basais dos casos da leucoplasia

Perda de polaridade das células basais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 7 46,7 9 60,0 0,464
Mais de 50 anos 8 53,3 6 40,0
Ragalcor
Branco 8 53,3 11 73,3 0,256
Negro / Pardo 7 46,7 4 26,7
Género
Masculino 6 37,5 10 62,5 0,157
Feminino 10 62,5 6 37,5
Tabagismo
Sim 8 57,1 9 75,0 0,429
Nao 6 42,9 3 25,0
Etilismo
Sim 2 18,2 3 30,0 0,635
Nao 9 81,8 7 70,0
Local da lesao
Area retromolar 1 6,3 4 25,0
Assoalho 1 6,3 1 6,3
Gengiva 2 12,5 1 6,3
Labio 2 12,5 1 6,3 -
Lingua 3 18,8 2 12,5
Mucosa jugal 2 12,5 6 37,5
Palato 4 25,0 - -
Multipla lesdo 1 6,3 1 6,3
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Tabela Xl — Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento do nimero de
figuras mitéticas dos casos da leucoplasia

Aumento do numero de figuras mitéticas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 14 53,8 2 50,0 1,000
Mais de 50 anos 12 46,2 2 50,0

Ragalcor
Branco 15 62,5 4 66,7 1,000
Negro / Pardo 9 37,5 2 33,3

Género
Masculino 13 50,0 3 50,0 1,000
Feminino 13 50,0 3 50,0

Tabagismo
Sim 15 68,2 2 50,0 0,591
Nao 7 31,8 2 50,0

Etilismo
Sim 4 22,2 1 33,3 1,000
Nao 14 77,8 2 66,7

Local da lesao

Area retromolar 4 15,4 1 16,7

Assoalho 2 7,7 - -

Gengiva 3 11,5 - -

Labio 1 3,8 2 33,3 -
Lingua 5 19,2 - -

Mucosa jugal 7 26,9 1 16,7

Palato 3 11,5 1 16,7

Multipla lesdo 1 3,8 1 16,7
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Tabela Xl - Cruzamentos dos dados clinicos com Variagdo anormal da forma
da célula (pleomorfismo celular) dos casos de leucoplasia

Variagdo anormal da forma da célula

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos - - 16 57,1 0,209
Mais de 50 anos 2 100,0 12 42,9

Ragalcor
Branco 1 50,0 18 64,3 1,000
Negro / Pardo 1 50,0 10 35,7

Género
Masculino 2 100,0 14 46,7 0,484
Feminino - - 16 53,3

Tabagismo
Sim 1 100,0 16 64,0 1,000
Nao - - 9 36,0

Etilismo
Sim - - 5 23,8 -
Nao - - 16 76,2

Local da lesao

Area retromolar - - 5 16,7
Assoalho - - 2 6,7
Gengiva - - 3 10,0
Labio - - 3 10,0 -
Lingua - - 5 16,7
Mucosa jugal - - 8 26,7
Palato 2 100,0 2 6,7
Multipla leséo - - 2 6,7
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Tabela XllIl - Cruzamentos dos dados clinicos com Células com mitoses
atipicas dos casos de leucoplasia

Células com mitoses atipicas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos - - 16 55,2 0,467
Mais de 50 anos 1 100,0 13 44,8
Ragalcor
Branco 1 100,0 18 62,1 1,000
Negro / Pardo - - 11 37,9
Género
Masculino 1 100,0 15 48,4 1,000
Feminino - - 16 51,6
Tabagismo
Sim 1 100,0 16 64,0 1,000
Nao - - 9 36,0
Etilismo
Sim - - 5 23,8 -
Nao - - 16 76,2
Local da lesao
Area retromolar - - 5 16,1
Assoalho - - 2 6,5
Gengiva - - 3 9,7
Labio - - 3 9,7 -
Lingua - - 5 16,1
Mucosa jugal - - 8 25,8
Palato 1 100,0 3 9,7
Multipla leséo - - 2 6,5
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Tabela XIV — Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento do nimero e
tamanho dos nucléolos dos casos de leucoplasia

Aumento do numero e tamanho dos

nucléolos
Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 5 55,6 11 52,4 1,000
Mais de 50 anos 4 44 4 10 47,6
Ragalcor
Branco 6 60,0 13 65,0 1,000
Negro / Pardo 4 40,0 7 35,0
Género
Masculino 4 40,0 12 54,5 0,704
Feminino 6 60,0 10 45,5
Tabagismo
Sim 5 50,0 12 75,0 0,234
Nao 5 50,0 4 25,0
Etilismo
Sim 2 25,0 3 23,1 1,000
Nao 6 75,0 10 76,9
Local da lesao
Area retromolar - - 5 227
Assoalho 1 10,0 1 4.5
Gengiva - - 3 13,6
Labio 2 20,0 1 4,5 0,285
Lingua 2 20,0 3 13,6
Mucosa jugal 3 30,0 5 22,7
Palato 1 10,0 3 13,6
Multipla lesao 1 10,0 1 4,5
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Tabela XV — Cruzamentos dos dados clinicos com Hipercromatismo dos casos
de leucoplasia

Hipercromatismo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 6 50,0 10 55,6 0,765
Mais de 50 anos 6 50,0 8 44 4

Ragalcor
Branco 8 66,7 11 61,1 1,000
Negro / Pardo 4 33,3 7 38,9

Género
Masculino 8 61,5 8 42,1 0,280
Feminino 5 38,5 11 57,9

Tabagismo
Sim 6 66,7 11 64,7 1,000
Nao 3 33,3 6 35,3

Etilismo
Sim 1 16,7 4 26,7 1,000
Nao 5 83,3 11 73,3

Local da lesao

Area retromolar 3 23,1 2 10,5
Assoalho - - 2 10,5
Gengiva 1 7,7 2 10,5
Labio - - 3 15,8 -
Lingua 2 15,4 3 15,8
Mucosa jugal 5 38,5 3 15,8
Palato 2 15,4 2 10,5
Multipla lesdo - - 2 10,5
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Dados do carcinoma de células escamosas

Tabela XVI — Cruzamentos dos dados clinicos com Formagoes em gota dos
casos de carcinoma

Formag6es em gota

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 2 16,7 4 36,4 0,371
Mais de 50 anos 10 83,3 7 63,6
Ragalcor
Branco 6 50,0 4 36,4 0,680
Negro / Pardo 6 50,0 7 63,6
Género
Masculino 11 91,7 8 72,7 0,317
Feminino 1 8,3 3 27,3
Tabagismo
Sim 10 83,3 6 66,7 0,611
Nao 2 16,7 3 33,3
Etilismo
Sim 5 45,5 6 60,0 0,670
Nao 6 54,5 4 40,0
Local da lesao
Area retromolar 1 8,3 -
Assoalho 2 16,7 3 27,3
Gengiva 2 16,7 - -
Labio 1 8,3 - - -
Lingua 4 33,3 2 18,2
Mucosa jugal - - 1 9,1
Palato 1 8,3 3 27,3
Multipla lesdo 1 8,3 2 18,2
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Tabela XVII — Cruzamentos dos dados clinicos com Ceratinizagao prematura de

células individuais (disceratose) dos casos de carcinoma

Ceratinizagao prematura de células

individuais
Variaveis Sim p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 30,0 - - 0,539
Mais de 50 anos 14 70,0 3 100,0
Racgalcor
Branco 9 45,0 1 33,3 1,000
Negro / Pardo 11 55,0 2 66,7
Género
Masculino 16 80,0 3 100,0 1,000
Feminino 4 20,0 - -
Tabagismo
Sim 13 72,2 3 100,0 0,549
Nao 5 27,8 - -
Etilismo
Sim 8 44.4 3 100,0 0,214
Nao 10 55,6 - -
Local da lesao
Area retromolar 1 5,0 - -
Assoalho 5 25,0 -
Gengiva 2 10,0 - -
Labio - - 1 33,3 -
Lingua 5 25,0 1 33,3
Mucosa jugal 1 50 - -
Palato 4 20,0 - -
Multipla lesdo 2 10,0 1 33,3
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Tabela XVIII — Correlagao dos dados clinicos com Pérolas cérneas dos casos
de carcinoma

Pérolas corneas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 6 31,6 - - 0,539
Mais de 50 anos 13 68,4 4 100,0

Ragalcor
Branco 9 47,4 1 25,0 0,604
Negro / Pardo 10 52,6 3 75,0

Género
Masculino 16 84,2 3 75,0 1,000
Feminino 3 15,8 1 25,0

Tabagismo
Sim 14 82,4 2 50,0 0,228
Nao 3 17,6 2 50,0

Etilismo
Sim 9 52,9 2 50,0 1,000
Nao 8 47 1 2 50,0

Local da lesao

Area retromolar 1 5,3 - -

Assoalho 5 26,3 - -

Gengiva 2 10,5 - -

Labio - - 1 25,0 -
Lingua 4 21,1 2 50,0

Mucosa jugal - - 1 25,0

Palato 4 21,1 - -

Multipla leséo 3 15,8 - -
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Tabela XIX — Cruzamentos dos dados clinicos com Perda de polaridade das
células basais dos casos de carcinoma

Perda de polaridade das células basais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 1 12,5 5 33,3 0,369
Mais de 50 anos 7 87,5 10 66,7

Ragalcor
Branco 5 62,5 5 33,3 0,221
Negro / Pardo 3 37,5 10 66,7

Género
Masculino 6 75,0 13 86,7 0,589
Feminino 2 25,0 2 13,3

Tabagismo
Sim 5 62,5 11 84,6 0,325
Nao 3 37,5 2 15,4

Etilismo
Sim 4 50,0 7 53,8 1,000
Nao 4 50,0 6 46,2

Local da lesao

Area retromolar - - 1 6,7
Assoalho 1 12,5 4 26,7
Gengiva 1 12,5 1 6,7
Labio 1 12,5 - - -
Lingua 3 37,5 3 20,0
Mucosa jugal - - 1 6,7
Palato - - 4 26,7
Multipla lesdo 2 25,0 1 6,7
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Tabela XX — Cruzamentos dos dados clinicos com Hiperplasia de células
basais dos casos de carcinoma

Hiperplasia de células basais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 2 15,4 4 40,0 0,341
Mais de 50 anos 11 84,6 6 60,0

Ragalcor
Branco 8 61,5 2 20,0 0,090
Negro / Pardo 5 38,5 8 80,0

Género
Masculino 11 84,6 8 80,0 1,000
Feminino 2 15,4 2 20,0

Tabagismo
Sim 10 76,9 6 75,0 1,000
Nao 3 23,1 2 25,0

Etilismo
Sim 5 41,7 6 66,7 0,387
Nao 7 58,3 3 33,3

Local da lesao

Area retromolar 1 7.7 - -

Assoalho 3 231 2 20,0

Gengiva 1 7,7 1 10,0

Labio 1 7,7 - - -
Lingua 4 30,8 2 20,0

Mucosa jugal - - 1 10,0

Palato 1 7,7 3 30,0

Multipla lesdo 2 15,4 1 10,0
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Tabela XXl — Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento do nimero de
figuras mitéticas dos casos de carcinoma

Aumento do numero de figuras mitéticas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 3 18,8 3 42,9 0,318
Mais de 50 anos 13 81,3 4 571

Ragalcor
Branco 8 50,0 2 28,6 0,405
Negro / Pardo 8 50,0 5 71,4

Género
Masculino 13 81,3 6 85,7 1,000
Feminino 3 18,8 1 14,3

Tabagismo
Sim 11 73,3 5 83,3 1,000
Nao 4 26,7 1 16,7

Etilismo
Sim 8 53,3 3 50,0 1,000
Nao 7 46,7 3 50,0

Local da lesao

Area retromolar 1 6,3 - -

Assoalho 4 25,0 1 14,3

Gengiva 2 12,5 - -

Labio - - 1 14,3 -
Lingua 6 37,5 - -

Mucosa jugal 1 6,3 - -

Palato - - 4 571

Multipla lesdo 2 12,5 1 14,3
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Tabela XXII - Cruzamentos dos dados clinicos com Mitoses superficiais
anormais dos casos de carcinoma

Mitoses superficiais anormais

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 2 16,7 4 36,4 0,371
Mais de 50 anos 10 83,3 7 63,6

Ragalcor
Branco 5 41,7 5 45,5 1,000
Negro / Pardo 7 58,3 6 54,5

Género
Masculino 9 75,0 10 90,9 0,590
Feminino 3 25,0 1 9.1

Tabagismo
Sim 8 72,7 8 80,0 1,000
Nao 3 27,3 2 20,0

Etilismo
Sim 5 45,5 6 60,0 0,670
Nao 6 54,5 4 40,0

Local da lesao

Area retromolar 1 8,3 - -

Assoalho 3 25,0 2 18,2

Gengiva 2 16,7 - -

Labio - - 1 9,1 -
Lingua 5 41,7 1 9,1

Mucosa jugal - - 1 9,1

Palato - - 4 36,4

Multipla lesdo 1 8,3 2 18,2
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Tabela XXIIl - Cruzamentos dos dados clinicos com Variagao anormal do
tamanho do nucleo (anisonucleose) dos casos de carcinoma

Variagdo anormal do tamanho do ntcleo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 27,3 - - -
Mais de 50 anos 16 72,7 1 100,0
Ragalcor
Branco 9 40,9 1 100,0 -
Negro / Pardo 13 59,1 - -
Género
Masculino 19 86,4 - - -
Feminino 3 13,6 1 100,0
Tabagismo
Sim 16 80,0 - - -
Nao 4 20,0 1 100,0
Etilismo
Sim 11 55,0 - - -
Nao 9 45,0 1 100,0

Local da lesao

Area retromolar 1 45 - -

Assoalho 5 22,7 - -

Gengiva 2 9.1 - -

Labio 1 4.5 - - -
Lingua 5 22,7 1 100,0

Mucosa jugal 1 4,5 - -

Palato 4 18,2 - -

Multipla leséo 3 13,6 - -
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Tabela XXIV — Cruzamentos dos dados clinicos com Variagao anormal da
forma do nucleo (pleomorfismo nuclear) dos casos de carcinoma

Variagdo anormal da forma do nitcleo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 6 27,3 - - -
Mais de 50 anos 16 72,7 1 100,0
Ragalcor
Branco 9 40,9 1 100,0 -
Negro / Pardo 13 59,1 - -
Género
Masculino 19 86,4 - - -
Feminino 3 13,6 1 100,0
Tabagismo
Sim 16 80,0 - - -
Nao 4 20,0 1 100,0
Etilismo
Sim 11 55,0 - - -
Nao 9 45,0 1 100,0

Local da lesao

Area retromolar 1 45 - -

Assoalho 5 22,7 - -

Gengiva 2 9.1 - -

Labio 1 4.5 - - -
Lingua 5 22,7 1 100,0

Mucosa jugal 1 4,5 - -

Palato 4 18,2 - -

Multipla leséo 3 13,6 - -
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Tabela XXV - Cruzamentos dos dados clinicos com Variagao anormal do
tamanho da célula (anisocitose) dos casos de carcinoma

Variagdo anormal do tamanho da célula

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 5 31,3 1 14,3 0,621
Mais de 50 anos 11 68,8 6 85,7

Ragalcor
Branco 6 37,5 4 57,1 0,650
Negro / Pardo 10 62,5 3 42,9

Género
Masculino 13 81,3 6 85,7 1,000
Feminino 3 18,8 1 14,3

Tabagismo
Sim 10 71,4 6 85,7 0,624
Nao 4 28,6 1 14,3

Etilismo
Sim 7 46,7 4 66,7 0,635
Nao 8 53,3 2 33,3

Local da lesao

Area retromolar - - 1 14,3

Assoalho 4 25,0 1 14,3

Gengiva 1 6,3 1 14,3

Labio - - 1 14,3 -
Lingua 4 25,0 2 28,6

Mucosa jugal 1 6,3 - -

Palato 4 25,0 - -

Multipla lesdo 2 12,5 1 14,3
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Tabela XXVI — Cruzamentos dos dados clinicos com Variagao anormal da
forma da célula (pleomorfismo celular) dos casos de carcinoma

Variagdo anormal da forma da célula

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 5 29,4 1 16,7 1,000
Mais de 50 anos 12 70,6 5 83,3

Ragalcor
Branco 7 41,2 3 50,0 1,000
Negro / Pardo 10 58,8 3 50,0

Género
Masculino 14 82,4 5 83,3 1,000
Feminino 3 17,6 1 16,7

Tabagismo
Sim 11 73,3 5 83,3 1,000
Nao 4 26,7 1 16,7

Etilismo
Sim 8 50,0 3 60,0 1,000
Nao 8 50,0 2 40,0

Local da lesao

Area retromolar - - 1 16,7

Assoalho 4 23,5 1 16,7

Gengiva 1 5,9 1 16,7

Labio - - 1 16,7 -
Lingua 4 23,5 2 33,3

Mucosa jugal 1 59 - -

Palato 4 23,5 - -

Multipla leséo 3 17,6 - -
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Tabela XXVII — Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento da relagao
nucleo-citoplasma dos casos de carcinoma

Aumento da relagado nucleo-citoplasma

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 6 28,6 0 ,0 1,000
Mais de 50 anos 15 71,4 2 100,0

Ragalcor
Branco 9 42,9 1 50,0 1,000
Negro / Pardo 12 57,1 1 50,0

Género
Masculino 18 85,7 1 50,0 0,324
Feminino 3 14,3 1 50,0

Tabagismo
Sim 15 78,9 1 50,0 0,429
Nao 4 21,1 1 50,0

Etilismo
Sim 10 52,6 1 50,0 1,000
Nao 9 47,4 1 50,0

Local da lesao

Area retromolar 1 4.8 - -

Assoalho 5 23,8 - -

Gengiva 2 9,5 - -

Labio 1 4,8 - - -
Lingua 5 23,8 1 50,0

Mucosa jugal 1 4.8 - -

Palato 4 19,0 - -

Multipla lesdo 2 9,5 1 50,0
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Tabela XXVIIl - Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento do tamanho
nuclear dos casos de carcinoma

Aumento do tamanho nuclear

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 6 30,0 - - 0,539
Mais de 50 anos 14 70,0 3 100,0

Ragalcor
Branco 8 40,0 2 66,7 0,560
Negro / Pardo 12 60,0 1 33,3

Género
Masculino 17 85,0 2 66,7 0,453
Feminino 3 15,0 1 33,3

Tabagismo
Sim 15 78,9 1 50,0 0,429
Nao 4 21,1 1 50,0

Etilismo
Sim 10 52,6 1 50,0 1,000
Nao 9 47,4 1 50,0

Local da lesao

Area retromolar 1 5,0 - -

Assoalho 5 25,0 - -

Gengiva 2 10,0 - -

Labio 1 5,0 - - -
Lingua 5 25,0 1 33,3

Mucosa jugal 1 50 - -

Palato 3 15,0 1 33,3

Multipla lesdo 2 10,0 1 33,3
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Tabela XXIX — Cruzamentos dos dados clinicos com Células com mitoses
atipicas dos casos de carcinoma

Células com mitoses atipicas

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %

Faixa etaria
Até 50 anos 2 20,0 4 30,8 0,660
Mais de 50 anos 8 80,0 9 69,2

Ragalcor
Branco 2 20,0 8 61,5 0,090
Negro / Pardo 8 80,0 5 38,5

Género
Masculino 9 90,0 10 76,9 0,604
Feminino 1 10,0 3 23,1

Tabagismo
Sim 8 88,9 8 66,7 0,338
Nao 1 1.1 4 33,3

Etilismo
Sim 7 70,0 4 36,4 0,198
Nao 3 30,0 7 63,6

Local da lesao

Area retromolar - - 1 7.7

Assoalho 2 20,0 3 23,1

Gengiva 2 20,0 - -

Labio - - 1 7,7 -
Lingua 3 30,0 3 23,1

Mucosa jugal 1 10,0 - -

Palato 1 10,0 3 23,1

Multipla lesdo 1 10,0 2 15,4
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Tabela XXX — Cruzamentos dos dados clinicos com Aumento do numero e
tamanho dos nucléolos os casos de carcinoma

Aumento do numero e tamanho dos

nucléolos
Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 2 22,2 4 28,6 1,000
Mais de 50 anos 7 77,8 10 71,4
Ragalcor
Branco 3 33,3 7 50,0 0,669
Negro / Pardo 6 66,7 7 50,0
Género
Masculino 6 66,7 13 92,9 0,260
Feminino 3 33,3 1 7.1
Tabagismo
Sim 6 66,7 10 83,3 0,611
Nao 3 33,3 2 16,7
Etilismo
Sim 4 444 7 58,3 0,670
Nao 5 55,6 5 41,7
Local da lesao
Area retromolar - - 1 7.1
Assoalho 1 11,1 4 28,6
Gengiva 1 11,1 1 7.1
Labio 1 1.1 - - -
Lingua 2 22,2 4 28,6
Mucosa jugal - - 1 71
Palato 3 33,3 1 7.1
Multipla lesdo 1 1.1 2 14,3
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Tabela XXXI — Cruzamentos dos dados clinicos com Hipercromatismo dos
casos de carcinoma

Hipercromatismo

Variaveis Sim Nao p-valor
n % n %
Faixa etaria
Até 50 anos 4 26,7 2 25,0 1,000
Mais de 50 anos 11 73,3 6 75,0
Ragalcor
Branco 7 46,7 3 37,5 1,000
Negro / Pardo 8 53,3 5 62,5
Género
Masculino 13 86,7 6 75,0 0,589
Feminino 2 13,3 2 25,0
Tabagismo
Sim 12 80,0 4 66,7 0,598
Nao 3 20,0 2 33,3
Etilismo
Sim 6 42,9 5 71,4 0,361
Nao 8 57,1 2 28,6
Local da lesao
Area retromolar 1 6,7 - -
Assoalho 4 26,7 1 12,5
Gengiva 2 13,3 - -
Labio - - 1 12,5 -
Lingua 3 20,0 3 37,5
Mucosa jugal 1 6,7 - -
Palato 2 13,3 2 25,0
Multipla lesdo 2 13,3 1 12,5
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETIQA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 07 de julho de 2010.

Da:  Profa. Dre. Ethel Leonor Noia Maciel ‘
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. (a) Liliana Aparecida Pimenta de Barros
Pesquisador (a) Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Analise da
displasia epitelial e dos aspectos clinicos de lesdes cancerizaveis e do
carcinoma de células escamosas orais: fatores envolvidos na
malignizacdo”.

Senhor (a) Pesquisador (a),

informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Sautde da Universidade Federal do Espirito Santo, ap6s analisar o Projeto
de Pesquisa n°. 070/10 intitulado: “Analise da displasia epitelial e dos aspectos
clinicos de lesdes cancerizaveis e do carcinoma de células escamosas orais:
fatores envolvidos na malignizacdo” e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, cumprindo os procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as
_exigéncias das Resolucdes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, em Reunido Ordinaria realizada em 23 de junho de 2010.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e
apresentar os relatérios parciais e finais de acordo com a resolucdo do Ccnselho
Nacional de Saude n°® 196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

Atenciosamente,

?mféﬁet\&mm i Mottel

COORPENADORA
Comité de Etico em Pesquise
Centro de Ciéncios do Sodde/UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
¢ Telefax: (27) 3335 7504
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Figura 1: Fotomicrografias de alteracGes teciduais e citolégicas empregadas na
gradacéo da displasia epitelial de leucoplasia e no grau de diferenciacdo de CCE. (A)
Presenca de disceratoses (setas). (B) Pérola cérnea. (C) Estratificacdo epitelial
irregular. (D) Formagbes gotiformes (setas). (E) Pleomorfismos celular e nuclear. (F)
Aumento do tamanho de nucléolos (setas). (G) Mitoses tipica (seta) e atipica (*). (H)
Hiperplasia da camada basal. Coloragdo HE, Barra de escala = 20um.



Figura 1: Fotomicrografias de imunomarcacdo para TIMP-1 em Leucoplasias. (A)
Leucoplasia leve com expressdo da proteina no epitélio, conjuntivo, vasos e musculo
estriado esquelético, (B) imunomarcagdo em todas as camadas do epitélio, sendo mais
intensa na camada basal e na area de hiperplasia. (C e D) Leucoplasia moderada com
expressdo de TIMP-1 em todas as camadas do epitélio, sem variacdo da intensidade
entre os estratos. (E) Leucoplasia severa com imunomarcagao heterogénea, presente
em todas as camadas epiteliais, (F) intensidade maior na camada espinhosa, com
queratinécitos pleomorficos e variagdo entre bem e pouco marcados. Barra de escala =

20pm.



Figura 2: Fotomicrografias de leucoplasias. (A e B) Leucoplasia leve localizada em
regido retromolar, paciente fumante. Presenca de hiperplasia na camada basal e
disceratose (*) e espessamento na membrana basal. (C e D) Leucoplasia moderada
localizada em regido retromolar, paciente fumante. Presenca de hiperplasia da camada
basal e células com perda de polaridade e discreta perda de estratificacdo epitelial. (E
e F) Leucoplasia severa localizada em mucosa jugal, paciente ndo fumante. Perda de
estratificacdo epitelial, aumento no tamanho de nucléolos e pleomorfismo celular.
Coloracao HE, Barra de escala = 20um.
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Figura 2: Fotomicrografias de imunomarcacao para TIMP-1 em CCE Grau I. (A) Visao
panoramica com expressdo da molécula no estroma e no parénquima, sendo nesse
tltimo mais intensa. (B) Camadas mais profundas da lesdo com marcagéo intensa em
células pleomorficas e em mitoses (setas), células com perda de polaridade
apresentaram marcacdo mais fraca (*). (C) llha tumoral com células apresentando
variagdo na expressdo de TIMP-1, sendo que as menos diferenciadas tiveram
marcacdo menor (seta). Células do estroma ao redor da ilha pouco marcadas. (D)
Pérola cornea em formacéao (*) e a estrutura propriamente dita (seta), exibindo padrdes
de expressao de TIMP-1 diferentes. (E e F) Presenca de pérolas cOrneas bem
organizadas, com marcacdo intensa nos queratindcitos periféricos e marcacdo bem
fraca ou ausente nas células centrais. Barra de escala = 20um.



Figura 3: Fotomicrografias de CCE orais. (A e B) CCE Grau |, lesdo multipla localizada
em gengiva e regido retromolar, paciente ndo fumante. Estratificacdo epitelial irregular,
pleomorfismo celular e nuclear e pérolas cérneas. (C e D) CCE Grau Il, localizado na
lingua, paciente ndo fumante. Ninhos e lenc6is de epitélio irregular, células
pleomorficas, pérolas corneas (*), disceratoses e mitoses atipicas. (E e F) CCE Grau |l
localizado em mucosa jugal, paciente ndo fumante. Perda de adeséo -celular,
pleomorfismo celular e nuclear, mitoses atipicas, necrose (*) e auséncia de pérolas
corneas. Coloracao HE, Barra de escala = 20um.



Figura 3: Fotomicrografias de imunomarcacao de TIMP-1 em CCE Grau Il. (A) Imagem
panoramica mostrando &reas invasivas e perda da arquitetura do epitélio. Marcacéo
presente no parénquima e no estroma e de forma heterogénea. (B) Fibroblastos
expressando TIMP-1 (*) e camada epitelial basal hiperplasica com intensa marcacao.
(C e D) Detalhe do epitélio mostrando variacdo na expressdo da molécula entre os
estratos, queratinécitos da camada basal e da camada espinhosa bem marcados e as
células da camada parabasal ndo marcadas. (E) llha tumoral com variacdo na
expressao de TIMP-1, sendo que a maior parte das células estdo pouco diferenciadas
e pouco marcadas. (F) Area da lesdo em que a estrutura do epitélio estd mantida,
presenca de células da camada espinhosa bem marcadas, enquanto que
queratinécitos da camada basal e com perda de polaridade estdo fracamente
marcados. Barra de escala = 20um.



Figura 4. Fotomicrografias de Leucoplasias e de CCEs orais em coloracdo HE (A-E) e imunomarcadas para TIMP-1 (F-J).
Leucoplasia leve (A e F). Leucoplasia moderada (B e G). Leucoplasia severa (C e H). CCE Grau | (D e l). CCE Grau ll (E e
J). Barra de escala = 20um.



