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RESUMO

Introducéo: O carcinoma de células escamosas oral(CCEO) € a lesdo maligna mais
comum na cavidade oral e o seu desenvolvimento envolve uma série de
mecanismos moleculares, podendo ser precedido clinicamente pelas desordens
orais com potencial de malignizacdo (DOPM). Biomarcadores expressos na fase de
proliferacdo celular e envolvidos na invasividade pode levar a um melhor
entendimento do processo da carcinogénese. Objetivos: Caracterizar a expresséao
do ki-67 e D2-40 em DOPM e CCEO e suas respectivas margens clinicamente
sadias e confrontar com o0s graus histopatolégicos e os dados clinicopatol6gicos
dessas lesdes. Materiais e métodos: Neste estudo seccional, foram avaliadas 25
DOPM, 10 CCEO e seus respectivos tecidos perilesionais, entre Maio/2013 a
Julho/2014, no Nucleo de Diagndstico Bucal. As alteracdes histomorfolégicas foram
avaliadas nas DOPM e CCEO em hematoxilina-eosina e a expressado do Ki-67 e
Podoplanina, qualitativa e quantitativamente, pela técnica de imunohistoquimica.
Resultados: Para o grupo das DOPM, a maioria das lesdes ndo apresentaram
alteracdes displasicas em suas margens, ja ho CCEO, 50% apresentaram DEO
severa e 20% DEO moderada e 30%, DEO leve. Na avaliagdo imunohistoquimica,
comparando as lesdes e seus tecidos perilesionais, o Ki-67 mostrou diferenca nas
DOPM (p=0,016), entre as lesbes de DOPM e CCEO (p=0,006) e entre tecido
perilesional e tecido peritumoral (p=0,001). Houve uma relacédo direta entre maior
grau de DEO e maior expressdo do ki-67 nas DOPM (p=0,010) e seus tecidos
peritumorais (p=0,022). A podoplanina mostrou indice de expressdo maior nas
lesGes propriamente ditas do que em seus tecidos perilesionais e peritumorais,
embora ndo apresentou diferenca significativa. Houve uma relacao direta (p=0,001)
entre severidade de DEO e expressdo da podoplanina nas lesdbes de DOPM e
correlacdo positiva entre expressao de ki-67 e podoplanina nas lesées de CCEO
(p=0,000). Conclusdes: Constatou-se um aumento gradual e em ordem crescente
da expressdo dos marcadores moleculares estudados nos tecidos perilesionais,
DOPM, tecidos peritumorais e CCEO. Além da correlacdo significativa entre a
proliferacdo celular e o grau de displasia epitelial oral e o grau de diferenciacdo do
CCEO, sugerindo o Ki-67 como critério adicional para determinar a gravidade da
DOPM. A correlacdo positiva entre Ki-67 e D2-40 no CCEO aponta-os como
biomarcadores de progndstico e terapias alvo contra o cancer. Mais estudos podem
revelar uma melhor participacdo da podoplanina na carcinogénese.

Palavras-chave: Carcinogénese, Marcadores biolégicos, Carcinoma de células
escamosas oral.



ABSTRACT

Introduction: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common
malignancy in the oral cavity and its development involves a series of molecular
mechanisms and may be preceded by oral potentially malignant disorders (OPMDs).
Biomarkers expressed on the cell proliferation phase and involved in the
invasiveness may lead to a better understanding of the carcinogenesis process.
Objectives: To characterize the Ki-67 expression and D2-40 in OPDM and OSCC
and their clinically healthy margins and confront the histopathological degrees and
clinicopathological data from these lesions. Methods: In this cross-sectional study,
we evaluated 25 OPDM, 10 OSCC and their perilesional tissues from May-2013 to
July-2014 in the Oral Diagnosis Center. The morphometric alterations were
evaluated in OPDM and OSCC by hematoxylin-eosin method and the expression of
Ki-67 and podoplanin, qualitatively and quantitatively, by immunohistochemistry.
Results: For the group of OPDM, most lesions showed no dysplastic changes on its
margins, already in OSCC, 50% had severe OED and 20% moderate and 30% mild
OED. In immunohistochemical analysis, compared the lesions and their perilesional
tissues, Ki-67 showed a difference in OPDM (p = 0.016) between lesions OPDM and
OSCC(p=0.006) and between perilesional tissue and peritumoral tissue (p=0.001).
There was a direct relationship between higher degree of OED and greater
expression of Ki-67 in OPDM (p=0.010) and its peritumoral tissues (p=0.022). The
podoplanin showed higher expression rate in the lesions themselves than in their
perilesional and peritumoral tissues, although not significantly different. There was a
direct relationship (p=0.001) between severity of OED and expression of podoplanin
in OPDM lesions and positive correlation between expression of Ki-67 and
podoplanin in OSCC lesions(p=0.000). Conclusions: It was found a gradual
increase in ascending order of the expression of molecular markers studied in
perilesional tissue, OPDM, peritumoral tissues and OSCC. Besides the significant
correlation between cell proliferation and the degree of oral epithelial dysplasia, and
the degree of differentiation of OSCC, suggesting Ki-67 as an additional criterion for
determine the severity of OPDM. The positive correlation between Ki-67 and D2-40
in OSCC points them as prognostic biomarkers and therapies targeted against
cancer. Further studies may reveal a better participation of podoplanin in
carcinogenesis.

Keywords: Carcinogenesis, Biological markers, Oral squamous cell carcinoma.
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1 - INTRODUCAO

As doencgas crbnicas ndo transmissiveis vém contribuindo de forma
crescente para a mortalidade no Brasil. O cancer ocupa o segundo lugar no
ranking de casos de Obito, perdendo apenas para as doencas
cardiovasculares. Esses resultados sao atribuidos, pelos oncologistas, a
exposicao de supostos fatores de risco associados ao modo de vida moderno
(ROOK & DALGLEISH, 2011; INCA, 2014). Se medidas n&o forem tomadas, o
cancer passard a ser a primeira causa de morte em paises em
desenvolvimento até 2030, que ainda lutam para solucionar problemas como
saneamento basico, desnutricdo e doencas infecciosas, sobrecarregando ainda
mais o sistema de saude (OMS, 2012).

A estimativa de céancer na cavidade oral no Brasil, segundo Instituto
Nacional de Céancer (INCA), em 2014, foi de aproximadamente 15.290 novos
casos, com 4.891 obitos e uma taxa de risco estimada em 11,54 novos casos
para cada 100 mil homens e 3,92 novos casos para cada 100 mil mulheres
(INCA, 2014).

Especificamente na regido de cabeca e pescoco, o carcinoma de células
escamosas oral (CCEO), tem uma participacdo importante, porque representa
mais de 90% dos casos que acometem a cavidade bucal. Apesar das ultimas
décadas terem proporcionado avancos com relacdo a conduta clinica e
diagnéstico precoce com programas de conscientizagcdo através da
participacédo direta e indireta do governo federal, das secretarias estaduais e
municipais de saude, universidades, centros de pesquisas, dentre outros, 0

INCA reconhece o cancer de boca como um problema de saude publica.

A formagdo do CCEO é um processo multifatorial altamente complexo,
envolvendo alteragdes histologicas com a destruicdo da membrana basal e a
invasdo de ceélulas fenotipicamente alteradas para o estroma subjacente
(SCANLON et al., 2012).



O cancer da mucosa oral € geralmente precedido por um grupo de
lesBes que apresentam alteracbes morfoldgicas e que podem ter um potencial
para a transformacdo maligna, sendo denominadas de desordens orais com
potencial de malignizacdo (DOPM) (WARNAKULASURYA et al., 2007).

O espectro da carcinogénese oral apresenta em suas extremidades as
lesbes com potencial de malignizacdo e o CCEO, porém clinicamente, regides
perilesionais sadias podem apresentar alteracfes celulares, morfolégicas,
moleculares e o0 seu conhecimento pode contribuir para estabelecer protocolos
terapéuticos e tratamentos mais direcionados como formas de promogéo e

prevencao do cancer de boca e suas recidivas (van der WAAL et al., 2010).

Os métodos de analise destas regides perilesionais podem ser feitas por
meios morfolégicos, mas a utilizacdo de biomarcadores moleculares tem
tornado de grande importancia para uma melhor compreensdo das lesdes
propriamente ditas e de todo processo de carcinogénese (CANKOVIC et al.,
2013).

Em virtude da escassez de trabalhos publicados enfatizando as
alterac6es morfologicas e moleculares nos tecidos perilesionais, principalmente
nas desordens orais com potencial de malignizacdo, justifica avaliar a
correlacdo dessas alteracdes nas DOPM, no CCEO e em suas respectivas
regibes perilesionais e peritumorais, clinicamente sadias, o que podera
contribuir para um melhor entendimento do processo de carcinogénese, no
diagnéstico mais preciso, na elaboracdo de protocolos clinicos, bem como
medidas preventivas e instituicdo de tratamentos precoces mais efetivos para
as DOPM e o CCEO.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - DESORDENS ORAIS COM POTENCIAL DE
MALIGNIZACAO

O conceito de "pré-cancer” comega em 1805 como sugestdo dada por
um grupo de médicos europeus de que existem doencas benignas que sempre
se desenvolverdo em uma malignidade invasiva se forem acompanhadas por
um longo tempo (BAILLIE et al., 1806 apud SARODE et al., 2014). Em 1870,
James Paget descreve a primeira transformacao maligna de uma leséo oral,
denominada por ele de leucoqueratose, em CCEO de lingua (MORTAZAVI et
al., 2014).

Posteriormente, varias terminologias apareceram como, “pré-maligna”,
“‘neoplasia intra-epitelial”’, e “lesdo precursora”, sendo usadas para descrever
apresentacoes clinicas que podem ter um potencial para se tornar cancer.
Todas elas transmitem um conceito de processo de dois passos no
desenvolvimento do cancer, mas € pouco provavel, que exista uma
uniformidade no comportamento tecidual (WARNAKULASURIYA et al., 2007).

A partir de 1978, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu e
classificou o termo "pré-cancer" em "lesbes pré-cancerigenas" e "condicdes
pré-cancerigenas"” (AMAGASA, 2011), da seguinte forma: “Lesao pré-
cancerigena”, todo tecido morfologicamente alterado onde o cancer tem maior
probabilidade de ocorrer em comparagdo com a sua contraparte
aparentemente normal. Leucoplasia, eritroplasia, lesdes palatinas em fumantes
com cigarro invertido sdo exemplos dessas lesbes. “Condigcdo pré-
cancerigena”, estado generalizado associado com um aumento significativo do
risco de céancer; podendo ser citado, fibrose submucosa, queilite actinica,

liquen plano e lupus eritematoso discoide.

Por causa das continuas mudancas e confusdes em torno do conceito
de cancer oral, em um Workshop coordenado pela OMS em Londres, em maio
de 2005, discutiu-se amplamente sobre as mudancas na nomenclatura,
definicdo e classificacdo do termo "pré-cancer” e varias lesdes pré-cancerosas.

O consenso do Workshop recomendou o termo "desordens potencialmente



malignas”, referindo a todas apresentacdes clinicas que implicam em um risco
de se transformarem em céncer. Além disso, discutiu-se a ideia de que nem
todas lesdes e condi¢cbes descritas sobre este termo transformardo em céancer
(BARNES et al., 2005).

Eritroplasia, leucoplasia, liquen plano erosivo, fibrose submucosa e
queilite actinica, sdo as desordens orais com potencial de malignizacao
(DOPM) mais importantes em evoluir para CCEO (WARNAKULASURIYA et al.,

2007), sendo a leucoplasia, a forma mais comum.

Os fatores de risco para as DOPM séo semelhantes aos fatores de risco
para o CCEO. No entanto, uma grande proporcao de casos de DOPM e CCEO
ocorrem na auséncia completa de qualquer fator de risco identificavel,
particularmente em jovens afetados por estas doencas. O Papiloma Virus
Humano (HPV) é a principal causa do cancer de colo de utero e também tem
sido associado as lesfes orais malignas e potencialmente malignas (FURRER
et al., 2006). SYRJANEN et al. (2011) realizaram uma revisdo sistematica com
0 objetivo de calcular as estimativas da associa¢do do HPV com o CCEO e as
DOPM. Foi encontrada uma significativa associacdo entre Papiloma Virus
Humano tipo 16 (HPV-16) com o CCEO, com prevaléncia de 33,7% para 0s
casos com CCEO, e entre o HPV com a leucoplasia, liquen plano e displasia
epitelial, sugerindo o HPV como um importante fator causal das DOPM e do
CCEO. Uma limitacdo dessa revisdo sistematica foi avaliar a localizagdo
anatdmica e as variacdes histoldgicas das lesGes orais com HPV, devido a falta
de dados nos artigos originais, além de dados incompletos sobre tabaco,

bebida, habitos sexuais, idade e outros fatores de risco.

A metodologia padrdo para o diagnostico das DOPM é baseada no
exame clinico convencional e na biépsia das lesdes consideradas clinicamente
suspeitas. O tecido removido é submetido ao exame microscopico para avaliar
possiveis alteracdes histolégicas como hiperqueratose epitelial, hiperplasia,
atrofia, displasia epitelial nas lesdes clinicamente visiveis (BARNES et al.,
2005). A deteccdo clinica pode ser auxiliada por medidas adjuvantes de
autofluorescéncia, quimioluminescéncia ou coloragdo com azul de toluidina

(AWAN et al., 2015), porém nenhum deles pode ser recomendado como



substituto para a bidpsia e a analise histopatolégica, que € considerado

atualmente como padréo ouro (MACEY et al., 2015).

2.2 - DISPLASIAS EPITELIAIS ORAIS

Displasia é uma palavra de origem grega que significa proliferacdo
atipica de tecidos. O termo displasia foi introduzido por Reagon em 1958 em
relagdo as células exfoliadas do colo do utero. No passado, displasia epitelial,
atipia epitelial e disqueratose eram usadas como sinénimos. Pindborg, em
1977, definiu displasia epitelial como um termo usado para uma lesdo em que
parte da espessura do epitélio € substituido por células apresentando varios
graus de atipias (GOYAL et al., 2012).

Displasia epitelial oral (DEO) é um termo diagnéstico usado para
descrever as alteracfes histopatoldgicas vistas nas DOPM da mucosa oral. Ela
nado esta associada com nenhum aspecto clinico especifico, embora, a
leucoplasia e eritroplasia sejam as lesdes classicamente associadas com
alteracbes displésicas, encontrando-se de 5 a 25% de epitélio displasico nas
biopsias de leucoplasia (NEVILLE et al., 2009). Além disso, a DEO é vista
consistentemente na mucosa adjacente dos tumores em pacientes com CCEO
(JABER et al., 2003).

Histologicamente, a DEO apresenta como mudancas arquiteturais no
estrato epitelial, combinado com atipia celular devido a uma diferenciagcéo
celular imatura e/ou inapropriada (WARNAKULASUSIYA et al.,, 2008). As
caracteristicas histologicas e citologicas da DEO recomendadas pela OMS

sdo(Quadro 1):

Quadro 1: Caracteristicas microscdpicas associadas com a displasia epitelial oral

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS ASSOCIADAS COM A DEO

ALTERAGOES CITOLOGICAS ALTERAGOES ARQUITETURAIS

Variagdo anormal do tamanho nuclear
(anisonucleose)

Variacdo anormal do formato nuclear
(pleomorfismo nuclear)
Variagdo anormal do tamanho celular
(anisocitose)

Estratificacdo epitelial irregular

Perda de polaridade das células basais

Formacg®es gotiformes




Variagdo anormal do formato celular

. Elevado nimero de figuras de mitose
(pleomorfismo celular) 9

Aumento do tamanho nuclear Mitoses superficiais anormais

Queratinizacédo prematura de células individuais

Figuras mitoticas atipicas .

Aumento do nimero e tamanho de nucléolos Pérolas cérneas

Hipercromatismo

Fonte: Barnes et al., 2005

O diagnéstico e a gradacdo da DEO ndo € uma ciéncia exata, e passa
por uma avaliacdo subjetiva dos critérios histolégicos, com possiveis variacdes
inter e intra observadores (SPEIGHT et al., 2007).

Para o seu diagnadstico, é necessaria uma consideravel experiéncia por
parte do profissional antes mesmo que as caracteristicas clinicas se tornem
aparentes (GOYAL et al., 2012). Além disso, deve-se entender que muitos
desses critérios isolados ndo sdo patognomonicos para a displasia, mas a
presenca de varios dessas caracteristicas € que levam ao seu diagndstico
(WATANABE et al., 2015).

Uma variedade de sistemas de classificacdo para a DEO é descrita na
literatura. Muitos destes sistemas baseiam-se na classificacdo das lesdes
precursoras de outros epitélios, incluindo neoplasia intraepitelial escamosa do
colo do utero (KUFFER et al., 2002) e a classificacdo de Ljubljana para a
laringe (HELLQUIST et al., 1999).

O sistema de gradacéo histolégica deve atender dois requisitos basicos.
Em primeiro lugar, deve ser facilmente aplicavel na pratica da rotina diaria, com
baixa variabilidade inter e intra-observador. Segundo lugar, deve permitir uma
clara separacdo entre o0s pacientes que necessitam de tratamento para
prevenir a malignizacdo e aqueles que nao precisam de tratamento (SADIQ et
al., 2015).

Smith e Pindborg, em 1969, descreveram o0 primeiro sistema de
classificacdo da displasia para a mucosa oral utilizando 13 caracteristicas
histologicas. Para cada caracteristica era atribuida uma pontuacédo e a soma
dos escores fornecia um indice de atipia epitelial que variava entre 0 a 75,

possibilitando graduar a DEO como ausente, leve, moderada ou severa (Tabela




1). Como desvantagens, os escores eram determinados subjetivamente, sem
nenhuma evidéncia cientifica; além de ser um sistema "demorado" sendo
desfavoravel na rotina clinica. O ponto que merece mérito é ele produzir um
resultado na escala ordinal o que favorece a analise estatistica
(WARNAKULASURIYA et al., 2008).

Tabela 1: Escore segundo Smith e Pindborg para gradacéo da displasia epitelial oral

0-10 Auséncia de displasia

11-25 Displasia leve

26 - 45 Displasia moderada
Acima de 45 Displasia severa

Fonte:Warnakulasuriya et al., (2008)

A classificacdo desenvolvida pela OMS categoriza a DEO em leve,
moderada, severa, levando em consideragcdo o0s niveis de alteracdes
citolégicas e arquiteturais identificadas microscopicamente no compartimento
epitelial (BARNES et al., 2005).

Resumidamente, a displasia leve é definida como um distarbio
arquitetural limitado ao terco inferior do epitélio com minima atipia citoldgica; a
displasia moderada é caracterizada como disturbio arquitetural estendendo ao
terco médio do epitélio, e a displasia severa apresenta disturbio arquitetural
superior a 2/3 do epitélio com atipia citolégica associada
(WARNAKULASURIYA et al., 2008).

Numa avaliacdo mais quantitativa do que qualitativa, o sistema binario
desenvolvido por Kujan et al. (2006), baseado também nas alteracdes
microscopicas preconizadas pela OMS (2005) categorizou DEO em 02 niveis;
baixo e alto risco de sofrer transformacao maligna, em uma tentativa de tornar
a analise histopatolégica mais préatica para o clinico. O grupo de baixo risco
apresentava menos de 04 alteracfes citoldgicas e arquiteturais; enquanto que
0 grupo de alto risco exibia pelo menos 05 alteracdes citoldgicas e 04

arquiteturais (Quadro 2).



Quadro 2: Gradacao histopatologica da displasia epitelial oral segundo Kujan et al.

Graduacéo histopatologica da DEO segundo Kujan

Presenca de 05 alterac@es citol6gicas e 04 arquiteturais. LesGes

Alto risco . ~ .
com potencial de transformac¢do maligna

Exibe menos de 4 alteracdes citoldgicas e arquiteturais. Nao
mostra potencial de malignizacao

Fonte: Sadiq et al., (2015)

Baixo risco

Esse agrupamento binario pode reduzir o efeito indesejado da
variabilidade inter e intra-observadores, porém, necessita de um nimero maior
da amostra para sua validacdo. Os mesmos autores, porém, em 2007,
analisaram quais caracteristicas microscopicas contribuiriam com maior ou
menor variabilidade interobservador, e encontraram que a maior concordancia
foi para: aumento do nimero de figuras de mitose, projecdes gotiformes do
epitélio, aumento do tamanho nuclear e variagdo anormal da célula. As maiores
discordancias foram com: estratificacéo epitelial irregular, perda da polaridade
das células basais, variacdo anormal do tamanho nuclear, figuras de mitose

atipica e hipercromatismo (KUJAN et al., 2007).

A gradacdo da DEO, embora subjetiva, € atualmente o método de
referéncia para predizer sua transformacdo maligna (TILAKARATNE et al.,
2011). O aumento do grau de displasia tem sido associado com uma alta taxa

de transformacdo maligna, embora, as taxas de progresséao variem de 6 a 36%.

Esta ampla variacdo ¢é atribuida as diferencas no diagndstico,
caracteristicas do paciente, influéncia de caracteristicas demograficas, infeccéo
pelo HPV, hébitos de tabaco, genética, tratamento e intervalos de
acompanhamento (MEHANNA et al., 2009; WARNAKULASURIYA et al., 2011;
HO et al., 2012), enquanto outros autores ndo encontraram associagao entre
transformacdo maligna e a severidade da displasia (HSUE et al., 2007,
ARDUINO et al., 2009; HO et al., 2012).

HO et al. (2012) relataram quais os parametros clinicos séo fatores de
risco para a malignizacdo em 91 pacientes com diagndéstico histopatologico
de DEO e em acompanhamento por 02 anos. Foram considerados fatores de



risco: género, idade, tabagismo, etilismo, aparéncia clinica e tamanho da leséo.
A natureza de alto risco das lesbes em nao-fumantes mostrou uma particular
importancia, sugerindo que possa haver predisposicédo hereditaria ou adquirida
e devem ser tratadas de forma mais agressiva. Entre os fatores clinicos
determinantes para o risco de malignizacdo da DEO, como género, idade,
localizacdo da lesdo displasica, tamanho da lesdo, diagnostico da primeira
biopsia, numero de lesbes, aparéncia clinica, consumo de alcool, histéria de
tabagismo e antecedente de CCEO, a aparéncia da leséo talvez seja a variavel

mais subjetiva inter-observadores.

Além disso, a analise histopatolégica da DEO, também € utilizada como
uma ferramenta clinica para predizer o risco de transformagdo maligna e
orientar na conduta clinica e tratamento dos pacientes, com o monitoramento
nos casos de DEO leve e no tratamento ativo através de excisdo cirdrgica
daquelas consideradas severas (BOUQUOT et al., 2006; SPEIGHT et al.,
2007;).

Apesar dos esforcos em reduzir a subjetividade da graduacao da DEO,
0S esquemas atuais de classificacdo nao diferenciam com precisdo a
verdadeira natureza das lesGes com potencial de malignizacéo das lesdes que
nao apresentam esse potencial de progressdo maligna. Por essas razdes,
muitos pesquisadores tém procurado definir marcadores moleculares/celulares
ou alteracdes cromossOmicas para prever o risco de cancer das DOPM
(DIONNE et al., 2015).

2.2.1 - TRATAMENTO DAS DISPLASIAS EPITELIAIS ORAIS

Opcdes de tratamento ndo-cirdrgico para as lesdes com evidéncia de
DEO incluem acompanhamento regular, reducéo de fatores de risco como
fumo e alcool, e terapia medicamentosa, por exemplo, retindicos e
antimicéticos (REDDI et al., 2006). Lodi et al. (2008), em uma revisdo
sistematica, avaliaram o tratamento nao-cirirgico da leucoplasia, utilizando
vitamina A, retindides, beta caroteno, licopeno e concluiram que nenhum dos
tratamentos investigados sdo efetivos em prevenir a transformacdo maligna da

leucoplasia oral.
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Pacientes com DOPM e com habitos de risco, devem ser orientados
para eliminar tais hébitos e acompanhados em intervalos regulares. Estes
intervalos ndo sao baseados em evidéncias e sim na avaliacdo clinica subjetiva
e na displasia relatada nos espécimes. No entanto, os pacientes devem
permanecer em acompanhamento regular e &areas clinicamente suspeitas
devem ser re-biopsiadas se houver necessidade (SILVERMAN et al., 1984; van
der WAAL et al.,, 2010). Segundo Ho et al. (2013) é fundamental um
acompanhamento do paciente por um longo periodo, pois o intervalo médio
para a evolucdo para uma neoplasia é de mais de 3 anos e as taxas de
recorréncia local ou de aparecimento de segundos tumores primarios sao altas
(76% em 5 anos). Pacientes com DEO severa devem ser acompanhados a
cada 03 meses e para 0s outros graus, DEO leve e moderada, o

acompanhamento pode ser feito a cada 06 meses (ARDUINO et al., 2009).

Os métodos cirargicos de tratamento DOPM incluem laser, criocirurgia
ou a completa excisdo (REDDI et al., 2006). Entretanto, deve-se pensar em
retirar todas lesées com DEO para garantir um correto diagndstico bem como o

seu tratamento?

Arduino et al. (2009) avaliaram e acompanharam por um periodo minimo
de 12 meses, 133 pacientes com DEO que receberam tratamento cirargico
(cirurgia convencional, laser e criocirurgia) e 74 pacientes que nao receberam
tratamento.Os resultados evidenciaram que mesmo a cirurgia sendo
geralmente a primeira escolha para o tratamento das DOPM, ndo demonstrou
qualquer beneficio na prevencao do aparecimento ou prevencdo de recidivas.
A Unica diferenca significativa que encontraram foi a maior propensao de

recidiva em pacientes que mantiveram fatores de risco com alcool e tabaco.

Nos casos de displasia leve, a decisdo de observar ou de tratar
definitivamente a lesdo pode ser influenciada pela localizacao e subtipo clinico
da leucoplasia, filosofia de tratamento e dos riscos potenciais da cirurgia e da
facilidade de remover a leséo (REDDI et al., 2006; EDWARDS et al., 2014).

Em lesbes que exibem carcinoma in situ ou com inicio de invasao, a
excisdo cirdrgica € mandatéria e com poucos questionamentos na literatura.

Esta abordagem baseia-se no principio de que o epitélio com DEO moderada
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Ou severa, apresenta-se mais desordenado e acumula um maior numero de
alteracbes moleculares, requerendo poucas mudancas adicionais antes de
tornar-se invasivo (EDWARDS et al., 2014). Para lesdes que demonstram DEO
moderada ou severa e displasia leve em locais de alto risco, as opc¢les de
tratamento sdo variadas e parece ndo haver consenso a respeito da
modalidade de tratamento definitivo (REDDI et al., 2006).

Até que se tenha evidéncias robustas detalhando o melhor método de
identificar lesGes da mucosa bucal em risco de desenvolver malignidade, é
sensato supor que todas lesdes potencialmente malignas devam ser tratadas
por remogdo cirargica (BALASUNDARAM et al., 2014), ao invés de limitar esta
abordagem para casos severos, e consequentemente interromper a atual
abordagem do “esperar e ver”’ para os casos mais leves. Embora a exciséo
completa das DOPM possa ser considerada como um sobretratamento, o
monitoramento ao longo prazo da displasia pode colocar os pacientes em risco,
dada a incerteza de medir as mudancas na aparéncia clinica de tais lesbes
(DOST et al., 2014).

As incertezas em determinar a verdadeira natureza das lesdes
displasicas e a variacdo subjetiva no diagndéstico patolégico usando métodos
tradicionais tem pavimentado o caminho para o uso dos biomarcadores
(BAJRACHARYA et al., 2014), que pode levar a um melhor entendimento da
fisiopatologia da progressédo da doenga e do mecanismo molecular implicado
na transformagao maligna das lesdes orais com displasia (BALASUNDARAM
et al., 2014). Tudo isso se traduz em estratégias terapéuticas e de prevencéo

mais eficazes e em um eventual alivio para os servi¢os de saude publica.

2.3 - CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL

Também chamado de carcinoma epidermoide, escamocelular ou
carcinoma espinocelular (CEC), é o tipo de céncer de boca mais comum,
correspondendo entre 90 a 95% dos casos diagnosticados neste sitio

anatdémico (WOLFF et al, 2012; RODRIGUES et al., 2014).
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Caracteriza-se por ser uma neoplasia invasiva, de carater agressivo,
com altas taxas de invasao local e metastase, afetando principalmente homens
acima dos 50 anos de idade, sendo os principais fatores de risco o tabagismo e
o etilismo, além de infeccbes pelos subtipos 16 e 18 do Papiloma Virus
Humano (HPV) e fatores genéticos (BARNES et al., 2005; GALBIATTI et al.,
2013).

A etiologia do cancer € determinada por diversos fatores, podendo ser
tanto intrinsecos ou extrinsecos ao organismo, assim como podem estar inter-
relacionados. Os fatores extrinsecos referem-se ao meio ambiente, aos habitos
ou costumes proéprios de uma sociedade. Exemplos de fatores extrinsecos que
sdo reconhecidos como agentes carcinogénicos e que atuam mudando a
estrutura genética das células sao o cigarro, a exposi¢cao excessiva ao sol, 0s
virus e o alcool. Os fatores intrinsecos sao aqueles relacionados diretamente
ao individuo, como suas caracteristicas genéticas e o seu perfil imunologico
(INCA, 2014). Outros fatores de risco podem influenciar e explicar sua etiologia,
dentre eles: deficiéncias nutricionais, histéria familiar, atividade profissional,
radiacdo (WOLFF et al., 2012).

Quando o habito de fumar esta associado a ingestdo de alcool, existe
uma sinergia e o risco de desenvolver o cancer de cabeca e pesco¢o aumenta
em 40 vezes (MARUR et al.,, 2008). O aumento no risco também esta
associado com intensidade e duracdo do habito de fumar e a frequéncia de
ingestao de alcool (GALBIATTI et al., 2013).

Clinicamente, o CCEO pode apresentar-se como uma lesdo exofitica ou
endofitica; leucoplasica, eritroplasica ou eritroleucoplasica em estagios mais
iniciais. Porém, h& evidéncias clinicas que auxiliam no diagnostico do CCEO,
tais como: lesdes de inicio indolor, que ndo cicatrizam espontaneamente em 15
dias, lesbes ulceradas de bordas endurecidas e evertidas e com auséncia de
halo eritematoso (GAETTI et al., 2010).

Os sitios anatbmicos mais acometidos por esta neoplasia sdo os dois
tercos anteriores da lingua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, regido
retromolar e gengiva, nesta ordem (BARNES et al., 2005; FRONIE et al., 2013).
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Sendo a boca uma area de facil acesso para o paciente, permite uma
visualizacdo direta das alteracdes suspeitas principalmente nos estagios
iniciais, o que deveria resultar em um diagnostico precoce. Entretanto, o
diagnéstico do cancer bucal ocorre de forma tardia quando a lesdo ja se
encontra em estagio avancado. Isso ocorre por fatores variados desde a
auséncia de sintomatologia dolorosa em estagios iniciais, sua apresentacdo
clinica variada (van der WAAL et al.,, 2013), até a formacdo académica do
cirurgido-dentista, voltada para a area cirargica restauradora ou curativa em

detrimento a promocéo e prevencao da saude (TEIXEIRA et al., 2009).

Histologicamente, uma das caracteristicas do CCEO € a proliferacéao
desordenada de células epiteliais malignas e a capacidade de invadir o tecido
conjuntivo. Estas células podem estar dispersas, isoladamente ou em grupos,
podendo formar ninhos ou corddes invasivos de células escamosas epiteliais,
por vezes crescendo como entidades independentes através da membrana
basal para o interior do tecido conjuntivo subepitelial. Alteracées morfolégicas
teciduais e/ou celulares, tais como pleomorfismo celular e nuclear, disceratose,
perda da adesado celular, hipercromatismo nuclear, aumento do numero de
mitoses tipicas ou atipicas, pérolas corneas (NEVILLE et al., 2009), podem ser

visualizadas em funcéo do grau de maturidade das células tumorais.

O sistema de estadiamento clinico dos tumores (TNM), desenvolvido por
Pierre Denoix na Francga, entre os anos de 1943 e 1952, e recomendado pela
Unido Internacional de Controle do Céancer (UICC) e pela American Joint
Comittee on Cancer (AJCC) em 2002 (INCA, 2004), avalia a extensao do tumor
primario (T), a presenca de linfonodos regionais acometidos pelo tumor (N) e a
presenca ou nao de metastases distantes (M), e é considerado o padrédo
internacional para classificar tumores malignos em estagios e estimar a
resposta clinica a terapéutica e a sobrevida dos pacientes (LINDENBLATT et
al., 2012). No entanto, alguns casos de CCEO apresentam recidivas locais e
disseminacdo metastatica mesmo quando sdo diagnosticados em estagios
iniciais e tratados corretamente, levando eventualmente o paciente a o6bito.
Esta observacdo tem levado a busca de outros fatores de progndstico para
complementar o sistema TNM (VERED et al.,, 2010; LINDENBLATT et al.,

2012).
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Os sistemas de gradacdo histologica de malignidade para o CCEO
foram desenvolvidos com o intuito de fornecer subsidios para tentar explicar o
discrepante comportamento bioldgico dos tumores com caracteristicas clinicas
aparentemente similares (LINDENBLAT et al., 2012). Vérios autores
propuseram novos sistemas de graduacdo do CCE de cabeca e pescoco em
um esforco de predizer o seu comportamento clinico de forma mais confiavel.
(BRODERS et al.,, 1941; ANNEROTH et al.,, 1987; BRYNE et al., 1989;
BARNES et al., 2005).

Em 1920, Broders, propds a gradacao histologica do CCEO baseada no
grau de diferenciacao celular e queratinizacao das células tumorais. Os CCEO
foram divididos em quatro graus, variando de 1 a 4. Carcinoma grau 1: bem
diferenciado com 75 a 100% de células diferenciadas; grau 2: moderadamente
diferenciado, com 50 a 75% das células diferenciadas; grau 3: pobremente
diferenciado, com 25 a 50% de células diferenciadas e grau 4: tumor

anaplasico, com 0 a 25% de células diferenciadas (DOSHI et al., 2011).

Em 1992, o sistema proposto por Bryne, removeu os parametros de
mitose e padrdo de invasdo, que haviam sido proposto por Anneroth et al.
(1987), j& que em muitos casos, as amostras eram provenientes de biopsias
incisionais, impedindo a avaliacdo do front invasivo do tecido conjuntivo. Desta
forma, utilizaram os seguintes marcadores histologicos: grau de queratinizacao;
pleomorfismo nuclear; modo de invasdo e infiltrado linfoplasmocitario. Esse
novo sistema melhorou a reprodutividade e concordancia entre observadores,
manteve um alto valor progndstico e tornou-se mais rapido de ser realizado,
pois apenas as areas de invasao eram utilizadas para a graduacao, e nao toda
espessura do tumor. Era necessario, um tamanho minimo de 15 mm x 5 mm x
5 mm, para gue este sistema pudesse ser aplicado (LOURENCO et al., 2007,
DOSHI et al., 2011).

O sistema de classificacdo da OMS revisado em 2005 foi baseado na
classificacdo de Broders e avalia as diferencas microscopicas entre o epitélio
normal e o tecido tumoral devido a uma falta de diferenciacdo celular. Ele leva
em consideracdo a avaliagdo subjetiva do grau de queratinizacédo celular, o

pleomorfismo nuclear e a atividade mitotica, agrupando o CCEO em 03
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categorias: tumores bem, moderadamente e pouco diferenciados (BARNES et
al.,, 2005) (Quadro 3). De acordo com esse sistema, 0s tumores bem
diferenciados assemelham ao epitélio escamoso normal, ao passo que 0S
tumores moderadamente diferenciados exibem pleomorfismo nuclear distinto e
atividade mitdtica, incluindo mitoses atipicas, bem como reduzida
queratinizagdo. Nos carcinomas pobremente diferenciados, predominam
células imaturas, acompanhados por numerosas mitoses tipicas e atipicas e
minima queratinizacdo. Um tumor mostrando diferentes graus, o grau superior
determina a categorizacao final.

Quadro 2: Classificacdo histopatoldgica do carcinoma de células escamosas oral
recomendada pela OMS (2005)

GRADACAO HISTOPATOLOGICA

PARAMETROS CARACTERISTICAS

Predominio de células imaturas
Pouco diferenciado  Numerosas mitoses tipicas e atipicas
Minima ceratinizacéo

Moderadamente Certo Grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitética
diferenciado Pouca ceratinizagéo
Bem Arquitetura tecidual semelhante ao padréao normal do epitélio
diferenciado escamoso

Fonte: Barnes et al., (2005)

Convém ressaltar que esse sistema de classificacdo apresenta como
limitacbes sua natureza subjetiva; o fato de que pequenos fragmentos
biopsiados podem revelar heterogeneidade histolégica e falta de
representatividade (WOOLGAR et al., 2006).

Melhorar a reprodutividade inclui simplificacdo das categorias,
clarificacdo da definicio e omissdo de recursos menos reprodutiveis. Além
disso, elementos como a heterogeneidade histologica tumoral e diferencas nas
experiéncias dos avaliadores, podem afetar a qualidade da avaliacdo (SAWAIR
et al., 2003) e consequentemente limitar a validade e o valor preditivo da

gradacéo do front invasivo no contexto clinico ( WOOLGAR et al., 2006).
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2.3.1 - TRATAMENTO

A estratégia de tratamento é determinada por varios fatores tais como o
tamanho e localizagcdo do tumor primério, estado dos linfonodos, a presencga ou
auséncia de metastases a distancia, a capacidade do paciente em tolerar o
tratamento, e proprio desejo do paciente. O tratamento do CCEO inclui:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, mas o tratamento mais comum € a
combinacdo da cirurgia com a radioterapia, que € mais frequentemente usado

para estagios avancados da doenca (NEVILLE et al., 2009).

2.4 - MARGENS CLINICAS

O conceito de campo de cancerizacdo, descrito pela primeira vez por
Slaughter et al. (1953), partia originalmente do principio de que a mucosa
clinicamente normal, adjacente ao tumor, j& havia sofrido certas alteracdes
histopatolégicas que poderiam ser a causa para o desenvolvimento de
multiplas lesdes com potencial de malignizacdo. A partir da descoberta do DNA
e do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, este conceito

evoluiu, passando a incorporar alteragcdes moleculares em sua definigéo.

O mesmo conceito pode ser extrapolado para as DOPMs quando
aplicamos os conhecimentos da carcinogénese oral. Do ponto de vista clinico,
parece facil a determinacdo e diferenciacdo entre a apresentacdo clinica de
uma DOPM e a mucosa clinicamente sadia adjacente a lesdo. No entanto, ha
uma escassez na literatura, de trabalhos avaliando e comparando
especificamente as DOPM e suas respectivas margens cirargicas, até porque
muitas vezes as biopsias ndo contemplam pecas cirirgicas com quantidade
adequada de tecido removido. A interpretacdo histolégica e molecular das
margens cirurgicas das DOPM podera fornecer informagdes importantes como
comportamento da lesdo, risco de recidiva e formas de tratamento mais
especificas (DIAJIL et al., 2013).

A resseccdo completa com margens cirlrgicas negativas é uma das

modalidades de tratamento curativo para o CCEO. Essa adequada margem
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cirdrgica ndo pode ser confirmada até que o tecido possa ser avaliado
histologicamente, desta forma, na prética clinica existem 02 margens: a do
cirurgido (in situ) e a margem do patologista (LAWAETZ et al., 2014).

Muitas vezes, a avaliagdo que o patologista faz em cortes de rotina, diz
respeito apenas ao montante da area efetivamente examinada, sem registrar
as margens cirurgicas da lesdo. O termo "margem positiva" deve ser reservado
aos pacientes com tumor microscopico nas margens da resseccdo (NASON et
al., 2009). Duas explicacbes para o fendbmeno da "margem positiva" podem ser
discutidas. A primeira é que o tumor microscopico pode estender além do
tumor clinico visivel e palpavel. Ou entdo, a retracdo dos tecidos que ocorre
apos a ressec¢do e processamento patolégico do espécime pode fazer com
que a margem diminua de tamanho (CHENG et al., 2008). A fixacdo dos
espécimes de carcinoma de cabeca e pesco¢co em formol pode levar a uma
contracdo no comprimento, largura e profundidade em 4,4%, 6,18% e 4,1%
respectivamente (CHEN et al.,, 2012). Independente das causas de sua
positividade, a implicacdo oncologica da presenca ou auséncia de epitélio
displasico na margem cirargica de um CCEO € de fundamental importancia
para o estabelecimento de um progndstico, podendo fornecer informacdes
importantes como risco locorregional de recidiva, o desenvolvimento de
multiplas lesdes malignas e na orientacdo de uma terapia adjuvante
(WOOLGAR, 2006).

Weijers et al. (2002) avaliaram a relevancia clinica da DEO nas margens
de 37 casos de CCEO de assoalho de boca e lingua tratados cirurgicamente
em relacdo ao desenvolvimento de recidivas locais, em um periodo minimo de
acompanhamento de 5 anos. Nao foram incluidos pacientes nos quais a DEO
severa e carcinoma in situ foram encontradas nas margens cirdrgicas.
Concluiram que na auséncia de DEO nas margens cirdrgicas e na auséncia de
célula tumorais em 0,5 cm de outras margens cirurgicas, a recidiva local do
CCEO apés o tratamento era menor que 7% no periodo de acompanhamento
de 5 anos. Quando havia DEO leve ou moderada nas margens cirargicas, a
chance de recidiva era maior que 50%, devendo considerar uma nova

intervencao cirurgica.
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Devido a necessidade de preservacdo de estruturas anatbmicas, as
tentativas dos cirurgibes em remover 10 mm de margem de tecido
aparentemente normal ao redor do tumor durante a sua excisdo cirdrgica para
evitar novas intervencdes cirargicas, nem sempre € possivel (PRIYA et al.,
2012).

O importante papel do campo de cancerizacdo na patogénese do CCEO
estd representado na Figura 1, ressaltando a sua presenca nas margens
cirdrgicas, mesmo apos a excisdo do tumor (TABOR et al., 2001); além de ser

fonte de recidivas locais e do segundo tumor primario em lesdes nao

ressectadas completamente (TABOR et al., 2004).
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Figura 1: Campo de canceriza¢cdo no carcinoma de células escamosas oral e os tipos de
recidivas. Uma implicacdo clinica importante é que esse campo pode ser fonte de recidivas
locais e segundos tumores de campo, mesmo apds a resseccdo cirirgica do CCEO. O
segundo tumor primario, mostra sua origem de células que originou o tumor primério, porém a
uma distancia superior a 2 cm.

Fonte: Leemans et al.
(2011)

Cancovic et al. (2013) determinaram as caracteristicas histolégicas da

mucosa clinicamente normal em diferentes distdncias do CCEO. Foram
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realizadas biopsias de mucosa bucal a uma distancia de 10 mm e 20 mm das
margens de 30 pacientes com CCEO e entdao comparados com a mucosa oral
de 30 pacientes com lesBes orais benignas. Encontraram um numero
significativamente maior de alteracdes histolégicas no epitélio a 10 mm do que
20 mm da lesdo tumoral. No grupo dos pacientes com CCEO, 70%
apresentaram anormalidades histologicas. A uma distancia de 10 mm, 20%
apresentaram DEO leve e 10% CCEO. A uma distancia de 20 mm do tumor,
10% mostraram alteracbes reativas e 3% DEO leve. As mudancas das
alteracdes histopatologicas em mucosa aparentemente normal tomadas em
diferentes distancias indicam a existéncia de um campo subclinico que
representa um importante parametro para avaliacdo das margens do CCEO.
Somente o exame clinico e histolégico convencional ndo séo suficientes para a
avaliacdo do comportamento do epitélio adjacente ao tumor, sendo necessario
dar importancia ao campo de cancerizagdo nos pacientes com CCEO para o

sucesso do tratamento e prevencéao de recidivas.

A presenca de células morfologicamente intactas, mas geneticamente
alteradas nas margens histologicamente normais, poderia explicar certos
padrées de comportamento do CCEO tais como recidivas apds "completa”
remocao cirdrgica com margens "negativas”. Isso tem acelerado a busca de
marcadores moleculares no reconhecimento e tratamento do CCEO,
particularmente na avaliacdo das margens cirargicas, embora esta andlise ndo

seja ainda usada amplamente na pratica clinica (HINNI et al., 2013).

2.5 - CARCINOGENESE

O céancer é uma doenca que surge a partir de uma célula normal que
sofreu acumulo progressivo de mutacées em seu material genético, as quais
acarretam em importantes alteragbes essenciais na fisiologia celular e que
coletivamente contribuem para o crescimento de malignidades. Segundo
Hanahan e Weinberg (2011), oito alteracdes na fisiologia celular estdo
implicadas na indugdo de transformacbes celulares malignas, tais como,

evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, insensibilidade a inibicdo de
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fatores de crescimento, angiogénese continua, mecanismos de invasdo e
metéstase celular, autossuficiéncia dos fatores de crescimento, reorganizacéo

do metabolismo energético e evasdo da destruicdo celular pelo sistema imune.

A carcinogénese oral é um complexo processo histoldégico e molecular
multipassos com marcadores genéticos e fenotipicos para cada etapa, que
envolve uma funcdo exacerbada de varios oncogenes, 0s quais controlam os
processos de crescimento, divisdo e sobrevivéncia celular e/ou a desativagéo
de genes supressores tumorais, resultando na perda de determinados pontos
do ciclo celular e na ativacao de vias de reparo do DNA (LEE et al, 2010).

A progressdo para a malignidade inclui alteracdes histopatolégicas
sequenciais no epitélio oral que variam de hiperplasia, displasia, carcinoma in
situ até o carcinoma invasivo, que sdo determinadas pelo acumulo de uma
série de acontecimentos genéticos. Na carcinogénese celular, varios genes
interagem uns com 0s outros, levando assim a varias alteragbes que ocorrem
de uma forma bastante complexa e em diferentes fases da progressao da
doenca (YE et al., 2008).

Varios genes/proteinas surgiram como potenciais marcadores para as
DOPM e/ou CCEO e séo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 - Resumo das mudancas moleculares que sdo observadas e estdo associadas com
os diferentes estagios da carcinogénese oral
Fonte: Dione et al. (2015)

Vérias vias de transduc¢do de sinalizacao tem sido relatadas por estarem
alteradas no cancer levando a mudancas draméaticas na sobrevida da célula,
proliferacdo celular, morfologia, angiogénese, longevidade e outras
propriedades que caracterizam a célula cancerigena (NAGATSUKA et al.,
2001).

A utilizacdo de técnicas moleculares para compreender a progressao
das lesdes com potencial de malignizacdo € de extrema importancia. O
entendimento das alterac6es moleculares que antecede a apresentacdao de um
fenotipo neoplasico podem ser usado para melhorar sensivelmente a detecgéo
precoce das alteracfes que sao invisiveis a microscopia e para a avaliacdo do
risco e de terapias direcionadas (MENDES, 2012).

2.6 - BIOMARCADORES MOLECULARES
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A OMS define um biomarcador como qualquer substancia, estrutura ou
processo que pode ser mensurado no corpo ou seus produtos e influencia ou

prediz a incidéncia de resultados ou doenca. (MISHRA et al., 2010).

Talvez um dos exemplos mais antigos de biomarcadores de céncer
sejam a proteina urinaria Bence Jones e antigeno especifico
carcinoembrionario (CEA) em carcinomas de colo de utero (GOLD et al., 1965).
Outro biomarcador que é muito utilizado atualmente em ambiente clinico é o
antigeno prostatico especifico (PSA) (LIPPI et al., 2009), para o rastreamento

de neoplasia prostatica.

Biomarcadores do cancer podem ser biomoléculas de &cido
desoxiribonucleico (DNA), acido ribonucleico mensageiro (mMRNA), proteinas,
metabdlitos, ou processos tais como apoptose, angiogénese ou proliferacao.
Os marcadores sdo produzidos tanto pelo préprio tumor ou por outros tecidos
em resposta a presenca do cancer ou outras condi¢cdes associadas, tais como
inflamac&o. Tais biomarcadores podem ser encontrados em uma variedade de
fluidos, tecidos e linhagem de células. (KULASINGAM et al., 2008).

A Figura 3 mostra uma visédo geral de biomarcadores moleculares e seu
potencial uso no diagndstico precoce, prognostico e terapéutica para as DOPM
e CCEO.
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Figura 3 - Processo de carcinogénese, mostrando a oportunidade de identificar biomarcadores
Fonte: Bhatt et al.
(2010)

Ha uma ampla aplicabilidade dos biomarcadores para o cancer oral
como: ajudar avaliar as medidas preventivas ou terapéuticas e a detec¢éo dos
estagios precoces de transformacdo maligna da mucosa oral; revelar as
mudancas genéticas e moleculares relacionadas aos pontos precoces,
intermediarios, e tardios no processo da carcinogénese oral; refinar a
capacidade de melhorar o prognéstico, diagnoéstico e tratamento dos
carcinomas orais — monitorar a progressao / recidiva, adesdo ao tratamento; no
desenvolvimento de drogas para os estagios precoces do cancer; determinar a
eficacia e seguranca de agentes quimiopreventivos (TANAKA et al.,, 2011).
Desta forma, os biomarcadores moleculares podem ajudar a responder a
perguntas fundamentais sobre o comportamento biolégico dos tumores, a
resisténcia a terapia, a sensibilidade e individualizacdo da terapia, além de

identificar e tratar individuos predispostos ao cancer (BHATT et al., 2014).
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2.6.1 - Ki-67

A proliferacdo celular é considerada um processo biolégico fundamental
devido ao papel que desempenha no crescimento e manutencdo da
homeostase dos tecidos. E bem entendido que a transicdo do epitélio oral
normal a displasia para a malignidade é caracterizada por um aumento da
proliferacdo celular. A descoberta de varios marcadores de proliferacao
permitiu a detec¢do do estado hiperativo do epitélio e sugere ter significancia
no prognostico (PITIYAGE et al., 2009). Somente a camada basal é o
compartimento proliferativo do epitélio oral normal, enquanto que no resto das
camadas, a maturacao celular é realizada sem qualquer atividade proliferativa.
Assim, qualquer sinal de atividade celular proliferativa além da camada basal

deve ser considerado como um sinal de alerta (DWIVEDI et al., 2013).

O Ki-67 é um marcador especifico de proliferacdo e a sua expressao é
estritamente associada com a proliferacdo celular e usado amplamente na
pesquisa do cancer, para mensurar o indice de crescimento das células em
tumores humanos (SCHLUTER et al., 1993; AHMED et al., 2014). Também
conhecido como MKI67, este marcador € uma proteina nuclear ndo-histona, de
meia-vida curta, com peso molecular aparente de 345 a 349 kDa, codificada
pelo gene MKI67 em humanos, necessaria para a proliferacdo celular e
também associada com a transcricdo do RNA ribossémico (SCHLUTER et al.,
1993). A inativacdo do antigeno Ki-67 leva a inibicdo da sintese de RNA
ribossémico (BROWN et al., 2002).

Originalmente definido pelo protétipo do anticorpo monoclonal Ki-67 que
foi gerado pela imunizacdo de camundongos com nucleo de células de
linhagem L428 de linfoma de Hodking. O nome é derivado da cidade de
origem (Kiel, Alemanha) e o niumero do clone original identificado na 672 placa
de cultura tecidual (BROWN et al., 2002).

Ele é expresso durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2
e mitose) mas esta ausente na fase GO, em que a célula estd em repouso
(SCHOLZEN et al.,, 2000). Durante a interfase, pode ser detectado



25

exclusivamente no ndcleo celular, enquanto em mitose € relocada para a

superficie dos cromossomos. (BROWN et al., 2002).

O uso do Ki-67 estd restrito ao tecido fresco, pois o epitopo nao
sobrevive a fixacao histolégica de rotina. O MIB-1, é um anticorpo monoclonal,
qgue reconhece o epitopo do Ki-67 e que foi desenvolvido para marcar esta
proteina em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina e em tecidos
rotineiramente processados com recuperacdo antigénica (CATTORRETTI et
al., 1992).

Varios estudos tém mostrado uma correlacéo entre a expressao do ki-67
com a agressividade tumoral, metistases e valor prognéstico de uma
variedade de tumores malignos, como cancer de mama (PAKSQY et al., 2012),
pancreatico (McCALL et al., 2013) e CCEO (NADERI et al., 2014, PATEL et
al., 2014).

Naderi et al. (2014) investigaram a relacdo entre expressdo do Ki-67 e a
infiltrac&o eosinofilica com as caracteristicas clinicas do CCEO, por meio de 24
blocos parafinados. Os resultados mostraram gque ndo houve nenhuma relacao
significativa entre idade, género, diferenciacdo histopatolégica, o niumero de
eosindfilos e a expresséo do Ki-67. Uma relacdo positiva foi encontrada entre o
namero de células positivas para o Ki-67 e o numero de eosindfilos e também
uma relacdo positiva entre o comprometimento de linfonodos com as células

eosinofilicas e as células positivas para o Ki-67.

Patel et al. (2014) investigaram a expressdo da proteina p53 e do
antigeno ki-67 nas DOPM e no CCEO, utilizando 30 casos de CCEO, 03 de
DEO leve, 03 de DEO moderada, 03 de DEO severa e 05 com mucosa normal
para controle. Em CCEO, demonstraram uma co-expressao e correlagdo entre
p53 e Ki-67, sugerindo que a alteracdo do p53 leva a um aumento da
proliferagao celular. A forte correlagdo encontrada entre a expresséo do p53 e
Ki-67 e as DOPM e o CCEO, sugere que podem ser utilizados como uteis

marcadores na transformacéo maligna de lesbes displasicas.

Uma forte associacdo da proliferagcdo celular € evidenciada pela

expressdo do imunomarcador Ki-67 em DOPM e CCEO em comparacdo a
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mucosa normal. Sua expressdo esta aumentada em displasias e CCEO
quando comparado com a mucosa normal (AHMED et al.,, 2014). Varios
autores mostraram que o ki-67 esta sobre-expresso na camada suprabasal do
epitélio e um aumento de sua expressdo com a severidade da displasia
(GONZALEZ et al., 2000; DWIVEDI et al., 2013; BIRAJDAR et al. 2014).

Gonzalez et al. (2000) avaliaram a expressédo suprabasal do ki67 no
epitélio adjacente de 74 casos de CCEO. Encontraram epitélio normal em 19
casos, 38 casos hiperplasicos e 37 displasicos (20 DEO leve, 12 moderada e 5
severa). No epitélio normal, a expressao do Ki-67 estava presente em 9 casos
e ausente em 10. No epitélio hiperplasico, 18 casos estavam presentes e
ausente em 20. O epitélio displasico, esteve presente em 27 casos, sempre na
camada basal e suprabasal e ausente em 10 casos. Todos o0s casos de
displasia moderada e severa expressaram ki-67 na camada basal e
suprabasal. Os resultados mostraram uma significativa associacdo entre a

expressao suprabasal do Ki-67 com a presenca e gravidade da displasia.

Dwivedi et al. (2013) avaliaram a expressdo do Ki-67 na DEO e no
CCEO, utilizando 30 casos de DEO, 15 de CCEO e 05 de mucoca oral normal.
Os resultados mostraram que a expresséo do Ki-67 nas camadas suprabasais
aumentou de acordo com o0 aumento da graduacédo da DEO e do CCEO. Isso
evidencia que o ki-67 pode fornecer critérios objetivos para determinar a
gravidade da DEO e a graduacéo histolégica do CCEO e que a camada basal e
suprabasal parecem ser o compartimento do epitélio mais adequado pra
investigar a possibilidade de modulacdo da proliferacdo de células em lesbes

precursoras.

Birajdar et al. (2014) utlizaram o Ki-67 para tentar demonstrar a
presenca, localizacdo e o padréo de proliferacao celular em diferentes graus
histoldgicos de DEO, CCEO e em epitélio oral normal. Foram analisados 20
casos de CCEOQO, 60 casos de DEO (30 de baixo risco e 30 de alto risco) e 20
casos de mucosa oral normal. A expressao do Ki-67 foi vista na camada basal
e parabasal em epitélio de mucosa oral normal, se estendendo para a camada
espinhosa nas DEO, propondo que pode ser usado no seu diagnéstico. O
indice de marcacao aumentou dos casos de DEO de baixo risco para alto risco.
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Nos casos de CCEO, foi expresso mais na periferia dos ninhos tumorais, onde
sdo observadas células indiferenciadas e frequentes mitoses, do que nas
células centrais, que apresentam uma capacidade de queratinizacdo. Essa
correlacdo e a variacdo na quantidade de expressao, indica que a expressao

do Ki-67 pode ser util no diagndstico e prognastico do CCEO.

Ahmed et al. (2014) avaliaram a expressao do Ki-67 e do EMMPRIN e
sua correlacdo com os parametros clinico-patolégicos em 35 casos de CCEO.
Foi encontrada uma alta expresséao do ki-67 no front invasivo, onde ocorre uma
série de caracteristicas moleculares (ganho ou perda de moléculas de adeséo,
secrecdo de enzimas proteoliticas, aumento da proliferacao celular e iniciacédo
da angiogénese) e morfologicas que irdo refletir em uma melhor progressao
tumoral do que em outras partes do tumor. Além disso, houve uma relacao
estatisticamente significativa entre a expressdo do Ki-67 e a graduacéo
histol6gica do CCEO. Os resultados sugerem que a sua expressao em CCEO
€ significante e util em predizer o grau histolégico de diferenciacdo, o
prognostico da lesé@o e a determinacéo das taxas de sobrevida.

Dragomir et al. (2012) analisaram 34 casos de CCEO, sendo que 11
casos apresentavam DEO adjacente a lesdo. A imunoexpressao do p53 e pl16
nao revelou diferenca estatisticamente significativa entre os parametros clinicos
(idade, habitos, localizacdo da lesdo) ou histopatoldgicos (graduacdo da DEO e
do CCEO). Somente o Ki-67 teve maior expressdo com a diminuicdo do grau
de diferenciacdo tumoral e com o elevado grau da DEO. O estudo evidenciou a
importancia da imunomarcacédo do pl6 para identificar lesdes displasicas e o
valor preditivo do p53 e Ki-67 para reconhecer as formas mais agressivas de
CCEO.

Ha uma necessidade de incorporar biomarcadores preditivos no atual
estadiamento tumoral para identificar pacientes com maior risco de recidivas e
pobre sobrevida ou que necessitem de tratamento mais agressivo e um

monitoramento mais proximo (YU et al., 2015).

O entendimento das proteinas expressas na fase de proliferacao,
avaliadas em lesGes precursoras do CCEO pode esclarecer as fases iniciais,

tornando foco de acdo na prevencdo do cancer de boca, identificando



28

pacientes com maior risco de recidivas e pobre sobrevida ou que necessitem
de tratamento mais agressivo e um monitoramento mais proximo (YU et al.,
2015). Além disso, pode prever a resposta a terapia, ajudando a otimizar o
tratamento, melhorando os resultados e evitando exposicées desnecessarias a
potenciais toxicidades (TANAKA et al., 2011).

Atualmente, ndo ha uma unica proteina que funcione de forma eficaz
como um marcador de transformacgédo maligna em leucoplasia. Isso se deve a
natureza do desenvolvimento do CCEO, que acontece em eventos
multipassos. Por isso, parece necessaria a busca simultanea de multiplas
expressdes em amostras clinicas para encontrar marcadores que podem
melhor prever o risco de transformacédo maligna da leucoplasia (LAMEIRA et
al., 2014).

2.6.2 PODOPLANINA

Uma caracteristica proeminente do comportamento maligno é a
capacidade das células tumorais em metastatizar para outros Orgdos. As
metastases de varios carcinomas humanos, incluindo o CCEO, ocorrem
principalmente através do sistema linfatico (WARNAKULASURIYA et al., 2008).
O estado do linfonodo em vérios tipos de cancer mostra um impacto direto
sobre o prognoéstico e a estratégia terapéutica. Ha aproximadamente 15 anos,
havia uma lacuna com relacdo ao entendimento do sistema linfatico em nivel
molecular, devido a falta de marcadores epiteliais linfaticos. A introducdo de
marcadores como a podoplanina (PDPN) explorou os vasos linfaticos
presentes em areas tumorais e peritumorais, € 0 progndstico de diversas
doencas malignas, tais como o melanoma maligno, carcinoma epiderméide de
cabeca e pescoco, cancer de mama e adenocarcinoma gastrico (RAICA et al.,
2008).

A podoplanina (também conhecida como Aggrus, M2A, E11, GP38) é
uma sialoglicoproteina transmembrana do tipo |, de 38 kDa, constituida por 162
aminoacidos (KAWAGUCHI et al., 2008; BARTULI et al., 2012). Apresenta um

dominio extracelular rico em residuos de Serina e Treonina, um Unico dominio
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que atravessa a membrana hidrofébica e um curto dominio intracelular,
composto por apenas 09 aminoacidos, que sera local de recrutamento das
proteinas da familia ezrina, radixina e moesina (KANEKO et al., 2006,
KANEKO et al., 2007).

O D2-40 é um anticorpo monoclonal que detecta o epitopo de fixacdo na
podoplanina e que tem sido muito utilizado para a marcagcdo especifica do

endotélio linfatico, em materiais fixados ( DUMOFF et al., 2006).

Fisiologicamente, a podoplanina parece ter um papel multifacetado no
desenvolvimento embriogénico e crescimento de varios 6rgdos como o0s do
sistema linfatico, pulmdes e coracdo em seres humanos. Na vasculogénese,
tem um papel crucial na separacdo do sistema linfatico do circulatério
sanguineo (SWAIN et al., 2014).

Uma variedade de citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6, IL-22) e
fatores de crescimento (TGF-B, TGF-B1, IFN-y) estdo associados com a
regulacdo da expressao da PDPN (HONMA et al., 2012).

O Unico receptor conhecido para PDPN é o CLEC-2, uma lectina tipo C
expressa pelas plaquetas, neutréfilos e células dendriticas (ACTON et al.,
2012). A agregacao plaquetaria € proposta como um dos mecanismos com
potencial de influenciar a metastase tumoral devido a protecdo das células
tumorais durante seu transito pela corrente sanguinea, mediar a adesao ao
endotélio vascular, evasdo da imunovigilancia e liberacdo de varias moléculas
bioativas para facilitar o extravasamento de células tumorais e crescimento em
locais metastaticos (SWAIN et al., 2014). No entanto, o efeito desta interacdo
ainda nao foi completamente estabelecido, necessitando de mais pesquisas
dado que in vivo, muitas células PDPN+ sdo expostas a sinais CLEC-2.
(ASTARITA et al., 2012).

Embora o seu papel exato na iniciagdo do cancer permanece aberto a
discussfes, o mecanismo intrinseco como ativacéo de vias de sinalizacédo pode
contribuir tanto na iniciagdo quanto progressdo tumoral. Em queratinocitos
humanos, a podoplanina ndo interage diretamente com a actina, mas via

proteinas ERM tais como ezrina, radixina e moesina, que funcionam como
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conectores entre as proteinas da membrana e a actina do citoesqueleto
(FEHON et al., 2010). Devido ao curto dominio intracelular,é dificil imaginar que
existam muitas vias de sinalizacdo para a PDPN, que ndo seja pelas proteinas
ERM, simplesmente devido as restricbes espaciais (ASTARITA et al., 2012).

Estudos tem mostrado (Figura 4) que a super expressao da
podoplanina pode levar ao aumento da fosforilagdo de ezrina ou ativacdo de
GTPases, principalmente RhoA, que estimula a polimerizacédo e
remodelamento da actina do citoesqueleto, levando a formacao de um fenétipo
pro-migratério observado nas células cancerigenas (MARTIN-VILLAR et al.,
2005; RAICA et al., 2008). Assim, tem sido postulado a sua capacidade de
induzir a invasdo e migragao celular pelo remodelamento da actina do
citoesqueleto, mesmo na presenca da E-caderina (WICKI and CHRISTOFORI,
2007; INOUE et al., 2012).
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Figura 4: Agdo da podoplanina na tumorigénese e metéstase. Citocinas pro-inflamatoérias e
fatores de crescimento agem como reguladores positivos da transcricio da PDPN. A
superexpressdo da PDPN pode induzir a fosforilacdo da proteina ERM ou a ativagédo da Rho
GDP/GTP pela Rho GTP quinase. O efeito sobre Rac-1, Rho-A e cdc-42 estimula a
polimerizacdo da actina levando a formacdo de filopodia. Através da indugdo de
metaloproteases da matrix, a PDPN também acelera o processo de metastase.

Fonte: Swain, Niharika, et al. (2014).

A podoplanina é expressa em células normais, tais como células
mesoteliais, plexo cordide, ostedcitos, células dendriticas foliculares e células
escamosas da pele, eséfago e colo do Utero. Na cavidade oral, € expressa
somente em células endoteliais linfaticas (SCHACHT et al., 2003) ou células
mioepiteliais de glandulas salivares normais (TSUNEKI et al., 2013).

Esta molécula transmembrana também €& expressa em varias neoplasias
tais como linfangioma, angiosarcoma, carcinoma do ovario, carcinoma
testicular, mesotelioma, astrocitoma, e CECs da pele, pulméao, colo uterino, do
esbfago, e da laringe (INOUE et al., 2012). No entanto, a ligagcdo da sua
expressado com o prognéstico clinico em CCEs nao tem sido consistente e a
sua funcao biolégica pode variar entre os diferentes tipos de cancer. Em CCEs
da pele, cavidade oral, es6fago e em estagio inicial do carcinoma de laringe, a
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sobre-expressdo da podoplanina tem sido correlacionada com um pobre
resultado clinico, enquanto que entre os pacientes com CEC do pulméo,
agueles com tumores podoplanina-positiva mostram uma melhor sobrevida
global (SHIMADA et al., 2009). Em pacientes com carcinoma epidermoide de
colo uterino (DUMOFF et al.,, 2006) e carcinoma avangado de laringe
(RODRIGO et al., 2010), baixos niveis de podoplanina estdo associados com a

presenca de invasdao linfatica.

Estudos mostraram a expressao da podoplanina em lesdes hiperplasicas
e displasicas adjacentes aos carcinomas de células escamosas orais primarios,
levantando a questdo de que a sua expressao pode ocorrer na tumorigénese
oral e desempenhar uma funcao biolégica na transformac&o maligna (YUAN et
al., 2006; RAICA et al., 2008; KAWAGUCHI et al., 2008).

Em ameloblastomas, tumores queratocisticos odontogénicos, e
adenoma pleomorfico de glandula salivar humana, que s&o todos
caracterizados como lesGes benignas, mas localmente invasivos, foi
demonstrado um aumento da expresséo da podoplanina (GONZALEZ-ALVA et
al., 2010, OKAMOTO et al., 2010; TSUNEKI et al., 2013).

Recentemente, estudos reportaram a sobre-expressao da podoplanina
em lesGes orais com potencial de malignizacdo como leucoplasia oral,
eritroleucoplasia oral, carcinoma in situ, e liguen plano (SHI et al., 2010;
FUNAYAMA et al., 2011; KREPPEL et al. 2012; FENG et al.,, 2012; de
VICENTE et al, 2013). Essas evidéncias sugerem o uso da podoplanina como
um promissor biomarcardor para o risco de cancer oral em pacientes com

lesGes com potencial de malignizacao.

Kawaguchi et al. (2008) em um estudo prospectivo de 7,5 anos de
acompanhamento relataram forte associacdo entre a alta expressdo da
podoplanina e o desenvolvimento de cancer oral em leucoplasias orais. Um
estudo retrospectivo conduzido por Kreppel et al. (2012) também detectou
resultados semelhantes ao estudo anterior. Os autores avaliaram se a
expressao da podoplanina em bidpsias poderia servir como um biomarcador
para prever o risco de transformacgéo maligna em 60 pacientes com leucoplasia

oral e sem nenhum tratamento prévio da les&o. A alta expresséo foi associada
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com a transformac&o maligna e com o aumento da gradacéo histopatoldgica da
DEO. Para o CCEO, a taxa de sobrevida de 5 anos diminuiu de 100% com
nenhuma expressao para 41,7% em pacientes com altos niveis de expressao.
Porém, a localizacdo da lesdo e os habitos dos pacientes como consumo de
alcool e o tabaco ndo mostraram associacao significativa com a expressao da

podoplanina.

Martin-Villar et al. (2005) notaram pela primeira vez a expressao
heterogénea de PDPN restrita no front tumoral de uma amostra de tecido de
CCEO com sub-regulacdo de E-caderina induzindo a redistribuicdo de ezrina
para as bordas da célula, formacdo de protrusées na superficie celular e

reduzida adesividade célula-célula dependente de Ca?®" .

Yuan et al. (2006) relataram significativa correlagdo entre a alta
expressdo de PDPN, metastase em linfonodos e taxa de sobrevida
exclusivamente em CCEO. Um estudo semelhante realizado por Kreppel et al.
(2010) também encontrou forte associacdo entre as variaveis acima
mencionadas. A sobrevida global em 5 anos (31%) para os pacientes com
tumores com altos niveis de expressdo PDPN foi significativamente menor do
que os pacientes com baixo e moderado expressédo de PDPN (93 e 65%,

respectivamente).

Prasad et al. (2015), em um estudo retrospectivo de 30 casos de CCEO,
avaliaram a expressdo da PDPN em diferentes graduacdes histolégicas e
correlacionaram com parametros clinicos como idade, sexo, localizacdo e
habitos dos pacientes. A alta expressdo da PDPN nos CCEO sugere uma alta
frequéncia de metéstases e um status imaturo na diferenciacdo do CCEO.

Desta forma, a caracterizacdo da expresséo da podoplanina e do Ki-67
nas DOPM, nos CCEOs e em seus respectivos tecidos perilesionais e
peritumorais, € uma tentativa de tragar um espectro, buscando um melhor
entendimento do processo de carcinogénese oral. Para as DOPM, levanta a
possibilidade em predizer o verdadeiro risco de malignizacdo, pelo aumento
dos parametros clinicos e histoldgicos estabelecidos, podendo ser util no
diagnéstico, prognadstico, no direcionamento do tratamento e acompanhamento.

No CCEO, podera delinear de forma mais precisa o diagndstico, prognostico,
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progressdo tumoral, as possiveis metastases, além de poder também

direcionar o tratamento e o acompanhamento.
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3 - OBJETIVOS

3.1

3.2

- Objetivo geral

Caracterizar a expressao molecular do ki-67 e da podoplanina nas
DOPM e seus tecidos perilesionais e nos CCEOs e seus tecidos

peritumorais.

Objetivos especificos
Verificar a gradacao histopatologica das DOPM e da sua margem

perilesional clinicamente sadia;

Verificar a gradacdo histopatolégica dos CCEO e da sua margem
peritumoral clinicamente sadia;

Analisar qualitativamente e quantitativamente as expressdes das
proteinas Ki-67 e podoplanina nas DOPMs e CCEOs e suas margens
livres;

Comparar a expressédo do Ki-67 e da podoplanina entre as DOPM e
seus tecidos perilesionais;

Comparar a expressdes do Ki-67 e da podoplanina entre os tecidos
tumorais e peritumorais dos carcinomas de células escamosas orais;
Comparar a expressao do Ki-67 e da podoplanina entre as DOPM e o0s
seus tecidos perilesionais e os CCEO e seus tecidos peritumorais.
Correlacionar as caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes com 0s
graus histopatoldgicos da DOPM e CCEO e a expressao imuno-
histoquimica do Ki-67 e da podoplanina.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi realizado apos aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (CEP/UFES) sendo a
pesquisa conduzida de acordo com as Resolucdes 196/96 e 411/2011 do
Conselho Nacional de Saude (CNS).

4.2 - OBTENCAO, SELECAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O delineamento do estudo consistiu em um estudo seccional, descritivo-
analitico, observacional, quantitativo, cego, de cunho clinico e histopatolégico
dos casos encaminhados ao Nucleo de Diagnéstico Bucal — NDB/UFES, com
suspeitas de diagnosticos clinicos de leucoplasias, eritroplasias orais, queilites
actinicas e carcinomas de células escamosas orais, atendidas no periodo de
Maio de 2013 e Julho de 2014. Pacientes maiores de 18 anos e que tenham
assinado o TCLE (APENDICE A), foram incluidos no estudo. O critério de
exclusdo da amostra foram lesdes com diagndsticos microscopicos diferentes
de leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e CCEO.

Os pacientes com as lesfes suspeitas clinicas incluidas no estudo foram
biopsiados no NDB por um mesmo cirurgido-dentista, habilitado para tal
procedimento, sob anestesia local, respeitando os principios cirirgicos basicos.

As lesbes suspeitas de DOPM acima de 1,0 cm foram submetidas a
biépsia incisional, com remocdo da parte clinicamente mais representativa da
lesdo e uma parte da margem perilesional clinicamente sadia. As lesdes com
até 1,0 cm foram submetidas a uma bidpsia excisional, incluindo também uma
parte de margem perilesional clinicamente sadia. Nos casos que apresentaram
quadro clinico compativel com CCEO foram realizadas bidpsias incisionais
removendo uma parte da lesdo suspeita e uma parte perilesional de margem

clinicamente normal.
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Os espécimes cirargicos foram fixados em formol tamponado a 10% por
24 horas, registrados e codificados no Servico de Anatomia Patologica Bucal
da UFES para posterior macroscopia e processamento histotécnico no

Laboratério Multiusuario do Departamento de Morfologia da UFES.

Os dados clinicopatologicos dos pacientes foram coletados durante o
exame clinico e, posteriormente, transferidos para uma ficha estruturada
especificamente para a pesquisa (APENDICE B). Foram incluidos: idade,
género, cor/raca, tabagismo (tipo/tempol/frequéncia), etilismo
(tipo/tempo/frequéncia) e a localizagdo da lesdo. Foram considerados
tabagistas os individuos que relataram o consumo de tabaco, em qualquer
forma de apresentacdo, pelo menos uma vez ao dia, e etilistas os pacientes
que relataram fazer uso de qualquer tipo de bebida alcodlica diariamente.
Aqueles que ndo ingeriam bebida alcodlica e/ou ndo fumavam ha pelo menos
01 ano foram considerados ex-etilistas e ex-tabagistas, respectivamente
(CINTRA et al., 2013).

Apés avaliacdo e emissao do laudo histopatoldgico, 0os pacientes com
diagndstico microscopicos de lesbes benignas foram tratados e acompanhados
no Nucleo de Diagndstico Bucal ou nas Clinicas de Estomatologia e Cirurgia
Bucomaxilofacial 1, atividade prevista no conteldo programatico dessas
disciplinas. Os pacientes com diagnostico final de lesbes malignas foram
encaminhados ao Hospital Santa Rita (Vitéria/ES). Além disso, outros
encaminhamentos foram realizados quando a doenca envolvia uma equipe
multidisciplinar.

Considerando-se os critérios de inclus@o e exclusao acima descritos, um
total de 35 espécimes se enquadraram no presente estudo, com 25 casos de
DOPM e 10 casos de CCEO.
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4.3 - ESTUDO MORFOLOGICO

Apés o processamento histotécnico, os espécimes foram emblocados
em parafina para posterior obtencdo dos cortes histolégicos; montagem em
laminas de vidro; coloracdo em Hematoxilina-Eosina (H&E) e analise

microscopica.

4.3.1 - Técnica de rotina (Hematoxilina & Eosina)

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia com micrétomo
rotativo Leica RM 212 RT (Leica Biosystems Nussioch GmbH, Munique,

Alemanha) para obtencéo de cortes seriados uniformes de 5um de espessura.

ApOs microtomia, 0s cortes passaram por uma solucdo de alcool 30%
com a finalidade de estic4-los; depois foram imersos em banho-maria a 45°C
(Lupetec BH 05) e pescados com laminas néo silanizadas (Global Glass -
Global Trade Technology) que foram previamente limpas com &lcool 70%, e
devidamente identificadas. As laminas foram mantidas em estufa (FANEM 900

kw, modelo 310, Brasil) por 24 horas, a 40°C para secagem.

Em seguida, as laminas foram desparafinizadas em estufa a 60°C por 40
minutos, colocadas em bercos apropriados e passaram pela sequéncia de
solugdes descritas no protocolo da Hematoxilina-Eosina (H&E) adotado pelo
Grupo de Estudos em Patologia Bucal da UFES, descrito a seguir:

e Desparafinizacdo em Xilol Puro (3 banhos de 3 minutos cada um);

e Imersdo em solucdo de Alcool/Xilol (proporcdo 1:1, durante 3

minutos);

e Hidratacdo em banhos com concentracdo decrescente de &lcool:
alcool absoluto (2 banhos de 3 minutos cada um) e alcool 96% (3
minutos);

e Lavagem em agua corrente por 3 minutos;

e Imersdo por 6 minutos em Hematoxilina de Harris (previamente

filtrada) seguida de lavagem rapida em agua e logo apos, mergulho
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rapido em alcool acido (1% de HCl e 99% de etanol);

e Enxague em agua corrente por 10 minutos e imersdao em Eosina por
3 minutos;

e Lavagem rapida para retirada do excesso de corante;

e Desidratacdo das laminas em alcool: alcool 96% (1 minuto) e &lcool
absoluto (2 banhos de 2 minutos cada);

e 1 banho de Alcool/Xilol (proporcédo 1:1) de 2 minutos;

e 3 banhos de Xilol puro, com imersdo de 2 minutos cada.

e Montagem das laminas em meio de montagem Permount (Fisher
Scientific). Os excessos deste foram removidos e as laminas foram

etiquetadas e guardadas para secagem completa.

4.3.1.1 - FORMACAO DOS GRUPOS

Apés andlise histopatologica das lesdes, dois grupos experimentais
foram compostos: DOPMs (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica) e
CCEOs. As laminas foram previamente cegas de forma aleatéria, por um
examinador, e identificadas pelo grupo e pelo caso, para que ndo houvesse
interferéncia na analise dos dados:

Grupo G1: Desordens  orais com potencial  de
malignizacdo(DOPM)

Grupo G2: Carcinoma de células escamosas oral(CCEO)

4.4 - ANALISE HISTOPATOLOGICA

4.4.1 - Critérios para diagnéstico e classificacdo das DOPMs

A analise descritiva dos aspectos histopatolégicos dos cortes das DOPM
foi realizada, por um observador previamente calibrado, em um microscopio
optico (Olympus AX70, Olympus America Inc.,,NY, USA), para avaliar a
presenca e o grau de DEO. O indice Kappa intra-examinador obtido foi de 0,8.

Foram avaliadas, a area da lesdo propriamente dita e area perilesional.
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Os casos conflitantes foram revistos e acordados com um outro observador.

As laminas foram avaliadas microscopicamente seguindo o0s critérios
citolégicos e arquiteturais preconizados pela OMS (2005) (Quadro 4) e a
classificacdo da DEO foi estabelecida utilizando-se o sistema de gradacao da
OMS (2005), conforme descrito no Quadro 5.

Quadro 4 - Critérios morfoldgicos e citoldégicos utilizados para o diagndstico da DEO
segundo OMS

Alteracdes teciduais e da . o
_ o Alterac0Oes citologicas
arquitetura epitelial

Estratificacéo epitelial irregular Anisonucleose

Perda da polaridade das células ]
Pleomorfismo nuclear

basais
Hiperplasia das células basais Anisocitose
Cristas epiteliais em forma de gota Pleomorfismo celular
Aumento do nimero de mitoses Relagdo nucleo/citoplasma aumentado
Mitoses anormais Nucleo aumentado
Disqueratose Figuras atipicas de mitose

Pérolas de queratina nas cristas i i
o Nucléolos aumentados em nimero e tamanho
epiteliais

Hipercromatismo

Fonte: Warnakulasuriya et al. (2008) — Adaptado

Quadro 5 - Gradacéo da DEO segundo OMS (2005)

Classificacao do grau de displasia epitelial oral preconizado pela OMS

Leve Aﬁéragoes na arqwfe[ura eplfe Tal imitada ao [ergo inferior do ep'lféllo
Moderada Alteragoes na arquitetura epitelial estendem-se ate o terco medio do epitelio.
Severa Alteracoes na arquitetura epitelial observada em mais de dois tergos do epitéelio.

Fonte: Barnes et al. (2005).

4.4.2 - Critérios para diagnoéstico e gradacdo de malignidade tumoral para
o CCEO

A avaliacao e interpretacao histomorfolégica dos CCEOs foi realizada de
acordo com o sistema de gradacdo histolégica de malignidade (SGHM)
proposto por Bryne et al. (1992), baseado nos critérios como grau de
queratinizacdo, pleomorfismo nuclear, niumero de mitoses, padrdo de invaséo

e infiltrado inflamataério.
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Entre os aspectos microscopicos do CCEO propostos pelo sistema de
gradacdo histolégica de malignidade tumoral de Bryne (1992), foram adotados
0S seguintes critérios: queratinizacdo celular (disceratose), formacéo de pérolas
corneas, mitoses atipicas, pleomorfismo celular e nuclear, associados aos
parametros numeéricos e de percentual, resultando em critérios que permitiram
uma analise semi-quantitativa. Em virtude do material em estudo ser oriundo
de biopsias incisionais, os parametros fundamentados com relacdo a resposta
do hospedeiro frente ao tumor, como invasao tumoral e infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario foram excluidos com a finalidade de ndo comprometer a
andlise. Os critérios e 0s escores adotados para realizar a graduacgao
histopatolégica dos casos da amostra sdo mostrados no Quadro 6.

Quadro - 6: Critérios para classificacdo de malignidade tumoral do CCEO proposto por
Bryne et al. (1992).

Classificacdo de malignidade tumoral proposto por Bryne

PARAMETROS

X ESCORES ATRIBUIDOS
MORFOLOGICOS

1 2 3 4
Intensa Moderada Minima Ausente
Disceratose >50% 20-50% 5-20% 0-5%
das células das células das células das células
Pouco Moderado Abundante Extremo
Pleomorfismo nuclear >75% 50-75% 25-50% 0-25%
e celular das células das células das células das células maduras
maduras maduras maduras
Mitoses atipicas 0Dal 2a3 4a5 >5
Numerosas Moderadas Minimas Ausentes
Perolas corneas >5 4-5 2-3 0-1

Fonte: Bryne et al., (1992) - Adaptado

Os escores de cada parametro foram somados para obter uma
pontuacgéao final de malignidade de cada caso, que variou de 4 a 16 pontos. Os
espécimes tumorais foram entéo classificados como bem diferenciados (escore

entre 4 e 6), moderadamente diferenciado (escore entre 7 e 10), pobremente
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diferenciado (escore entre 11 e 14) e indiferenciado (escore entre 15 e 16),

conforme apresentado na Quadro 7.

Quadro 7 - Classificacao histopatolégica do CCEO segundo Bryne et al., (1992)

Classificagcdo do CCEO segundo a somatoria dos escores
VALORES GRADUA(;AO HISTOLOGICA
Somatorio entre 4 e 6 Bem diferenciado
Somatorio entre 7 e 10 Moderadamente diferenciado
Somatério entre 11 e 14 Pouco diferenciado
Somatoério entre 15 e 16 Indiferenciado

Fonte: Bryne et al. (1992) - Adaptado

Esta classificacdo consiste numa adaptacdo realizada a partir da
metodologia proposta por Bryne et al. (1992) e Barnes et al. (2005),
representando uma tentativa de reduzir as variaveis que induzem a uma maior
subjetividade, menor reprodutividade e erros de amostragem no presente

trabalho.

4.4.3 - Identificacdo da zona de transicdo entre lesdo propriamente dita e
tecido perilesional

A padronizacdo das zonas a serem avaliadas do CCEO (leséo
propriamente dita e margem clinicamente sadia) foi realizada com o auxilio de
um microscopio binocular Olympus AX70, Olympus America Inc., NY, USA, em
objetiva de 10x e 20x, marcando o ponto do inicio da invasdo tumoral com
uma linha imaginaria tracada perpendicular a superficie epitelial. Quando havia
epitélio clinicamente sadio em ambos os lados da lesdo, foi considerado

apenas o lado com maior nimero de atipias epiteliais.

Para as DOPMs, devido aos insuficientes critérios para definir com
clareza a zona de transicdo, considerou-se uma extremidade como o tecido
perilesional e a outra parte como a lesdo propriamente dita, para os casos de
biépsias incisionais. Quando se tratava de bidpsias excisionais, uma das
extremidades foi desconsiderada, por se tratar de margem de tecido
clinicamente sadio e uma regido central foi considerada como a leséo

propriamente dita.
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As laminas coradas em H&E foram examinadas em um microscopio
optico binocular (Axioskop 2 plus (Zeiss, Jena, Alemanha) em objetiva de 20x e
40x e as fotomicrografias representativas foram tiradas com uma camera
digital (Axiocam ERc5s (Carl Zeiss Vision GmgH, Alemanha) acoplada ao
microscopio. As imagens foram capturadas para um microcomputador através
de um software de aquisi¢do e andlise de imagens (AxioVision Release 4.8.2 -
Carl Zeiss Vision GmgH, Alemanha) e salvas no formato TIFF (Tagged Image

File Format) para posterior analise.

4.5 - ESTUDO IMUNO - HISTOQUIMICO

Todos o0s blocos de parafina selecionados foram cortados com
microtomo rotativo Leica RM 212 RT (Leica Biosystems Nussioch GmbH,
Munique, Alemanha) na espessura de 3um no Laboratério de Biologia do
Desenvolvimento e Tumorigénese do Departamento de Morfologia/UFES e o
material obtido foi colocado sobre laminas silanizadas (Starfrost® - Waldemar

Knittel, Alemana).

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas no Laboratorio de
Patologia Oral do Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP, Piracicaba/SP, Brasil). Os anticorpos primarios, as
especificacdes, o0s sistemas de recuperacdo antigénica e o0 sistema de

amplificacdo de cada anticorpo encontram-se descritos no Quadro 8.

Quadro 8 - Detalhes sobre os anticorpos fabricantes, clones, diluicdes e os sistemas de
recuperacao antigénica e de amplificagéo utilizados no estudo imuno-histoquimico

Anticorpo Fabricante Clone Diluicao Recuperacao antigenica Ampliicacao
K67 Dako MIB-T T:100 PPE T57ac. citr.JpH6.0 Advance (DAKO)
D2-40 Dako D2-40 1:100 PP 3'/ac. citr./pH6.0 LSAB (DAKO)

PPE 15’/ac. citr./pH6.0 = Panela de presséao elétrica 15 minutos em acido citrico pH 6.0.
PP 3’/ac. citr./pH6.0= Panela de pressédo 3 minutos em acido citrico pH 6.0.

Inicialmente, os cortes foram desparafinizados com 2 sequéncias de xilol

por 10 minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em solucdo de
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concentracbes decrescentes de etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e
posteriormente foram lavados em agua corrente por 5 minutos. A recuperacao
antigénica foi realizada de acordo com protocolos previamente estabelecidos
no Laboratério de Patologia Oral da FOP-UNICAMP para cada anticorpo
(Quadro 8).

Apoés a recuperacao antigénica os cortes ficaram em repouso durante 20
minutos em temperatura ambiente; foram lavados em agua corrente e 4gua
destilada, por 5 minutos, cada e a atividade da peroxidase endogena foi
bloqueada utilizando peroxido de hidrogénio (H,O,) 20 volumes em 5
incubacbes de 5 minutos cada. ApdOs a inativacao da peroxidase enddgena, 0s
cortes foram lavados em &gua corrente (5 minutos) e &gua destilada (5
minutos) e colocados em solucéo salina tamponada com fosfato (phosphate-
buffered saline: PBS pH 7,4) por 5 minutos. Os cortes foram entdo incubados
com os anticorpos primarios, diluidos em albumina sérica bovina (BSA) a 1%,
em camara umida por 16 horas a 4°C. ApOs a incubacdo os cortes foram
lavados em PBS com 03 trocas de 01 minuto cada.

O processo de incubacdo com o anticorpo secundario foi diferente entre
0 Ki-67 e 0 D2-40:

Ki-67: Incubacdo com o anticorpo secundario ADVANCE (Dako) por 30
minutos a 35°C e em seguida lavados 03 vezes em PBS por 01 minuto cada.
Posteriormente os cortes foram incubados com o complexo ADVANCE-HRP

(Dako) por mais 30 minutos a 35°C.

D2-40: lincubacdo com o anticorpo secundario LSAB (Labelled
Streptavidin Biotin — Dako) por 30 minutos a 35°C em seguida lavados 03
vezes em PBS por 01 minuto cada. Posteriormente os cortes foram incubados
com o complexo Streptoavidina - Biotina - HRP - Dako) por mais 30 minutos a
35°C.

Terminada esta etapa, as laminas foram lavadas em 03 banhos de PBS
(01 minuto cada) e as reacbes foram evidenciadas com diaminobenzidina
(DAB) a 35°C por 5 minutos. Posteriormente, foram passadas em agua

destilada (02 vezes); lavadas em agua corrente por 5 minutos; contra-coradas
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com Hematoxilina de Carazzi durante 3 minutos; lavadas em agua corrente por
8 minutos para eliminar os excessos do corante; desidratadas por meio de 4
banhos em alcool absoluto, 90%, 70%, 50% (02 minutos cada); diafanizadas
em xilol I e Il com 2 trocas de 10 minutos cada e montadas em balsamo do

Canada.

Os controles positivos especificos para cada anticorpo foram utilizados
em todas as reagOes deste estudo, em tecidos sabidamente positivos, linfoma
para o Ki-67 e sarcoma de Kaposi para o D2-40.

4.6 - ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA LESAO PROPRIAMENTE DITA E
DOS TECIDOS PERILESIONAIS E PERITUMORAIS

ApGs a reacdo de imuno-histoquimica, as laminas histoldgicas de cada
caso foram escaneadas através do digitalizador histolégico ScanScope CS
(Aperio Solutions ePathology, CA, EUA), no Departamento de Anatomia
Patolégica da FOP/UNICAMP, obtendo-se imagens digitais de alta resolucao
dos cortes histolégicos e salvas em formato TIFF. As imagens foram projetadas
na tela do monitor, utilizando-se o software livre Image Scope (Aperio Software,
CA, EUA). Por meio de uma ferramenta de marcacao digital, no aumento de
10x foram delimitados 02 campos mais representativos (hot spot) tanto para a
lesdo propriamente dita das DOPMs e CCEOs respectivamente quanto para os
seus tecidos perilesionais e peritumorais (Figura 5).
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Figura 5: A: Fotomicrografia exibindo os 02 campos demarcados para a andlise imuno-
histoquimica do Ki-67, em aumento de 10x. B: Detalhe em aumento de 20x. G1-16

4.6.1 - Avaliacdo qualitativa da expresséo do Ki-67 e da Podoplanina

Para o Ki-67, foram consideradas células positivas aquelas que
apresentaram coloragcdo marrom ou acastanhada nuclear, independente da
intensidade da coloracdo (KUROKAWA et al.; 2005).

A expresséao nuclear do Ki-67 foi mensurada qualitativamente de acordo
com os 04 compartimentos epiteliais segundo DWIVEDI et al. (2013).
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- camada basal: nacleos positivos apenas sobre a membrana basal,

- camada parabasal: nucleos positivos em duas camadas acima e proximo da

membrana;
- camada suprabasal: nacleos positivos acima da camada parabasal.

As células que exibiram marcacdo membranar e/ou citoplasmatica para
a podoplanina foram consideradas como positivas. Para a avaliacdo qualitativa
da expressao do D2-40 toda a extensao da DOPM, do tecido perilesional e do
tecido peritumoral, foi analisada seguindo os critérios estabelecidos por

Kawaguchi et al. (2008), conforme descrito a seguir:
0 = nenhuma expressao observada em qualquer parte do epitélio;
1 = expressao restrita na camada basal do epitélio;

2 = expressdo observada na camada basal e na suprabasal em apenas uma

area;
3 — expressdo na camada suprabasal observada em 02 ou mais areas;
4 — expressao na camada suprabasal observada em mais de 3 areas.

Para os CCEOs, a analise topografica foi excluida tanto para o Ki-67
quanto para a podoplanina por causa da impossibilidade de observar uma
estratificacdo epitelial nestas lesbes. Esta avaliacdo qualitativa foi realizada
observando a expressdo dos marcadores moleculares em células epiteliais
neoplasicas isoladas ou agrupadas em ninhos ou corddes celulares no estroma

tumoral.

4.6.2 - Avaliacdo semi-quantitativa da expressdo do Ki-67 e da
Podoplanina

Com o auxilio do programa Imaging Processing and Analysis in Java
(ImageJ®, Nation Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) foram contadas
aproximadamente 500 células de cada campo microscopico delineado e os

dados gerados foram automaticamente transferidos para uma planilha do
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programa Excel. Em seguida, foi utilizada a seguinte formula para calcular a
proporgéo de células imunomarcadas: células positivas/nimero total de células
x 100.

A andlise semi-quantitativa do Ki-67, tanto para as DOPMs, CCEOs e
seus respectivos tecidos perilesionais e peritumorais, foi realizada
considerando 0os mesmos escores utilizados por Mahima et al.(2015), com o
intuito de reduzir possiveis distor¢des relacionadas com a heterogeneidade das

amostras.

1 - Baixa proliferagéo - < 30% de células positivas;

2 - Moderada proliferacéo - 30-50% de células positivas;
3 - Alta proliferacdo - > 50% de células positivas.

A expressao imuno-histoquimica da Podoplanina foi avaliada pelo
método semi-quantitativo de escores, baseado na soma da propor¢cdo e da
intensidade das células tumorais com imunomarcacao positiva, conforme Yuan

et al. (2006), descrito a seguir:

Para cada campo microscopico adquirido, a porcentagem de células
com imunomarcacdo positiva foi avaliada e classificada em um dos cinco

escores abaixo:

0 = auséncia de células tumorais imunopositivas;
1 =1 a 10% de células tumorais imunopositivas;

2 =11 a 30% de células tumorais imunopositivas;
3 =31 a 50% de células tumorais imunopositivas;
4 =51 a 80% de células tumorais imunopositivas;

5 =81 a 100% de células tumorais imunopositivas.

Posteriormente, a intensidade da imunomarcagdo foi avaliada e

classificada em um dos trés escores abaixo:

0 — auséncia de imunomarcacao;

1 — imunomarcacéo fraca;
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2 — imunomarcacao moderada,;

3 — imunomarcacéo forte.

Por fim, os dados brutos foram entdo convertidos a um escore de
imunoreatividade aleméao (IRS), multiplicando os escores de quantidade e de
intensidade.

Esse escore final pode variar de 0 a 15 e foi adotada dicotomizacao proposta
por

PATIL et al., 2015:

1 - Escore 0 a 6 = fraca reatividade

2 - Escore igual ou maior que 7 = alta reatividade

4.7 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicopatolégicos dos pacientes e os resultados obtidos com a
analise histomorfolégica e imunohistoquimica foram digitalizados em uma
planilha eletrbnica Excel (Microsoft Office 2010) e posteriormente exportados

para um programa computacional estatistico IBM SPSS Statistics version 21.

A analise estatistica foi iniciada pela caracterizagdo do perfil social e

clinico dos pacientes através da frequéncia observada e porcentagem.

Para verificar se os escores do ki-67 lesdo e margem e D2-40 leséo e
margem do grupo de carcinoma de células escamosas orais (CCEO) e
desordens orais com potencial de malignizacdo (DOPM) diferem-se entre os
fatores (sexo, faixa etéria, raca, tabagismo, etilismo e exposicdo solar),
requereu-se dos testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. Para verificacdo
das diferencas entre o par(es) encontrado(s) no teste de Kruskal-Wallis,
utilizou-se o teste de comparacdes multiplas de Tukey.

A comparacédo entre o ki-67 lesdo com o ki-67 margem e D2-40 leséo
com o D2-40 margem do grupo CCEO foi realizada pelo teste de Wilcoxon para
amostras pareadas. As mesmas comparacdes foram realizadas para o grupo
DOPM.
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O teste Mann-Whitney também comparou o ki-67 lesao, ki-67 margem,

D2-40 leséo e D2-40 margem entre os grupos CCEO e DOPM.

Para verificar se a displasia oral na DOPM e o grau de agressédo do
CCEO séo diretamente proporcionais ao aumento da expressao do ki-67 e D2-

40, realizou-se a correlagéo de Spearman.

O nivel de significancia utilizado em todas as andlises foi de 5% e

intervalo de confianca de 95%.
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5-RESULTADOS
5.1 - ANALISE CLINICA E MORFOLOGICA

Apés a aplicagcdo dos critérios de inclusdo e exclusdo foram

selecionados 25 casos de DOPM e 10 casos de CCEO para compor o estudo.
5.1.1 - DOPM

Entre os 25 casos de DOPM, constatou que 09 (26%) eram do género
masculino e 16 (64%) do feminino, estabelecendo uma propor¢cdao mulher:
homem de 1,7:1, com idades variando entre 31 e 93 anos, sendo a média de
idade para os casos em homens de 47 anos e a média de idade para 0s casos
em mulheres de 64,3 anos. A maior parte das lesbes ocorreu em pacientes da
raca parda (48%). Quanto a localizacdo das lesBes, o sitio anatdbmico com
maior prevaléncia foi a lingua (n=6; 24%), seguido pela mucosa jugal (n=5;
20%). A regido de labio, mucosa labial e palato mostraram uma frequéncia
menor de ocorréncia. Com relacdo aos fatores de risco, observou-se que (56%)

nao eram tabagistas e 80% nao eram etilistas(Tabela 2) (ANEXO B).

Tabela 2 - Dados clinicopatologicos dos 25 pacientes com DOPM (continua)

Variavel N° de pacientes %
Masculino 9 36.0
Sexo .
Feminino 16 64.0
. .. < 50 anos 4 16.0
Faixa etaria
> 50 anos 21 84.0
Branca 10 40.0
Raca Negra 3 12.0
Parda 12 48.0
Labio 1 4.0
Lingua 06 24.0
Mucosa alveolar 3 12.0
Mucosa jugal 5 20.0
Localizacéo Mucosa labial 1 4.0
Palato duro 1 4.0
Rebordo alveolar 3 12.0
Trigono retromolar 3 12.0
Tuberosidade maxilar 2 8.0
Sim 10 40.0
Tabagismo Nao 14 56.0

Nao informado 1 4.0




Sim 4 16.0
Etilismo N&o 20 80.0
N&o informado 1 4.0
Sim 8 32.0
Exposicao solar N&o 13 52.0
N&o informado 4 16.0

Legenda: N° numero de pacientes.
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Clinicamente, 24 (96%) casos apresentaram-se como leucoplasia oral e

01 (4%) caso como queilite actinica.

Considerando a classificacdo da OMS (2005), dentre as 25 amostras,
08 lesbes (32%) foram graduadas como DEO leve, 5 (20%) DEO moderada, 2

(8%) DEO severa e 10 (40%) sem nenhum grau de displasia epitelial oral.

Quando avaliadas as margens perilesionais das DOPM, a maioria das lesdes

(76%) nao apresentou nenhum grau de displasia epitelial oral em suas

margens clinicamente sadias (Tabela 3) (ANEXO C).

Tabela 3 - Diagnoéstico histopatolégico das DOPMs e de seus tecidos
perilesionais
Gradacao
. L n %
histopatologica
Sem displasia 10 40.0
. Leve 32.0
Leséo
Moderada 20.0
Severa 8.0
Sem displasia 19 76.0
Tecido Leve 5 20.0
Perilesional Moderada 1 4.0
Severa 0 0.0

Legenda: n: numero de pacientes; DOPMs: desordens orais com potencial de malignizagcéo

A figura 6 exemplifica microscopicamente a classificacdo da DEO na

les&o propriamente dita das DOPM e em seus tecidos perilesionados.
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igura 6 - Alteracoes histopatologicas entre DOPM e tecido perilesional:

A - Lesao propriamente dita com displasia
epitelial oral leve; B - Tecido perilesional com auséncia de DEO (20x) (G1-1) C - Les&o propriamente dita com displasia
epitelial oral severa; D - Tecido perilesional com DEO moderada (20x) (G1 - 13)( DOPMs em H&E, Escala 50 pm)
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5.1.2 - CCEO

Dentro dos 10 casos de CCEO selecionados para a pesquisa, 07 (70%)
eram do género masculino e 03 (30%) do feminino, sendo a idade média dos
homens de 62,4 anos e das mulheres de 67,7 anos. O local mais acometido foi
a lateral de lingua, com 06 (60%) dos casos, seguido pelo mucosa jugal,
assoalho de boca, labio inferior e rebordo alveolar, ambos com 1% cada
(Tabela 4). Além disso, dos 10 casos, 06 (60%) ndo eram tabagistas, 09 (90%)
ndo eram etilistas e 03 (30%) expunham a radiacdo solar. A raca branca foi
mais frequente em 70% dos casos (ANEXO D).

Tabela 4 - Dados clinicopatolégicos dos 10 pacientes portadores de CCEO

Variavel n %
Sexo Masc_:u_lino 7 70.0
Feminino 3 30.0
Faixa etéria <50 anos 1 10.0
> 50 anos 9 90.0
Branca 7 70.0
Raca Negra 2 20.0
Parda 1 10.0
Assoalho de boca 1 10.0
Labio 1 10.0
Localizagéo Lingua 6 60.0
Mucosa jugal 1 10.0
Rebordo alveolar 1 10.0
Sim 3 30.0
Tabagismo N&o 6 60.0
N&ao informado 1 10.0
Sim 0 0.0
Etilismo Nao 9 90.0
N&o informado 1 10.0
Sim 3 30.0
Exposicéo solar Nao 3 30.0
N&o informado 4 40.0

Legenda: n: nimero de pacientes

De acordo com a metodologia de graduacao histolégica de malignidade
do CCEO, estabelecida neste estudo, a tabela 5 demonstra que a categoria
"moderadamente diferenciada” foi a predominante, representando 07 casos
(70%) do G2.
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Tabela 5 - Valores atribuidos para cada um dos pardmetros avaliados para a
classificacdo histolégica de malignidade do CCEO.

PLEOMORFISMO . TOTAL CLASSIFICACAO
MITOSES | PEROLAS .
CASOS | DISCERATOSE NUCLEAR E ; ) DE HISTOLOGICA DO
ATIPICAS | CORNEAS
CELULAR ESCORES CCEO
G2-1 3 2 1 4 10 BD
G2-2 2 2 2 1 7 MD
G2-3 1 1 1 3 6 BD
G2-4 2 8 1 4 10 MD
G2-5 2 3 2 2 MD
G2-6 1 1 1 1 4 BD
G2-7 2 2 2 4 10 MD
G2-8 2 8 1 8 9 MD
G2-9 2 3 2 2 9 MD
G2-10 & 1 1 4

Legenda: MD: moderadamente diferenciado; BD: bem diterenciado

9 MD
Bryne et al (1992) — Adaptado

A graduacdo da displasia epitelial oral no epitélio adjacente ao CCEO de

acordo com o sistema de classificacdo da OMS mostrou que entre os 10 casos

analisados, 03 (30%) exibiram displasia epitelial leve; 02 (20%) displasia

epitelial moderada e 05 (50%) apresentaram displasia epitelial severa. Dos

CCEOs moderadamente diferenciado, houve uma predominancia da displasia

epitelial severa a moderada, com 04 (57,14%) e 03 (42,86%) casos

respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Classificacdo histopatolégica do CCEO respectivo tecido

peritumoral
CASOS DIAGNOSTICO TECIDO PERITUMORAL

G2-1 Bem diferenciado DEO moderada
G2-2 Moderadamente diterenciado DEO leve
G2-3 Bem diferenciado DE severa
G2-4 Moderadamente diferenciado DEO Severa
G2-5 Moderadamente diterenciado DEO severa
G2-6 Bem diferenciado DEO moderada
G2-7 Moderadamente diferenciado DEO leve
G2-8 Moderadamente diterenciado DEO severa
G2-9 Moderadamente diferenciado DEO severa
G2-10 Moderadamente diferenciado DEO leve

Aspectos morfolégicos do CCEO e do tecido peritumoral podem ser

visualizados na figura 7.
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I!lguré 7 - Fotomicrografia em H&E

moderadamente diferenciado, exibindo areas de invasdo tumoral em forma de ninhos com pérolas cérneas e seu
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EO e seu tecido peritumoral:A - Aspecto microscopico do

tecido peritumoral (10x). B - Detalhe da figura anterior mostrando area de invasé@o tumoral(20x ); C - Tecido peritumoral
com DEO moderada (20x) (G2-6). (CCEO em H&E, Escala 50um)
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5.2 - ANALISE DESCRITIVA DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Os dados descritivos da analise qualitativa detalhada das DOPMs e dos
CCEOs, incluindo localizacao e distribuicdo da positividade de cada marcador
imuno-histoquimico estdo organizados nos ANEXOS E e F.

5.2.1 - Ki-67

A analise da imunoexpressdo do Ki-67 nas DOPM esteve presente em
02 casos (8% do total de casos) apenas na camada basal, 14 (56%) apenas na
parabasal e 09 (36%) se estendiam desde a basal até a camada suprabasal do
epitélio. Nas margens clinicamente sadias das DOPM, a maior marcacéao foi na
camada parabasal, com 40%, seguido pela suprabasal com 32% e basal com
28%. Na analise comparativa entre as DOPM e os CCEOS e seus tecidos
perilesionais, a expressdao nas camadas do revestimento epitelial mostrou
associacdo com o grau de displasia epitelial oral nas DOPM (p=0,001) e no
tecido perilesional (p=0,000)(ANEXO G).

A figura 8 mostra a presenca e localizacdo do Ki-67 nos compartimentos
basal, parabasal e suprabasal do estrato epitelial. As imagens A e B mostram
respectivamente uma DOPM e seu tecido perilesional com DEO moderada e
imunomarcacédo do Ki-67 na camada suprabasal do epitélio. As imagens B e
C, mostram respectivamente uma DOPM e seu tecido perilesional sem DEO e

imunomarcacao restrita nas camadas basal e parabasal do epitélio.
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Figura 8 - Imunomarcacao do Ki-67 em DOPM e tecido perilesional: A - DOPM e imunomarcacéao do Ki-67 na
camada basal, parabasal e suprabasal. B - Tecido perilesional do caso A com imunoexpresséo do ki-67 na
camada suprabasal. C - DOPM com expressdo somente na camada basal e parabasal. D - Tecido perilesional

do caso C com imunoexpresséao restrita a camada basal e parabasal (20x).(DOPM em IHQ, Escala 100um).

No CCEO, a marcacao foi identificada em todos casos analisados,

especialmente, na periferia (70%) dos ninhos de células epiteliais tumorais e

nas pérolas corneas (Figura 9).
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|
Figura 9 - Imunomarca¢édo do Ki-67 no CCEO e no seu tecido peritumoral: CCEO moderadamente diferenciado.
A - Imunoexpresséo do ki-67 na periferia dos ninhos tumorais(20x) (Escala 100pm); B - Imunoxpressao no tecido

peritumoral, confinada nas camadas basal e parabasal do epitélio(DEO leve (10x) (G2-10) (CCEO em IHQ, Escala
200pm)

5.2.2 - PODOPLANINA

Na andlise qualitativa da podoplanina, sua expressdo mostrou-se
positiva em 21 casos e negativa em 04 casos das DOPMs, sendo 11 casos
somente na camada basal, 03 na camada basal e parabasal e 07 casos com
imunomarcacdo se estendendo até a camada espinhosa, ainda que
focalmente. LesGes com maior grau de displasia epitelial oral apresentaram
maior tendéncia a expressdo nas camadas basal e parabasal. Esteve
confinada em 50% na camada basal para os casos sem displasia; 75% na
camada basal para a DEO leve, 71,42%% na suprabasal do epitélio para as
DEO moderadas e severas. Na analise comparativa entre as DOPM e os
CCEOs e seus tecidos perilesionais, a expressdo nas camadas do
revestimento epitelial mostrou associacdo com o grau de displasia epitelial oral

somente na lesdo DOPM (p=0,000) (ANEXO G).

A figura 10 mostra lesdes do G1 com seus respectivos tecidos
perilesionais e o padrdo de expressdo da podoplanina variando entre a

camada basal e parabasal.



Figura 10 - Imunomarcagéo da podoplanina nas camadas epiteliais das DOPMs: - A - DOPM com
imunoexpressdo do D2-40 restrita na camada basal. B - Tecido perilesional do caso A com imunoexpresséo na
camada basal. Observa vaso linfatico marcado fortemente para a podoplanina (seta vermelha). C - DOPM com
expressdo da podoplanina mais intensa em determinadas areas das camadas basal e parabasal). D - Tecido
perilesional do caso C com imunoexpressdo mais intensa da podoplanina em determinados pontos da camada

basal e parabasal do epitélio
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Considerando apenas as margens clinicamente sadias das DOPM, 13
(52%) apresentaram marcagdo para podoplanina. Nos casos sem DEO,
57,89% n&o apresentaram marcacdo; enquanto nos casos com displasia
epitelial leve 80% mostraram marcacdo basal (ANEXO E). No CCEO, a
expressao foi predominantemente na periferia dos ninhos de células tumorais
com 70% dos casos (Figura 11). A expressédo da podoplanina apresentou um

padréo predominantemente membranoso (Figura 12).

s LW o i Ne Dy 2l . D A
gura 12 - Expressdo membranosa da podoplanina na
margem do tecido peritumoral (seta vermelha) (20x) (Escala 100 pm)

Caracteristicas morfolégicas e imuno-histoquimicas sdo mostradas na
figura 13 para CCEO moderadamente diferenciado que foi identificado no
estudo como o mais prevalente (70%) comparando com seu respectivo tecido
peritumoral. Na figura 14, representa as caracteristicas nas DOPMs e tecido
perilesional, ambos sem DEO, presente em 40% e 76%, respectivamente.



detalhes de pérolas coérneas (asteriscos) em um CCEO moderadamente diferenciado (20x) (H&E -

Escala 50 pm); B - Tecido peritumoral com DEO moderada apresentando acantélise e
hipercromatismo (20x) (H&E - Escala 50 pm) C - Imunoexpresséo do Ki-67 na periferia da pérola
cornea (asterisco branco) e dos ninhos de células tumorais (20x) (Escala 100um); D - Discreta
imunoexpressdo do Ki-67 na camada suprabasal no tecido peritumoral do caso C, (20x) (Escala
100pm); E - Expressdo da podoplanina na periferia dos ninhos tumorais (20x) (Escala 100um); F -
Imunoexpressdo da podoplanina restrita na camada basal do tecido peritumoral do caso E (20x)
(Escala 100um)
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Figura 14 - Painel da DOPM e seu tecido perilesional em H&E e IHQ:A - Aspecto microscépico da DOPM sem
displasia (20x) (H&E - Escala 50 pm). B - Tecido perilesional do caso A sem DEO (20x) (H&E - Escala 50 pm); C -
Imunoexpressdo do Ki-67 na DOPM com discreta expressdo na camada parabasal (20x) (Escala 200um); D -
Imunoexpresséo no tecido perilesional do caso C com discreta expressdo na camada basal do epitélio (20x) (Escala
200pum); E - Discreta imunoexpressdo da podoplanina em regides pontuais da camada basal sem DEO (20x)
(Escala 200um); . F -Discreta imunoexpressdo da podoplanina restrita na camada basal do tecido perilesional sem
DEO (Escala 100um) (G1-16)
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5.3 - ANALISE QUANTITATIVA DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Os resultados das analises imuno-histoquimicas do Ki-67 e da
podoplanina nas DOPMs, CCEOs, seus respectivos tecidos perilesionais e
peritumorais e os graus da DEO e da diferenciagcdo dos CCEOs foram
sumarizados na tabela 7. Os registros quantitativos dos escores da expresséo
do Ki-67 e podoplanina nas DOPMs e os tecidos perilesionais e nos CCEOs e
os tecidos peritumorais detalhados sdo apresentados nos Anexos J e K,

respectivamente.

Tabela 7 - Analise semi-quantitativa do Ki-67 e PDPN no grupo das DOPM e
CCEO e seus respectivos tecidos perilesionais e peritumorais

DPOM CCEO Total
n % n % n %
Sem displasia 10 400 O 0.0 10 28.6
Leve 8 320 O 00 8 22.9
Moderada 5 200 O 0.0 5 14.3
Leséo
Moderadamente 0O 00 7 700 7 200
diferenciada
Bem diferenciado 0 0.0 3 300 3 8.6
Severa 2 8.0 0 0.0 2 5.7
Sem displasia 19 76.0 O 0.0 19 54.3
i L Leve 5 200 3 30.0 8 22.9
Tecido Perilesional
Moderada 1 4.0 2 200 3 8.6
Severa 0 00 5 50.0 5 14.3
Baixa proliferacao 17 68.0 3 30.0 20 57.1
Ki 67 lesdo Moderada 8 320 2 200 10 286
proliferacé@o
Alta proliferacéo 0 0.0 5 500 5 14.3
. Fraca reatividade 20 80.0 6 60.0 26 74.3
PDPN lesao .
Alta reatividade 5 200 4 40.0 9 25.7
Baixa proliferagéo 24 96.0 4 40.0 28 80.0
Ki 67 margem Moderada 1 40 6 600 7 200
proliferacé@o
Alta proliferacéo 0 0.0 0 0.0 0 0.0
. Fraca reatividade 24 96.0 9 90.0 33 94.3
PDPN peritumoral o
Alta reatividade 1 4.0 1 100 2 5.7

n: numero de pacientes

Apbs o registro dos escores da imunomarcacao do Ki-67 e PDPN, tanto
das DOPMs e CCEOs e seus respectivos tecidos perilesionais e peritumorais,

foram analisadas a correlacdo dos escores da imunomarcacdo com os dados
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clinicopatologicos levantados (sexo, faixa etéaria, raca, localizacéo, tabagismo,
etilismo e exposicdo solar) e a uUnica variavel que se mostrou estatisticamente

significante foi o género feminino (p=0,022) (ANEXOS H e I).

5.3.1 - Ki-67

Na analise das lesdes estudadas e tecidos perilesionais do G1 e G2, a
expressdo do Ki-67 foi maior nas lesbes DOPM do que nas margens
clinicamente sadias e esta diferenca foi estatisticamente significante (p=0,016).
No CCEO, nédo houve diferenca significante ao comparar a positividade do

Ki-67 e seus tecidos peritumorais(Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacao entre a expressao do Ki-67 nas lesdes e os tecidos
perilesionais dos DOPM e CCEO

Diferenca entre

~ Valor p*
lesdo e margem

DPOM Ki-67 margem - Ki-67 lesdo 0.016

CCEO Ki-67 margem - Ki-67 lesédo 0.172

*. Teste de Wilcoxon.

Quando comparado a expressao do Ki-67 entre as DOPM e CCEOs e
seus respectivos tecidos perilesionais, houve uma diferenca estatisticamente
significante tanto nas lesdes propriamente ditas (p=0,006) quanto em suas

respectivas margens (p=0,001) (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacao entre a expresséo do Ki-67 nos dois grupos estudados

Valor p*
. ~ DOPM
Ki-67 lesdo CCEO 0.006
. DOPM
Ki-67 margem CCEO 0.001

* Teste de Mann-Whitney.
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Com relacdo as caracteristicas microscopicas, verificou-se que a
displasia epitelial oral na DOPM e o grau de diferenciacdo do CCEO tem
correlagdo com a imunomarcacéao do Ki-67. Assim, nas DOPMs ocorreram uma
correlacéo positiva para o ki-67, ou seja, ao aumentar a severidade da displasia
epitelial oral nas DOPM, aumenta a imunomarcacao Ki-67 na lesao (p = 0,010)
e sua margem (p = 0,022). No CCEO, ao aumentar a graduacéo
histopatolégica aumenta o Ki-67 (p = 0,001) (Tabela 10 e 11).

Tabela 10 - Correlacdo da imunoexpressao do Ki-67 nas DOPM e CCEO e os
graus histopatolégicos

Histoldgico
Escore DOPM CCEO
Lesao (Valor p) Lesdo (Valor p)
Ki-67 (lesdo) 0.010 0.001
Correlacao de Spearman
Tabela 11 -  Correlacdo da imunoexpressdao do Ki-67 e o0s graus

histopatoldgicos nos tecidos perilesionais e tecidos peritumorais

Histoldgico
Escore DOPM CCEO
Perilesional Peritumoral
(Valor p) (Valor p)
Ki-67 (margem) 0.022 0.222

Correlacao de Spearman

Com base nos resultados analisados da expressédo do Ki-67, constatou
gue nas DOPMs , o indice de proliferacdo aumenta da margem para a leséo e
esta correlacionado com o grau de displasia epitelial oral. Nos carcinomas de
células escamosas, foi verificado um aumento da taxa de proliferacdo da
margem para o tumor, além de estar relacionado com o seu grau de

diferenciacao.
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5.3.2 - PODOPLANINA

Na andlise comparativa da imunomarcacdo da PDPN no Gl e G2,
embora nao foi registrado diferenca estatisticamente significativa entre DOPM e
tecido perilesional (p=0,219) e CCEO e tecido peritumoral (p=0,250) (Tabela
12), observa uma maior expresséo nas lesdes propriamente ditas do que em

suas respectivas margens clinicamente sadias.

Tabela 12 - Comparacao entre a expressado da PDPN nas lesdes e os tecidos
perilesionais das DOPMs e CCEOs

Diferenga entre

~ Valor p*
margem e leséo

DOPM PDPN margem - PDPN lesédo 0.219

CCEO PDPN margem - PDPN lesdo 0.250

*Teste de Wilcoxon

Quando comparadas as imunomarcagoes das DOPMs e CCEOs, houve
maior expressao da podoplanina no CCEO em comparacdo as DOPM, porém,
sem diferenga estatisticamente significante. Entre as DOPM e o tecido
perilesional essa diferenca também ndo foi estatisticamente significante
(Tabela 13).

Tabela 13 - Comparacao entre a expressado da PDPN nos
dois grupos estudados

Valor p*
x DOPM
PDPN leséo CCEO 0.393
DOPM
PDPN margem 0.999
CCEO

*. Teste de Mann-Whitney.
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Com base nas caracteristicas microscopicas analisadas em H&E, nas
DOPM ocorreu uma relagéo positiva entre o grau de displasia epitelial oral e a
podoplanina, ou seja, ao aumentar a DEO, aumentou a expressao (p=0,001)
(Tabela 14). Por outro lado, nos CCEOs, entre o tumor e tecido peritumoral,

nao observou essa relacao positiva (Tabela 15)

Tabela 14 - Correlacdo da imunoexpressao da PDPN nas DOPMs , CCEOs e
0s graus histopatolégicos

Histologico
Escore DOPM CCEO
Leséao (Valor p) Lesao (Valor p)
PDPN (les&o) 0.001 0.807
Correlacao de Spearman.
Tabela 15 - Correlagdo da imunoexpressdo da PDPN e os graus

histopatoldgicos nos tecidos perilesionais e tecidos peritumorais

Histolégico
Escore DOPM CCEO
Perilesional (Valor p) Peritumoral (Valor p)
PDPN (margem) -0.587 -0.729

Correlacao de Spearman.

A podoplanina apresentou maior marcacdo na lesdo tumoral seguido
pelos tecidos peritumorais, pelas lesées de DOPM e por dltimo, nas margens
clinicas das DOPM, podendo ser relacionada com o grau de displasia epitelial
oral nas DOPMs.
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6 - DISCUSSAO

O processo de diagnostico das DOPMs e CCEOs é feito mediante
exame clinico e bidpsia da leséo indicada apos a excluséo clinico-patolégica de
outras lesdes que apresentem similaridades. Nesta conduta, apenas a lesao é
avaliada, sem a avaliagdo das areas adjacentes, consideradas clinicamente
sadias, mesmo ressaltando a possibilidade de alteracdes morfolégicas e
moleculares, como presume a cancerizacdo (SAUGHETER et al., 1953;
WEIJER et al.,, 2002; CANCOVIC et al.,, 2013; HINNI et al.,, 2013), tais
guestionamentos motiva a investigagdo destas regides associadas aos demais

fatores envolvidos na carcinogénese oral.

Para Brandwein-Gensler et al. (2005), os achados nas margens dos
CCEOs, nao possuem valor real no seu prognostico, sendo importante apenas
parametros como padrao de invasdo, invasao perineural e infiltrado linfocitario.
Porém, o presente estudo busca evidéncias da importancia em analisar ndo
somente as lesbes propriamente ditas mas também seus tecidos marginais,
acreditando que alteracbes histoldgicas e/ou moleculares possam estar
presentes mesmo em regides clinicamente saudaveis, e que seu melhor
conhecimento pode favorecer o diagndstico precoce, tipo de tratamento,
prognostico da doenca e os riscos de recidivas. Até porque, acredita-se que as
estratégias de tratamento devem atingir a ponta esquerda do processo,
referente as etapas iniciais da carcinogénese, e ndo a ponta direita do

processo, no final das etapas da carcinogénese.

A compreensdo das variaveis do processo da carcinogénese oral
merece ser aprofundada, dessa forma, o escopo desta discussdo sera
norteada pelos pontos chaves trabalhados no presente estudo.

6.1 VARIAVEIS CLINICOPATOLOGICAS

Neste estudo, evidenciou-se maior predilecdo do CCEO pelo género
masculino, sendo este acometido em 70% dos casos. Achados semelhantes
sao descritos em outras pesquisas (BARNES et al., 2005; FRONIE et al., 2013;
PATEL et al.,, 2014), a qual pode estar associado ao maior contato com 0s
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fatores de risco mais importantes como alcool e tabaco. O que néo foi
registrado no perfil da amostra selecionada, ja que a maioria dos pacientes nao
eram tabagistas e/ou ex-tabagistas (60%) nem etilistas (90%).

Com relacdo a idade, a média de idade dos pacientes do G1 foi de 64,3
anos para as mulheres e 47,0 anos para os homens, enquanto que no G2 foi
de 67,7 anos para as mulheres e 62,4 para os homens. Os pacientes com
CCEO apresentou mais de 50 anos, enquanto que no grupo das DOPM, a
maioria dos pacientes possuia menos de 50 anos. Essas observagdes sugerem
uma tendéncia temporal e uma multicausalidade na carcinogénese, onde
exposicdes continuas a agentes ou fatores carcinogénicos podem levar a uma
perda dos mecanismos de controle normal e a transformacao celular para o
chamado fendtipo neoplasico (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dos 25 casos de DOPM, 24 eram leucoplasias e envolveram em sua
maioria as mulheres (70%). Esses dados contradizem com a maioria das séries
publicadas na literatura (DIETRICH et al., 2004; NAPIER & SPEIGHT, 2008;
NEVILLE et al., 2009), exceto para os casos de leucoplasia verrucosa
proliferativa com prevaléncia maior em mulheres jovens (van der WAAL et al.,
2010). Vale ressaltar que o aumento do niamero de pacientes com DOPM no
género feminino pode ser pelo fato das mulheres estarem adotando alguns
costumes antes mais preponderantes no género masculino, como por exemplo,
o fumo e o alcool (GAITAN-CAPEDA et al., 2011). Outra causa levantada é que
a maioria das pacientes com DOPM apresentavam idade superior a 51 anos,
devendo ser investigado a relacdo entre o estrogeno e a prevaléncia das
DOPMs. Dietrich et al. (2004) sugerem um efeito modulador protetor do
estrogeno sobre a leucoplasia. Entretanto, para Arduino et al.(2009), o género

nao parece estar relacionado como risco de displasia epitelial oral.

No que diz respeito a etnia dos pacientes com DOPM, a raca parda foi
prevalente (48%) seguida pela branca (40%). Para o CCEO, foi constatada a
prevaléncia de individuos brancos (70%), concordando com os achados de
Neville et al. (2009). Este achado poderia ser explicado em parte pela adogéo
de duas hipdteses: existe um maior contingente populacional da raga branca ou

os individuos desta etnia sdo mais suscetiveis a ocorréncia devido a fatores
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genéticos ou ambientais. Por fim, uma terceira hipotese, uma vez que, €
extremamente dificil classificar a raca de um individuo, principalmente, em
paises onde a miscigenacédo € grande, como o Brasil. O CCEO de labio inferior
confirmadamente registra associacdo com a cor do individuo e exposicéo
continua a radiagéo solar (NEVILLE et al., 2009). Entretanto, o presente estudo

nao registrou caso de cancer de labio.

No tocante a localizagdo mais comum das DOPM, tem-se a lingua (24%)
e a mucosa jugal (20%), assemelhando aos achados de AMAGASA et al.
(2011). Para o CCEO, o sitio intrabucal mais acometido foi a lingua (60%),
concordando com as caracteristicas demograficas encontradas em outros
estudos (BARNES et al, 2005; KREPPEL et al., 2012).

Quanto aos fatores de risco, o consumo simultdneo de tabaco e alcool
nao foi observado na maioria dos pacientes de ambos o0s grupos, nao
constatando, efeito sinérgico dos fatores de risco para o CCEO e DOPM (
NEVILLE et al., 2009; DIONNE et al., 2015). Um numero significante de
leucoplasias ndo tem associacdo concreta com esses fatores etiolégicos ou
outra causa atribuida como apresenta em série de estudos da revisdo de
Napier & Speight(2008): 17,3%(Suécia), 4,2%(Hungria), 11,6%(veteranos
americanos), 27%(Noruega). Evidéncias do papel do HPV em DOPM é
contraditorio, apesar de estudos identificarem em técnicas sensiveis, 0 DNA
HPV em 12 de 68 amostras de leucoplasias orais. Por outro lado, é
interessante observar que a maioria dos tecidos perilesionais (76%) das DOPM
ndo apresentaram nenhum grau de displasia epitelial oral, talvez em

decorréncia da falta de sinergismo entre os habitos deletérios.

Embora os critérios para a determinar a gradacao histopatologica da
DEO e do CCEO paregam estar bem definidos, existem dificuldades préticas e
divergéncias sobre quais critérios analisar e como usa-los de forma objetiva
(BRYNE et al., 1992; BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005). Parametros como
invasdo tumoral e infiltrado inflamatério linfoplasmocitario, propostos por Bryne
et al. (1992), foram omitidos no presente estudo em virtude do material

selecionado ser oriundo de bidpsias incisionais, a exemplo dos estudos de
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Pinto Jr. (1991). Entretanto, biopsias com maior material lesionado e margem

clinica podem auxiliar numa anélise morfolégica contribuitéria.

O padrdo ouro que ainda prevalece na avaliagdo das DOPMs é o perfil
morfoldgico, por meio da identificacdo da presenca ou ndo de displasia epitelial
e 0 grau de severidade, servindo como ferramenta para predizer o risco de
transformacdo maligna (TILAKARATNE et al., 2011) na orientacao,
acompanhamento e tratamento dos pacientes com DOPM
(WARNAKULASURIYA et al., 2008; van der WAAL et al., 2010). Entretanto, as
incertezas em determinar a verdadeira natureza das lesfes displasicas através
dos métodos tradicionais pavimenta o caminho para o uso de biomarcadores
(BAJRACHARYA et al.,, 2014) que pode levar a um melhor entendimento da
fisiopatologia da progressédo da doenga e do mecanismo molecular implicado
na transformagao maligna das lesdes orais com displasia (BALASUNDARAM
et al.,, 2014). Além disso, possibilita a diferenciacdo com mais precisao da
verdadeira natureza das lesfes que apresentem ou ndo um maior potencial de
malignizacdo (DIONNE et al., 2015).

Muitas vezes, o marcador biolégico est4d presente tanto em tecidos
benignos quanto malignos, sem possuir um valor de corte claro que permita a
distincdo entre os dois processos. Os diversos estudos utilizando técnica de
imunohistoquimica tem sugerido que os testes moleculares podem ser usados
como um complemento a histopatologia tradicional, podendo em um futuro,
tornar o "gold standard" tanto no diagndstico, prognostico do CCEO e em
condutas e terapias mais especificas para aquelas DOPMs em que a
imunoexpressdo de determinados marcadores moleculares caracterizam as
lesdes com alto risco de malignizacdo (GONZALEZ-MOLES et al., 2010;
BARTULI et al., 2012; de VICENTE et al., 2013; DWIVEDI et al., 2013).

6.2 - Ki-67

A positividade do Ki-67 em células epiteliais tanto em epitélio adjacente
as DOPMs e ao CCEO, tem sido usado como instrumento para estimar o

potencial de transformagdo maligna, crescimento e progressao tumoral
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(MAHESHWARI et al.,, 2013). O Ki-67 € um entre varios marcadores de
proliferacéo celular, mas se destaca por ter um preco acessivel, sua técnica &
facilmente avaliada e reproduzida, além de poder ser avaliado em amostras de
tecido parafinado (MARIE et al., 2010). Além disso, a expressédo do PCNA pode
ser induzida por fatores de crescimento ou em situacdes de nao-proliferacéo,
como no reparo do DNA, determinando resultado falso-positivo (STRZALKA et
al.,, 2011) além de uma menor especificidade para proliferacdo celular
(BOLOGNA-MOLINA et al.,2013). Desta forma, para o melhor entendimento do
papel da proliferacdo celular na progressdo de uma DOPM para um CCEO,
seria interessante a associacao do Ki-67 com outro marcador de proliferacéo
celular que atue em fase diferente do ciclo celular do Ki-67 e no processo de

diferenciacéo celular.

Diversos estudos relacionam a expressdo de K-i67 com o
comportamento clinico das neoplasias, prognéstico e com a sobrevida dos
pacientes. Nas neoplasias de cabeca e pescoco, altas expressdes de ki67
estdo relacionadas a prognosticos ruins e baixas taxas de sobrevida
(DRAGOMIR et al., 2012).

Para este estudo, a analise da imumorcacao para o Ki-67 foi avaliada de
forma semi-quantitativa (MAHIMA et al., 2015), através do indice de
proliferacdo (IP) e qualitativa (DWIVEDI et al. 2013) observando a extensdo
das células imunomarcadas pelos estratos epiteliais. A avaliacdo do indice de
proliferacdo na margem clinicamente sadia comparada a lesdo propriamente
dita amplia o entendimento da transicdo nas DOPMs e CCEOs, podendo

clarear etapas moleculares da carcinogénese.

Em 09 (36%) casos das DOPM, o Ki-67 foi expresso em mais estratos
epiteliais do que em seus tecidos perilesionais, e em 3 (12%) casos, as
margens expressaram Ki-67 na camada suprabasal e as leses na camada
parabasal. Cabe a ressalva de que o0s 3 pacientes apresentavam um ou mais

fatores de risco.

Os resultados mostraram que a expressao do Ki-67 aumentou nos
estratos epiteliais de acordo com o aumento da gradacdo das DOPM (p=0,001)
e do CCEO, (p=0,008), corroborando com os achados de DWIVEDI et
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al.(2013), o que sugere que as camadas suprabasal parecem ser o
compartimento do epitélio mais adequado pra investigar a possibilidade de
modulacdo da proliferacdo de células em lesdes precursoras. Esta linha de
pensamento compartilha com os estudos de GONZALES-MOLES et al. (2010),
gue sugerem que as celulas em proliferacdo da camada parabasal podem ser
alvos de eventos oncogénicos para gerar subclones de células com

capacidade invasiva.

A imunoexpressdo do Ki-67 mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre as DOPM e seus tecidos perilesionais (p=0,016). Quando
correlacionadas as DOPMs com os CCEOs, houve aumento estatistico
significante (p=0,006), estando em consonancia com o0s resultados
encontrados por Patel et al. (2014)., relatando que a expressdo do Ki-67
aumenta de acordo com o aumento da atividade proliferativa e o grau de DEO,
sugerindo que o Ki-67 pode ser um atil marcador da presenca e severidade de
DEO.

O aumento da expressdao do Ki-67 com o0 aumento progressivo da
graduacdo histopatolégica das DEO nos tecidos perilesionais (p=0,022) e
DOPM (p=0,001) e do CCEO (p=0,001) pode sugerir que 0 processo de
diferenciacéo celular influencia de alguma forma no controle do ciclo celular. No
CCEO, quanto menos diferenciada a lesdo, maior a expressdo do Ki-67

(p=0,001), mostrando uma relacéo semelhante ao grau de DEO nas DOPM.

A maior expressao do Ki-67 foi observada no CCEO, seguido pelos
tecidos peritumorais, DOPM e tecidos perilesionais, indicando que este
marcador de proliferacdo pode ser um preditor de transformacdo maligna. O
gradual aumento na expressdo do Ki-67 das DOPM para os CCEO, foi

significativo estatisticamente (p=0,006).
6.3 - PODOPLANINA

Estudos confirmam uma participacdo bem estabelecida da podoplanina,
uma proteina transmembrana (SWAIN et al., 2014) em varios tipos tumorais,
como nos carcinomas pulmonares, hepaticos e pancreaticos inclusive no
CCEO (YUAN et al., 2006; BARTULLI et al., 2012). No entanto, estudos que
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analisaram sua expressdo em epitélio de tecido peritumoral e de DOPM séo
escassos (KAWAGUCHI et al., 2008; PATIL et al., 2015).

Uma variedade de citocinas pré-inflamatérias e fatores de crescimento
estdo associados com a regulacdo da expressdo da PDPN(HONNA et al.,
2012). No processo de malignizagéo, a sua ativacao leva a uma fosforilacéo da
ezrina, estimulando a remodelacéo da actina do citoesqueleto e a subregulacéo
de moléculas de adeséo, como a E-caderina (FEHON et al., 2010), entretanto
para Wicki and Christofori (2007), a PDPN é capaz de induzir a invasédo e
migracdo celular mesmo na presenca da E-caderina, talvez explicado pela sua
interacdo com 02 proteinas de membrana, CD44 (MARTIN-VILLAR et al.,
2010) e CD9 (NAKAZAWA et al., 2008). Essas alteracdes conduzem a perda
de adeséao intercelular e ao ganho de motilidade, indispenséveis para a invasao
tumoral (RAICA et al., 2008; INOUE et al., 2011). Além disso, pode participar
do processo de metastatizacdo, através de sua ligagcdo com o receptor CLEC-2
(ACTON et al.,, 2012), podendo modular a adesdo de células endoteliais
linfaticas com implicacdes interessantes no trafico de linfocitos (TURLEY et al.,
2010).

O seu padrao de expresséo no CCEO nao foi associado,
significativamente, com as caracteristicas como género, idade, raca,
localizacdo e fatores de risco como tabagismo e etilismo corroborando com
outros estudos (YUAN et al., 2006; KREPPEL et al., 2010; INOUE et al., 2012).

A andlise qualitativa da expresséo da podoplanina no epitélio seguiu os
critérios estabelecidos por Kawaguchi et al. (2008), através de escores que
servem para referenciar o risco de desenvolvimento de cancer. Escores entre 0
e 1, apresentam baixo risco e escores maiores ou igual a 2, possuem alto risco
de malignizacdo, sugerindo que lesGes com extensas expressfes de
podoplanina acima da camada basal podem refletir numa expanséao clonal e
serem mais propensas a progressao tumoral (YUAN et al., 2006; KAWAGUCHI
et al., 2008). Os resultados no presente estudo, a maioria das DOPMs (80%),
tecidos perilesionais (96%) e tecidos peritumorais (90%) mostrou baixo risco de

malignizacdo, contradizendo os resultados de Vincente et al. (2013) onde
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houve uma super-expressao em leucoplasias (escores = 2), relacionando com

um maior risco de malignizacao.

No CCEO, nossos resultados demonstraram uma intensa marcacgao nas
células periféricas dos ninhos tumorais e auséncia nas células centrais,
concordando com os resultados encontrados na literatura (KREPPEL et al.,
2010; BARTULLI et al., 2012).

A maior expressdo membranosa e eventualmente citoplasmatica tanto
no CCEO quanto nos seus respectivos tecidos peritumorais foi predominante,
sendo este padrao de imunomarcacao encontrado em DOPM com displasia
epitelial oral (KAWAGUCHI et al., 2008; DE VICENTE et al., 2013).

N&o foi encontrada nenhuma metodologia semi ou quantitativa para
avaliar a expressdo do PDPN nas DOPM, tecidos perilesionais e tecidos
peritumorais, pois nessas analises consideramos a estratificacdo do epitélio e o
grau de displasia epitelial oral. Desta forma, usamos a metodologia para o
CCEO seguida por Yuan et al. (2006) e modificada por Patil et al. (2015) com o
intuito de dicotomizar o escore final (IRS). Os resultados foram semelhantes
entre analise qualitativa e quantitativa, apontando para a adocdo desta
metodologia para DOPMs. De acordo com esta metodologia, para a analise da
intensidade de imunomarcacdo, os vasos linfaticos fortemente marcados,
foram utilizados como controle interno positivo. Assim, poderiamos especular
gue a metodologia usada para quantificacdo da podoplanina no CCEO poderia
ser utilizada para as DOPM, apesar de reconhecer que a amostra para o

CCEO deveria ser maior.

O presente estudo mostra uma expressao crescente da podoplanina a
medida que aumenta o grau de severidade da DEO na DOPM (p=0.001), de
acordo com os estudos de KREPPEL et al. (2012); de VICENTE et al.(2013) e
em desacordo com ABDULMAJEED et al.(2013), onde sua expressao diminui
com o aumento da graduacdo histopatolégica. No CCEO, ndo houve uma
relacdo direta entre expressdo da podoplanina com a graduacdo histologica.
Quanto maior a graduacdo do CCEO, maior a expressédo do D2-40 (PATIL et

al., 2015 ; PRASAD et al, 2015), sugere uma expressdo regulada
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negativamente pela diferenciacdo escamosa tanto in vitro como in vivo através
da desacetilacdo de histonas (OHTA et al., 2013). Estes achados contradizem
os estudos de Rodrigo et al. (2010) e Bartulli et al. (2014), acreditando que a
podoplanina tem papel na iniciacgdo mas ndo na progressdo tumoral. A
imunoexpressdo pelas células cancerigenas no front invasivo do tumor, foi
significativamente diferente nas células periféricas quando comparada com as
células centrais do tumor (p<0,001), corroborando com o estudo de Inoue et al.
(2012).

Ao avaliarmos a expressdo da podoplanina nos tecidos perilesionais,
nas DOPM, nos tecidos peritumorais e CCEOs, observamos uma expressao
crescente. Estes resultados sugerem que a sua expressao esta presente desde
as fases iniciais da tumorigénese oral, corroborando com os achados de Yuan
et al. (2006) e Kawaguchi et al. (2008). Isso pode indicar o seu papel em
predizer a evolucdo das DOPM na carcinogénese oral. Além disso, sua dupla
marcacgao nas ceélulas epiteliais e vasos linfaticos nas DOPM poderia ser outro
fator de prognostico confidvel para tais lesbes. Para o CCEO, este
comportamento e as propriedades moleculares desempenhadas pela
podoplanina pode representar varias estratégias terapéuticas baseadas em
anticorpos monoclonais especificos contra cancer (CasMab), podendo ser util
na terapia em pacientes com CCEO expressando podoplanina, melhorando
desta forma o prognodstico dos pacientes (KATO et al., 2014). Mediante ao
conhecimento da expressdo da podoplanina nas DOPMs, bem como nos
tecidos perilesionais, a terapia aplicada nos pacientes com CCEO podem ser
extrapolada para a etapa inicial, fortalecendo a promocdo e prevencao do
cancer de boca.

6.4 - RELACAO ki-67 E PODOPLANINA

O aumento da proliferacédo celular (KUROKAWA et al., 2005) e a perda
de adeséo celular (INOUE et al., 2012) s&o aspectos geralmente observados

na progresséao da displasia epitelial para o CCEO.

Um dos objetivos do nosso trabalho foi analisar, a presenca de relagéo
entre a expressao do Ki-67 e da podoplanina, com o objetivo de analisar a

utilizagdo dessas proteinas como indicador da aquisicdo do fenétipo maligno
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das DOPM. Embora, tais proteinas tenham sido estudadas isoladamente
através de métodos imunohistoquimicos (KAWAGUCHI et al., 2008;
GONZALEZ-MOLES et al., 2010; KREPPEL et al., 2010; BIRAJDAR et al.,
2014), o presente estudo é pioneiro a estudar estes biomarcadores juntos no
processo de carcinogénese oral. Todos o0s outros estudos avaliam os
marcadores acima mencionados de forma isolada ou associados com outros
marcadores, sem considerar os tecidos perilesionais das principais lesdes para

0 entendimento do processo.

A falta de correlacdo entre os marcadores estudados, exceto para o
CCEO (p=0.000) (ANEXO 1) pode sugerir um efeito independente no
comportamento tanto das DOPM quanto do CCEO,ou ainda a necessidade de

uma amostra populacional maior.

Um resultado interessante do nosso estudo e que abre perspectivas para
novas investigacdes, foi a deteccdo de uma maior expressao do Ki-67 e a
Podoplanina em nas lesdes propriamente ditas do que em seus tecidos
perilesionais, mesmo quando estes ndo apresentavam DEO. Este resultado,
sugere a presenca de alteracdes genéticas em células da mucosa proxima ao
sitio tumoral, mesmo que estas nédo reflitam em alteracdes arquiteturais do
epitélio, corroborando com a teoria “field cancerization” (SLAUGHTER et al.,
1953). Se realmente ha um substancial efeito de "campo" no processo de
malignizagdo, as estratégias de intervengbes e controle das DOPMs devem
considerar as alterac6es moleculares nos tecidos adjacentes.

Com relacdo a localizacdo da imunomarcacdo da podoplanina nas
camadas epiteliais, tanto nas DOPM, quanto nos tecidos perilesionais e
peritumorais, a camada basal foi a que apresentou mais comumente
imunomarcada. Sabendo que € nesta camada que had o maior potencial
proliferativo, nossos resultados indicam que a podoplanina esta sendo
produzida pelas células epiteliais ndo s6 visando estimulos proliferativos, mas
também outros estimulos para o processo de malignizacdo como a perda de
adeséo celular (INOUE et al., 2012).

Observou-se uma correlacdo positiva entre o Ki-67 e a Podoplanina

(p=0,000), ou seja, quanto maior a graduacdo histopatologica dos CCEOs
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maior a expressao de ambos marcadores. Estes achados estdo de acordo com
KADOTA et al. (2010), onde encontraram um alto indice de proliferacdo e uma
alta imunoreatividade do D2-40 em tumores de pulmé&o. Isso mostra que podem
ser Uteis na identificacdo de tipos de lesdes mais agressivas e de seu potencial
de metastase. Tais resultados parecem fornecer evidéncias da relacdo entre
podoplanina e atividade proliferativa; em que quando estas células estabilizam
ou se diferenciam, ha uma reducdo ou auséncia de imunoreatividade da
podoplanina. Esta hipotese pode ser reforcada pelos nossos resultados, onde
nao houve expressao da podoplanina na regido central dos ninhos ou corddes
tumorais, locais onde ha uma maior grau de diferenciacéo celular. Resultados
estes corroborados com os de (MARTIN-VILLAR et al., 2005; YUAN et al.,
2006; KAWAGUCHI et al., 2008).

Embora neste estudo ndo tenha sido possivel determinar uma
associacdo significativa entre a expressdo do Ki-67 e da podoplanina nas
DOPMs, espera-se que essa associacao seja importante para identificar
lesGes com maior agressividade, assim como pode ser feito no CCEO.

Diante do presente estudo, acredita-se que o perfil imuno-histoquimico
da lesédo e do tecido perilesional apresentem alteragbes moleculares com
diferentes niveis de expressédo do Ki-67 e da podoplanina, imunomarcadores
da taxa de proliferacdo e da invasividade, caracteristicas estas, marcantes no
processo da carcinogénese, auxiliando no desenho esquematico do espectro
entre as DOPMs, considerado estagio inicial do cancer de boca e o CCEO,
extrapolando a investigacdo para as areas adjacentes clinicamente sadia, que
trard dados de como devemos avaliar o paciente individualizado, considerando
a potencialidade de alteracbes genéticas associadas a outros fatores
envolvidos. Dessa forma, tracar esquemas terapéuticos, de tratamento e
acompanhamentos para o diagndstico precoce e progndéstico do CCEO, além

de um maior entendimento da carcinogénese oral.
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7 - CONCLUSAO

No final do nosso estudo, verificamos por meio da analise
histopatolégica das DOPM, CCEO e seus respectivos tecidos perilesionais que
ha um aumento gradual e em ordem crescente da expressao do Ki-67 e do D2-

40 nos tecidos perilesionais, DOPM, tecidos peritumorais e CCEO.

Ha correlacdo significativa entre a proliferacdo celular e o grau de

displasia epitelial oral e o grau de diferenciagéo do CCEO.

A expressdao do Ki67 pode ser usada como critério adicional para
determinar a gravidade da displasia epitelial oral.

A correlacdo significativa entre a proliferacdo celular e aumento da
expressdo da podoplanina no CCEO sugerem que estes podem ser Uteis como
biomarcadores de prognostico do CCEO e podem servir como pontos de
intervencédo para terapias do cancer. Anticorpos monoclonais anti-podoplanina
surgiram recentemente como potenciais meios valiosos no tratamento
oncoldgico, que, mesmo necessitando de mais estudos poderia ser Gtil para
aliviar a morbidade e mortalidade do cancer de boca.

No entanto, um estudo em maior escala pode revelar de forma mais
especifica a participacdo da podoplanina no processo de transformacéo

maligna.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ea Universidade Federal do Espirito Santo
' &-f Centro de Ciéncias da Saude

Programa de P6s Graduacdo em Clinica Odontoldgica
Programa de Prevencdao e Deteccéo Precoce do Cancer de Boca

OLNVS ot

i

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa:

""Caracterizacao da expressdao molecular da Podoplanina e do Ki-67 nas displasias
epiteliais e carcinomas de células escamosas orais: analise da transformacéo

maligna"*

O Senhor(a) esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Por favor, leia
este documento com bastante atencdo antes de assinéd-lo. Caso haja alguma palavra ou
frase que o senhor(a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel

pela pesquisa ou com um membro da equipe para esclarecé-lo.

A proposta deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) é fornecer todas
as informagbes sobre a pesquisa a ser realizada e solicitar a sua permissdo para

participar.

OBSERVACAOQ: Caso o paciente ndo tenha condicdes de ler e/ou compreender este

TCLE, o mesmo poderad ser assinado e datado por um membro da familia ou

responsavel legal pelo paciente.

Procedimento do Estudo

Para que seja realizado o diagnostico correto das lesdes de boca primeiramente é feito

um exame clinico, a partir desta avaliacdo, exames complementares podem ser
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indicados, dentre eles, a bidpsia.

A biopsia consiste na retirada de um pequeno fragmento da lesdo para posterior
avaliacdo microscopica. Este procedimento € de rotina no nosso ambulatério e sera
executado por um profissional capacitado sob a orienta¢do dos professores pertencentes
ao Curso de Odontologia/UFES.

O material biologico é acondicionado em solucdo de formol a 10% devidamente
identificado e posteriormente encaminhado ao Laboratorio de Histologia da UFES para
0 processamento histotécnico e confeccdo de Iaminas histologicas que serdo analisadas

pelo estudo.

Devemos ressaltar que o procedimento de bidpsia apenas sera realizado a partir da sua
autorizacdo. A recusa serd de sua responsabilidade e registrado em seu prontuério, pois
para o estabelecimento de um tratamento adequado é necessario a remocao de uma parte
da lesdo para a avaliagdo e o diagnostico final. Isso ndo o impede de realizar os
procedimentos rotineiros no processo de diagnostico.

O material fica armazenado em blocos de parafinas, separados por ano e em caixa,
mantidos no Laboratério de Histologia e as laminas, arquivadas em caixas préprias,
bem como as requisi¢des e copias dos laudos microscopicos ficam em arquivos na sala
pertencente as disciplinas e aos professores responsaveis pelo desenvolvimento do
servigo.Todo material, bem como as informagdes pertinentes, poderdo ser utilizadas na
pesquisa e serdo mantidas em total sigilo e acessadas apenas pelos responsaveis do

servico e do estudo.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto

A grande maioria dos procedimentos de bidpsia é muito seguro e de fécil execucao,
tendo apenas um pequeno risco de sangramento local, controlado caso ocorra. Todos 0s
passos da bidpsia seguem o0s principios cirdrgicos basicos: controle da infeccao
(assepsia e antissepsia), controle do sangramento, sutura e uso de medicamentos para
dor, inchaco e infeccdo (antiinflamatorio, analgésico e antibiotico) quando necessario.

Beneficios para o participante

Para o estabelecimento de um tratamento adequado das lesbes de boca, deve-se fazer o

exame microscopico para o diagnéstico correto, ja que, muitas lesbes tem aparéncia
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clinica semelhante, sendo obrigatorio a realizacdo da biopsia. O beneficio esta na

certeza do diagndstico para aplicacdo do tratamento proprio para o quadro clinico.

Compensacéao

N&o ha despesas pessoais para o0 participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo hd compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela ser& absorvida pelo orgamento
da pesquisa.

Participacdo Voluntaria/Desisténcia da Pesquisa

Sua participagdo nesta pesquisa é totalmente voluntéria, ou seja, vocé somente participa

se quiser.

A ndo participacdo na pesquisa ndo implicard em alteraces nos procedimentos
realizados dentro do Programa do qual o senhor(a) foi encaminhado, tdo pouco mudara
a relacdo da equipe profissional com 0 mesmo. Apds assinar 0 consentimento, voceé tera
total liberdade de retira-lo a qualquer momento e deixar de participar da pesquisa se
assim o desejar, sem quaisquer prejuizos a continuidade do seu atendimento,

diagndstico, tratamento e acompanhamento na Instituicao.

Utilizacdo de Registros Médicos e Confidencialidade

Todas as informac6es colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater
estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o
momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a

menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento

assinado poderdo ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagdes,
contudo, sua identidade ndo seré revelada nessas apresentacdes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de DUvida

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Os responsaveis pelo estudo nesta
instituicdo sdo: Liliana Aparecida Pimenta de Barros e Fabiano de Azevedo Ribeiro

que poderdo ser encontrados na Av. Marechal Campos 1468, Ambulatério 4 do
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Curso de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), ou nos
telefones (27)33357239(Ambulatorio 4)/(27) 33357232(Professores).

“Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel,

comunique o fato & Comisséo de Etica em Pesquisa pelo telefone (27)33357446."

Declaracdo de Consentimento

Eu, , abaixo

assinado, concordo em participar da pesquisa intitulada ”Caracterizacao da expressio
molecular da podoplanina e do Ki-67 nas displasias epiteliais e carcinomas de

células escamosas orais: analise da transformacio maligna”, como sujeito.

Li e entendi 0 documento de consentimento e o0 objetivo da pesquisa, bem como seus
beneficios e possiveis riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre a pesquisa e todas as
minhas davidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar

desta pesquisa.

Autorizo a utilizacdo dos meus registros médicos (prontuarios médicos) pelo

pesquisador,

autoridades regulatorias e pelo Comité de Etica em Pesquisa(CEP) da Instituig&o.

Vitéria, de de

Nome do Voluntario
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APENDICE B - Modelo de ficha para coleta de dados.

Projeto de pesquisa:
CARACTERIZAGCAO DA EXPRESSAO MOLECULAR DA PODOPLANINA E DO KI-67 NAS DISPLASIAS
EPITELIAIS E CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS ORAIS: ANALISE DA TRANSFORMAGCAO MALIGNA

Fabiano de Azevedo Ribeiro (responséavel), Prof2 Dr2 Liliana Aparecida Pimenta de Barros.

FICHA PARA COLETA DE DADOS

N° Registro da Pesquisa:

SEXO: ( ) Masculino () Feminino
IDADE: anos.
RACA: ( )Branca ( )Parda ( )Negra ( )Indigena ( ) Outra:

LOCALIZACAO:

PROFISSAO:

HABITOS
--TABACO ( )Sim ( )Nado ( )Ex-fumante

Tipo :

Tempo:

Quantidade:

Frequéncia:

--ALCOOL ( )Sim ( )Nao ( )Ex-fumante

Tipo:

Tempo:

Quantidade:

Frequéncia:

-- OUTROS HABITOS :

-- EXPOSICAO AOSOL: ( )Sim ( )Nao

Frequéncia:
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ANEXO B - Descricdo dos dados clinicos dos casos das DOPM de acordo com

género, idade, cor de pele, localizacéo e fatores de risco

Grupo | Sexo | Idade | Raga Localizacao T.a ba- .Etl- Exposicdo
gismo | lismo solar
G1-1 M 46 Branca Rebordo alveolar inferior direito S N N
G1-2 M o6 Parda Regiao mediana de palato duro N N NI
G1-3 M 31 Branca Mucosa alveolar inferior esquerda S N Ni
G1l-4 M 46 Branca Rebordo alveolar inferior esquerdo S N Ni
G1-5 M 51 Branca Labio inferior NI NI 5
G1-7 F o4 Parda ‘Trigono retromolar direito S N S
G1-8 F 82 Negra ‘Tuberosidade maxilar direita EXx N S
G1-9 F 69 Parda Mucosa jugal direita N N
G1-10 M o1 Branca Lateral direita da lingua S N
G1-11 F 51 Branca Mucosa jugal direita S N
G1-12 F 51 Parda Mucosa labial inferior esquerda Ex N N
G1-13 F o4 Parda Lateral direita de lingua S N S
G1-14 M 51 Branca Lateral esquerda da lingua S N
G1-15 M o1 Branca Mucosa jugal direita EX S S
G1-16 F 69 Negra Regiao vestibular de tuber N N
G1-17 M 40 Parda Regiao retromolar S N S
G1-18 F o1 Parda Mucosa jugal direita EX N N
G1-19 F 54 Parda Dorso da lingua N S
G1-20 F 54 Parda Dorso de lingua S N S
G121 F 03 Parda Rebordo alveolar superior N N N
esquerdo
G1-22 F 69 Negra Fundo de vestibulo N N
G1-23 F 66 Branca Lateral posterior de lingua N N
G1-24 F 53 Parda Mucosa jugal Ex N N
G1-25 F 93 Parda ‘Trigono retromolar esquerdo N N
G1-26 F 66 Branca Fundo de vestibulo esquerdo N NI

Legenda: Ex: ex-fumante; F: feminino; M: masculino; N:nao; S:sim; Ni: nao informado
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ANEXO C - Diagnastico clinico e histopatologico das DOPM e de seus tecidos
perilesionais de acordo a DEO, segundo critérios da Organiza¢cdo Mundial da

Saude (2005)

Histopatolégico

Grupo Diagnéstico clinico Lesao Perilesional
G1-1 Leucoplasia com displasia epitelial leve DEO Leve Sem displasia
GI-2 Ceucoplasia sem displasia epitelial Sem displasia Sem displasia
G1-3 Leucoplasia com displasia epitelial leve DEO Leve Sem displasia
G1-4 Leucoplasia com displasia epitelial leve DEO Leve Sem displasia
G1l-5 Quellite actinica com displasia epitelial leve DEO Moderada Sem displasia
G1-7 Leucoplasia com discreta displasia DEO Leve Sem displasia
G1-8 Leucoplasia sem displasia Sem displasia Sem displasia
GI-9 LCeucoplasia sem displasia Sem displasia Sem displasia
G1-10 Leucoplasia com discreta displasia epitelial DEO Leve Sem displasia
G1-11 Leucoplasia sem displasia epitelial Sem displasia Sem displasia
G1-12 Leucoplasia verrucosa proliferativa DEO Moderada DEO Leve
G1-13 Leucoplasia com displasia severa DEO Severa DEO Moderada
G1-14 Leucoplasia sem displasia epitelial Sem displasia Sem displasia
G1-15 Leucoplasia com displasia epitelial leve DEO Leve DEO Leve
G1-16 Leucoplasia sem displasia Sem displasia Sem displasia
G1-17 Leucoplasia sem displasia epitelial Sem displasia Sem displasia
G1-18 Leucoplasia verrucosa proliferativa DEO Moderada DEO Leve
G1-19 Ceucoplasia verrucosa proliferativa DEO Moderada DEO Leve
G1-20 Leucoplasia verrucosa proliterativa DEO Leve Sem displasia
G1-21 Ceucoplasia verrucosa proliferativa Sem displasia Sem displasia
G1-22 Leucoplasia verrucosa proliterativa Sem displasia Sem displasia
G1-23 Ceucoplasia verrucosa proliferativa DEO Moderada Sem displasia
G1-24 Leucoplasia verrucosa proliferativa DEO Severa DEO Leve
G1-25 Ceucoplasia verrucosa proliferativa DEO Leve Sem displasia
G1-26 Leucoplasia verrucosa proliterativa Sem displasia Sem displasia
Legenda: DEO: displasia epitelial oral.
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ANEXO D - Descricdo dos dados clinicos dos casos de CCEO de acordo com
género, idade, cor de pele e localizagao

Grupo | Sexo | Idade | Raga Localizacao T'a ba- .Etl- Exposicao
gismo | lismo solar
G2-1 F 60 Branca Lateral direita de lingua N N NI
G2-2 M 60 Negra Mucosa jugal direita EX N NI
G2-3 F 66 Branca Lateral esquerda de lingua N N N
G2-4 F 7’ Branca Lateral esquerda de lingua N
G2-5 M 46 Branca Assoalho de boca N
G2-6 M /8 Branca Ventre direito de lingua NI NI NI
G2-7 M 7 Branca Labio inferior esquerdo N N S
G2-8 M o8 Parda Lateral esquerda de lingua EX N NI
G2-9 M Branca Rebordo anterior lingual N
G2-10 M 60 Negra Lateral esquerda de lingua N

Legenda: Ex: ex-fumante; F: feminino; M: masculino; N:nao; S:sim; Ni: nao informado
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ANEXO E - Andlise descritiva da marcacdo imuno-histoquimica do Ki-67 e do
D2-40 nas DOPM e tecidos perilesionais

Histologico Topografico
. ar = N Ki-67 | D2-40 | Ki-67 D2-40
Grupo | Diagndstico Lesao |Perilesional - -
lesdo | lesdo | margem | margem
Leucoplasia com
G1-1 Leve Sem displasia PB B B 0
DEO leve
Leucoplasia sem Sem . .
G1-2 . . o . . Sem displasia PB 0 B 0
displasia epitelial displasia
Leucoplasia com ] ]
G1-3 Leve Sem displasia SB B SB 0
DEO leve
Leucoplasia com ] ]
G1-4 Leve Sem displasia SB B PB B
DEO leve
Queilite actinica ] ]
G1-5 Moderada Sem displasia SB PB PB 0
com DEO leve
Leucoplasia com ] ]
G1-7 Leve Sem displasia PB B SB B
DEO leve
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-8 ) ) o ) ) Sem displasia PB B SB B
displasia epitelial displasia
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-9 ) ) ) ) Sem displasia PB SB SB B
displasia displasia
Leucoplasia com ] ]
G1-10 Leve Sem displasia B 0 B 0
DEO leve
Leucoplasia sem Sem . ]
G1l-11 ) ) o ) ) Sem displasia PB 0 B B
displasia epitelial displasia
Leucoplasia
G1-12 verrucosa Moderada Leve SB SB B 0
proliferativa
Leucoplasia com
G1-13 Severa Moderada SB SB SB B
DEO severa
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1l-14 . . o . . Sem displasia SB 0 SB 0
displasia epitelial displasia
Leucoplasia com
G1-15 Leve Leve PB B PB B
DEO leve
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-16 ) ) o ) ) Sem displasia SB B SB B
displasia epitelial displasia
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-17 ) ) o ) ) Sem displasia PB B PB 0
displasia epitelial displasia
Leucoplasia
G1-18 verrucosa Moderada Leve SB SB SB B
proliferativa
Leucoplasia
G1-19 verrucosa Moderada Leve SB SB PB B
proliferativa
Leucoplasia
G1-20 verrucosa Leve Sem displasia PB PB PB 0
proliferativa
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Leucoplasia
Sem . .
Gl-21 verrucosa ) . Sem displasia PB B B
) ) displasia
proliferativa
Leucoplasia
Sem . .
G1-22 verrucosa ) . Sem displasia PB SB PB
) ) displasia
proliferativa
Leucoplasia
G1-23 verrucosa Moderada Sem displasia PB PB PB
proliferativa
Leucoplasia
G1-24 verrucosa Severa Leve PB SB PB
proliferativa
Leucoplasia
G1-25 verrucosa Leve Sem displasia B B PB
proliferativa
Leucoplasia
Sem ) )
G1-26 verrucosa ) ) Sem displasia PB B B
displasia

proliferativa

Legenda:

EQ: displasia epitelial oral; 0: ausente; B: basal; PB: parabasal; SP: suprabasal.
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ANEXO F - Andlise descritiva da marcacao imuno-histoquimica do Ki-67 e D2-
40 nos CCEO e seus tecidos peritumorais

Histolégico Topografico
. o . - Peri- Ki-67 D2-40 Ki-67 D2-40
Grupo | Diagnostico | Lesao . ~ -
lesional lesdao lesao margem margem
CCEO DEO
G2-1 BD Corddes Corddes SB SB
BD moderada
Periferia Periferia
CCEO
G2-2 MD MD DEO leve dos dos SB B
ninhos ninhos
Periferia Periferia
CCEO
G2-3 BD BD DE severa dos dos SB B
ninhos ninhos
CCEO Células Células
G2-4 MD DEO Severa | . ) SB B
MD isoladas isoladas
Periferia Periferia
CCEO
G2-5 VD MD DEO severa dos dos SB B
ninhos ninhos
Periferia Periferia
CCEO DEO
G2-6 BD dos dos SB B
BD moderada ) )
ninhos ninhos
Periferia Periferia
CCEO
G2-7 VD MD DEO leve dos dos PB SB
ninhos ninhos
CCEO
G2-8 VD MD DEO severa | Corddes Cordses SB B
Periferia Periferia
CCEO
G2-9 MD MD DEO severa dos dos SB B
ninhos ninhos
Periferia Periferia
CCEO
G2-10 VD MD DEO leve dos dos SB B
ninhos ninhos
Legenda: CCEO: carcinoma de células escamosas oral; DEO: displasia epitelial oral; BD: bem diferenciado; MD:

moderadamente diferenciado; A: ausente; B: basal; PB: parabasal; SP: suprabasal.
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ANEXO G - Andlise dos graus de DEO e da malignidade do CCEO com as
expressoes qualitativas de Ki-67 e PDPN nas lesdes e nos tecidos perilesionais

DPOM LESAO

Valor p*

Sem displasia
Leve
Ki 67 lesdo 0.001
Moderada

Severa

Sem displasia
Leve
PDPN leséo 0.000
Moderada

Severa

Sem displasia
Leve
Ki-67 margem 0.080
Moderada

Severa

Sem displasia
Leve
PDPN margem 0.999
Moderada

Severa

*, Teste de Kruskal-Wallis.

DPOM MARGEM

Valor p*

Sem displasia
Ki 67 leséo Leve 0.006

Moderada

Sem displasia
PDPN lesédo Leve 0.005

Moderada

Sem displasia
Ki-67 margem Leve 0.000

Moderada

Sem displasia
PDPN margem Leve 0.854

Moderada

*. Teste de Kruskal-Wallis.



CCEO LESAO
Valor p
Moderadamente
Ki 67 lesdo diferenciada 0.008
Bem diferenciado
Moderadamente
PDPN
diferenciada 0.789
lesédo
Bem diferenciado
Moderadamente
Ki-67
diferenciada 0.789
margem ) )
Bem diferenciado
Moderadamente
PDPN diferenciada 0.127
margem
Bem diferenciado
*. Teste de Mann-Whitney.
CCEO MARGEM
Valor p*
Leve
Ki 67
_ Moderada 0.028
lesdo
Severa
Leve
PDPN
. Moderada 0.999
lesdo
Severa
Leve
Ki-67
Moderada 0.714
margem
Severa
Leve
PDPN
Moderada 0.200
margem
Severa

*, Teste de Kruskal-Walllis.
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ANEXO H - Andlise entre os dados clinicos e a expressdo qualitativa do Ki-67 e
PDPN nas DOPM e os tecidos perilesionais

Ki-67 PDPN Ki-67 PDPN

lesdo leséo margem  margem

Valorp  Valor p Valor p Valor p

Masculino
Sexo? B 0.022 0.123 0.999 0.999
Feminino

<=50
Faixa etéaria® 50 0.269 0.549 0.999 0.999
>

Branca

Raga® Negra 0.153 0.291 0.999 0.120
Parda
Labio

Lingua
Mucosa alveolar
Mucosa jugal
DOPM Localizacéo Mucosa labial 0.764 0.269 0.923 0.867
Palato duro
Rebordo alveolar

Trigonoretromolar

Tuber
Sim
Tabagismo® Nao 0.340 0.584 0.999 0.583
Ex-fumante
N Sim
Etilismo? ~ 0.262 0.544 0.999 0.999
Nao
EXposicao Sim
0.656 0.999 0.381 0.999
solar Néao

a, Teste de Mann-Whitney.
b Teste de Kruskal-Wallis.
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ANEXO | - Andlise entre os dados clinicos e a expressao qualitativa do Ki-67 e

D2-40 nos CCEO e os tecidos peritumorais

Ki-67 PDPN Ki-67 PDPN
lesdo lesdo margem margem
Valor p Valor p Valor p Valor p
Masculino
Sexo? 0.292 0.500 0.200 0.300
Feminino
<=50
Faixa etaria® 0.800 0.400 0.999 0.999
> 50
Branca
Raga® Negra 0.414 0.999 0.999 0.999
Parda
Assoalho de boca
Labio
CCEO Localizag&o Lingua 0.595 0.497 0.119 0.955
Mucosa jugal
Rebordo alveolar
Sim
Tabagismo® Nao 0.730 0.524 0.999 0.999
Ex-fumante
Sim
Etilismo?® - - - -
Nao
Exposicédo Sim
0.999 0..999 0.400 0.999
solar? Nao

a, Teste de Mann-Whitney.

b, Teste de Kruskal-Wallis.
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ANEXO J - Registro dos escores do Ki-67 e D2-40 nas DOPM e tecido

perilesional
HISTOLOGICO SEMI-QUANTITATIVO
. are = N Ki 67 PDPN Ki-67 PDPN
Grupo Diagnostico Lesao Perilesional ~ ~
lesdo | lesdo | margem | margem
Leucoplasia com ] ]
G1l-1 Leve Sem displasia 1 1 1 1
deo leve
Leucoplasia sem Sem
G1-2 ) ) o ) ) Sem displasia 1 1 1 1
displasia epitelial displasia
Leucoplasia com ] ]
G1-3 Leve Sem displasia 1 1 1 1
DEO leve
Leucoplasia com ] ]
G1-4 Leve Sem displasia 1 1 1 1
DEO leve
Queilite actinica ] ]
G1-5 Moderada Sem displasia 1 1 1 1
DEO leve
Leucoplasia com ] ]
G1-7 Leve Sem displasia 1 1 1 1
DEO leve
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-8 ) ) ) ) Sem displasia 1 1 1 1
displasia displasia
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-9 ) ) ) ) Sem displasia 1 1 1 1
displasia displasia
Leucoplasia com ] ]
G1-10 Leve Sem displasia 1 1 1 1
DEO leve
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1l-11 ) ) o ) ) Sem displasia 1 1 1 1
displasia epitelial displasia
Leucoplasia
G1-12 verrucosa Moderada Leve 2 2 1 1
proliferativa
Leucoplasia com
G1-13 Severa Moderada 2 2 2 1
DEO severa
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-14 . . o . . Sem displasia 1 1 1 1
displasia epitelial displasia
Leucoplasia com
G1-15 Leve Leve 1 1 1 1
DEO leve
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-16 . . o . . Sem displasia 1 1 1 1
displasia epitelial displasia
Leucoplasia sem Sem ] ]
G1-17 ) ) o ) ) Sem displasia 1 1 1 1
displasia epitelial displasia
Leucoplasia
G1-18 verrucosa Moderada Leve 2 2 1 1
proliferativa
Leucoplasia
G1-19 verrucosa Moderada Leve 2 2 1 1
proliferativa
Leucoplasia
G1-20 verrucosa Leve Sem displasia 1 1 1 1
proliferativa
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Leucoplasia
Sem . .
Gl-21 verrucosa ) . Sem displasia
) ) displasia
proliferativa
Leucoplasia
Sem . .
G1-22 verrucosa ) . Sem displasia
) ) displasia
proliferativa
Leucoplasia
G1-23 verrucosa Moderada Sem displasia
proliferativa
Leucoplasia
G1-24 verrucosa Severa Leve
proliferativa
Leucoplasia
G1-25 verrucosa Leve Sem displasia
proliferativa
Leucoplasia
Sem ) )
G1-26 verrucosa ) ) Sem displasia
displasia

proliferativa

Legenda: D

EO: displasia epitelial oral.
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ANEXO K - Registro dos escores do Ki-67 e D2-40 nas CCEO e seus
respectivos tecidos peritumorais

HISTOLOGICO SEMI-QUANTITATIVO
. A ~ Peri- Ki 67 PDPN Ki-67 PDPN
Grupo | Diagnostico Lesao . ~ -
lesional lesdao lesao | margem | margem
CCEO
Bem DEO
G2-1 Bem . . 1 2 2 2
. ) diferenciado moderada
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-2 | Moderadamente ) . 3 1 1 1
. ) diferenciado leve
diferenciado
CCEO
Bem DE
G2-3 Bem ) ) 1 1 2 1
) ) diferenciado severa
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-4 | Moderadamente ) ) 3 2 2 1
) ) diferenciado Severa
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-5 | Moderadamente ) ) 3 2 2 1
) ) diferenciado severa
diferenciado
CCEO
Bem DEO
G2-6 Bem ) ) 1 1 1 1
) ) diferenciado moderada
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-7 | Moderadamente ) ) 3 1 1 1
) ) diferenciado leve
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-8 | Moderadamente ) ) 2 1 2 1
) ) diferenciado severa
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-9 | Moderadamente ) ) 2 1 1 1
. ) diferenciado severa
diferenciado
CCEO
Moderadamente DEO
G2-10 | Moderadamente ) ) 3 2 2 1
) ) diferenciado leve
diferenciado
Legenda: CCEO: carcinoma de células escamosas oral; DEO: displasia epitelial oral.
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ANEXO L: Correlagdo da expressdo do Ki-67 e PDPN nas lesGes e suas

margens clinicamente sadias.

PDPN (les&o)

DOPM

PDPN (margem)

Ki-67 0386
(les30) '
Ki-67

(margem)

0.447

(-) Nao realizado.

Correlagdo de Spearman.

PDPN (les&o)

CCEO

PDPN (margem)

Ki-67
(lesdo)
Ki-67

(margem)

0.000

0.843

(-) Nao realizado.

Correlagdo de Spearman.
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