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RESUMO

Leucoplasia verrucosa proliferativa é uma forma agressiva de
leucoplasia oral, que afeta mais mulheres acima de 60 anos, sem historia de
etilismo e tabagismo. Tem apresentacao clinica multifocal, mostra recorréncia
e sempre desenvolve displasia epitelial e carcinoma espinocelular (CEC). O
objetivo deste trabalho foi avaliar os achados clinico-patolégicos e a expressao
imunohistoquimica de ki-67, p53, Mcm2 e Mcm5, na tentativa de elucidar o
comportamento biolégico distinto desta condicdo. Os dados clinico-patoldgicos
de 12 pacientes foram revisados. Todos eram mulheres, acima de 50 anos
(50% acima de 70 anos), 91,7% eram nado fumantes e nenhuma etilista
habitual. Os casos acompanhados por mais tempo mostraram aspectos
clinicos compativeis com lesbes iniciais com presenca de hiperqueratose e
acantose, desenvolvimento de diferentes graus de displasia e CEC. Os locais
mais acometidos foram rebordo alveolar (66,6%), lingua (50%) e mucosa jugal
(41,6%). Quatro pacientes desenvolveram CEC. Os achados
imunohistoquimicos mostraram expressdes variaveis em cada marcador. As
areas epiteliais sem displasia mostraram imunopositividade fraca para p53 e ki-
67 e moderada para Mcm2 e Mcm5; os casos de displasia leve tiveram
expressao fraca de p53, moderada de ki-67 e Mcm5 e forte de Mcm2; displasia
moderada exibiu marcacdo fraca de Mcm5 e de p53 e Mcm2, além de
expressao moderada de ki-67; CEC mostrou expressdo fraca de Mcmb5,
moderada de Mcm2 e forte de ki-67 e p53. Nao foi observado, na maioria dos
casos, um padrdao regular de aumento de marcacao imunohistoquimica
conforme avanco do grau de displasia epitelial. A expressao de ki-67, Mcm2 e
Mcm5 mostrou-se variada, com casos de displasias leves apresentando forte
imunopositividade.

Palavras-chave: Ki-67; p53; Mcm2; Mcm5; Leucoplasia verrucosa proliferativa.
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ABSTRACT

Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) is an aggressive form of oral
leukoplakia that affects particularly women over 60 years of age, without tobacco
and alcohol intake history. Has multifocal presentation, presents recurrences and
always develops epithelial dysplasia and squamous cell carcinoma (SCC). The aim
of this study was to evaluate the clinico-pathological findings and the ki-67, p53,
Mcm2 and Mcm5 immunohistochemical expression, in order to elucidate the
distinct biologic behavior of this condition. The clinico-pathological data of 12
patients were reviewed. All were women, above 50 years (50% above 70 years of
age), 91.7% were non smoker and 100% were non-drinker. The cases with longer
follow-up showed clinical aspects compatible with initial lesions presenting
hyperkeratosis and acantosis, development of different grade of epithelial
dysplasia and SCC. Alveolar ridge (66,6%), tongue (50%) and buccal mucosa
(41,6%) were the most affected sites. Four patients developed SCC. The
immunohistochemical findings showed variable expression for each antibody.
Areas without epithelial dysplasia showed weak positivity to p53 and ki-67 and
moderate to Mcm2 and Mcm5. Mild dysplasia cases showed weak positivity to p53,
moderate to ki-67and Mcm5 and strong to Mcm2; moderate dysplasia exhibited
weak p53, Mcm2 and Mcm5 expression and moderated ki-67 imunopositivity; SCC
showed weak Mcm5 positivity, moderate expression of Mcm2 and strong
imunopositivity of ki-67 and p53.The majority of the cases did not show a regular
pattern of increasing immunohistochemical expression according to higher grades
of epithelial dysplasia. Ki-67, Mcm2 and Mcm5 showed variable imunopositivity,
with some mild dysplasia cases presenting strong expression.

Key words: Ki-67; p53; Mcm2; Mcmb5; Proliferative verrucous leukoplakia.
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1. INTRODUCAO

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), em 1978, definiu leucoplasia
oral como “placa ou mancha branca que nao pode ser caracterizada clinica ou
histologicamente como qualquer outra doenca” e a incluiu no grupo de lesdes com
potencial de malignizacao. Axéll T et al., em 1996, corroboraram esta definicdo ao
dizer que leucoplasia oral é “lesdo predominantemente branca da mucosa oral,
gque nao pode ser caracterizada como nenhuma outra lesdo” e que “algumas
leucoplasias se transformam em céancer”.

Hansen et al., descreveram, em 1985, LVP como uma forma distinta de
leucoplasia, que apresentava aparéncia verrucosa e exofitica, com altos indices
de transformacédo maligna e achados histopatolégicos progressivos em bidpsias
sequenciais - de hiperqueratose, diferentes graus de displasia a carcinoma
verrucoso e CEC, fatos confirmados por outros autores (Murrah & Batsakis, 1994;
Silverman & Gorsky, 1997; Batsakis et al., 1999; Epstein et al., 2007). A OMS, em
2005, caracterizou LVP como um subtipo raro de leucoplasia oral que possui
etiologia desconhecida, acomete principalmente mulheres — proporcao
homens:mulheres igual a 1:4, com idade média de 62 anos, apresenta alto risco
de malignizacdo e cujo diagnostico deve ser feito através de associagdo das
caracteristicas clinicas e histopatolégicas, as quais mostram evidéncia de
displasia progressiva (Barnes et al., 2005). LVP afeta multiplos locais da mucosa
oral, apresenta resisténcia a qualquer forma de tratamento e altos indices de
recorréncia (Hansen et al., 1985; Murrah & Batsakis, 1994; Silverman & Gorsky,
1997; Batsakis, 1999; Lopes et al., 2000; Barnes et al., 2005; Epstein et al., 2007).

Varios estudos vém sendo feitos para se determinar se a expressao
alterada de proteinas como Ki-67, PCNA, TGF-a, p21, erB-2, erB-1, p57, hsp 60,
ciclina D1, p53, Mcm2 e perda de heterozigozidade poderiam estar envolvidas no
processo de alteracao epitelial (epitélio normal - displasico — CEC) presente nas
leucoplasias orais (Kannan et al., 1996; Chang et al., 2000; Liu & Klein-Szanto,



2000; Jiang et al., 2001; Epstein et al., 2003; Fan et al., 2006; Szelachowska et al.,
2006).

A despeito destes achados da literatura, existem poucos estudos
relativos a marcadores de proliferacdo tumoral em LVP e nenhum correlacionando
Mcm2, Mcmb5, maspin, ki-67 e p53 com os aspectos clinico-patolégicos das
leucoplasias verrucosas proliferativas. Assim sendo, é reforcada a importancia de
se realizar outros estudos, na tentativa de elucidar o comportamento biol6gico
distinto desta condicao e o possivel valor prognéstico destes marcadores.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Epidemiologia

2.1.1. Incidéncia e prevaléncia

A incidéncia e a prevaléncia de leucoplasia oral variam de acordo com a
populacao estudada e seus habitos. A maioria dos estudos mostra prevaléncia
que varia entre 1 e 5% (Pindborg et al.,1968; Lay et al., 1982; Bouquot & Gorlin,
1986; Reichart et al, 1987). Entretanto, alguns estudos mostram resultados
distintos: em uma populacédo sueca adulta a prevaléncia foi de 3,6% (Axéll et al.,
1976), na Hungria Banoczy & Sugar (1972) encontraram prevaléncia variando
entre 0,6 e 3,6%. Na india, Mehta et al., em 1972, encontraram prevaléncia que
variou entre 0,2% e 4,9% e Silverman et al. (1976), também em populacao
indiana, relataram prevaléncia de 9.6% em grupos mais jovens (entre 35 e 39
anos) e 14,6% em grupos com idades acima de 65 anos. Os relatos de incidéncia
anual de leucoplasia oral na maioria dos estudos em nao fumantes foi de 0,6, em
fumantes, em usuarios de outras formas de tabaco foi igual a 8,9 e em pacientes
usuarios de betel foi de 1,3 por 100.000 pacientes (Pindborg et al.,1968; Lay et al.,
1982; Bouquot & Gorlin, 1986; Reichart et al, 1987). Gupta et al. (1980),
realizaram estudo prospectivo com 10 anos de acompanhamento, em amostra
randomizada, em diferentes locais da india e com diferentes formas de consumo
de tabaco. Encontraram incidéncia anual de leucoplasia oral igual a 1.1 - 2.4 por
1.000 homens e 0.2 — 0.03 entre 1.000 mulheres.

Com relagdo a LVP, sabe-se que acomete mais mulheres, numa
proporcao homem:mulher igual a 1:4 (Barnes et al,, 2005). No entanto, nao
existem trabalhos com amostra populacional suficientemente grande para que

haja um numero estabelecido de incidéncia e de prevaléncia.



2.1.2. Idade e género

Leucoplasia é condicdo que apresenta ocorréncia apds os 30 anos de
idade (Waldrom et al., 1975), havendo aumento da prevaléncia com o aumento da
idade, especialmente para o género masculino (Zakrzewska et al., 1996; Regezi &
Sciuba, 1999). A distribuicdo de lestes entre os géneros muda entre os estudos
de acordo com as diferencas ambientais e, principalmente, de acordo com habitos
orais de cada populacdo, como fumar, mascar tabaco e betel (Jang-Jaer et al.,
2006). Se existem esses costumes, todos associados ou em diferentes
combinacoes, a proporcao entre homens:mulheres pode chegar a 1:1 (van der
Waal et al., 1997). Em outras regides, onde esses habitos combinados nao
existem, a proporcdo homem:mulher geralmente € igual a 2:1 (Neville et al., 2004).

Quase todos os estudos realizados em pacientes portadores de LVP
mostram que essa condicdo acomete principalmente mulheres, com idades de
diagnéstico variando entre 62 e 80 anos, (Hansen et al., 1985; Zakrzewska et al.,
1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al., 2000; Bagan et al., 2003). A OMS
relata que mulheres sdo mais acometidas, com proporcao homem:mulher igual a

1:4, e 62 anos como idade média de diagndstico (Barnes et al., 2005).

Tabela 01 - Estudos publicados descrevendo casos de LVP, distribuicao entre os géneros
e idades de diagnéstico.

Idade de diagndstico

Autores Ano Pacientes Género |
(anos) Numero de fumantes

Hansen et al. 1985 30 6H,24 M 66 7
Zakrzewska et al 1996 10 5H,5M 64 3
Silverman & Gorsky 1997 54 11 H,43 M 62 17
Fettig et al. 2000 10 6H,4M 65 5
Bagan et al. 2003 30 6H,24 M 71 18
Morton et al. 2007 3 1H,2M 80 -
Klanrit et al. 2007 6 1H,5 M 65.8 1

H: homens, M: mulheres.



2.2. Etiologia

2.2.1. Fumo

O uso de tabaco parece ter correlacdo com o desenvolvimento de
leucoplasias. Bandczy et al., em estudo longitudinal realizado em 2001, mostraram
claramente associagao do tabaco com o desenvolvimento de lesdes leucoplasicas.
Hogewind et al., em 1988, relataram que 64% das leucoplasias orais estavam
associadas ao habito tabagista, dado confirmado por Freitas et al. e Chen et al.,
em 2006, que encontraram prevaléncia ainda maior do uso do tabaco entre
pacientes com leucoplasias (84,4%). Ja foi demonstrado que ha relacdo entre
quantidade de cigarros consumidos por dia e risco de aparecimento de
leucoplasias (Reoed Petersen, 1982), e existem relatos de remissdo das
leucoplasias orais apds descontinuacédo do habito tabagista (Reed Petersen, 1982;
Bandczy et al., 1991; Gupta et al., 1995).

LVP, segundo varios autores, ndo tem associacao com uso de tabaco
(Eversole, 1997; Barnes et al., 2005; Cabay et al., 2007). Entretanto, quase todos
os estudos encontrados na literatura relatam que uma parte dos pacientes fazia
uso de fumo - associado ou nao a betel (Hansen et al., 1985; Murrah & Batsakis,
1994; Zakrzewska et al., 1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al.,, 2000;
Bagan et al., 2003; Morton et al., 2007).

2.2.2. Bebidas alcoodlicas

Embora o consumo de tabaco em suas variadas formas seja o principal
agente etiolégico das leucoplasias orais, consumo de bebidas alcodlicas também
parece ter um papel importante neste processo. A formacdo de metabdlitos
toxicos do etanol, interferéncia nos mecanismos de reparo do DNA e aumento da

permeabilidade celular, que permite entrada de agentes carcinégenos — como 0s



existentes no tabaco - sugere que o efeito sinergistico entre consumo de alcool e
tabaco seja o pivd do desenvolvimento de leucoplasias orais (dgden et al., 1998;
@Jgden, 2005). Hashibe et al. (2000) afirmaram, entretanto, que ha associacao
entre consumo de alcool e leucoplasias orais em pacientes nao fumantes e nao
usuarios de qualquer forma de tabaco. O desenvolvimento de lesbes com
potencial de malignizacdo depende da quantidade e da composicdo da bebida
ingerida. Algumas bebidas, como o vinho tinto, contém polifendis, que apresentam
alto poder antioxidante. No entanto, outros tipos de bebidas alcodlicas, como
destilados, possuem, em suas composi¢coes componentes carcinogénicos como
nitrosaminas, aflatoxinas, arsénico, asbestos, benzopirenos e acetaldeido que
podem ter efeito carcinogénico direto sobre as células da mucosa, causando dano
ao DNA (IARC, 1999; Hashibe et al., 2000; Petti & Scully 2006). Além disso, Blot
(1992) afirmou que o alcool pode contribuir para diminuicdo da ingestdo e
absorcao de nutrientes presentes nos vegetais e frutas, importantes no controle do
desenvolvimento de cancer e no processo de imunossupressao.

Com relacao a LVP, é importante ressaltar que esta condicdo acomete
prevalentemente mulheres de meia idade sem historia de ingestdo de alcool
(Eversole, 1997; Barnes et al., 2005).

2.2.3. Betel

Betel, combinacado de sementes de areca, folha de betel, hidréxido de
célcio e tabaco, é outro fator etiolégico de leucoplasia oral. O habito de mascar
betel é prevalente em populacdes de Taiwan, india, Papua Nova Guiné, Africa do
Sul e paises do sudeste asiatico. Estima-se que aproximadamente 600 milhdes de
pessoas mascam betel em todo o mundo (IARC, 1985; Thomas et al., 1992; Ko et
al., 1995; Jeng et al, 2000). Chen et al. (2006) encontraram incidéncia de
leucoplasia oral em 69,7% das pessoas que mascavam betel. Jacob et al. (2004)

relataram que o habito de mascar betel sem tabaco também levou a um aumento



na prevaléncia de leucoplasia oral, tanto em homens quanto em mulheres.
Afirmaram, ainda, que o risco de desenvolvimento de lesdes com potencial de
malignizagdo era maior em individuos que apenas mascavam tabaco,
intermediario em sujeitos que mascavam betel associado a tabaco e menor, mas

ainda alto, naqueles que mascavam betel sem tabaco.

2.2.4. Candida albicans, Papilomavirus Humano (HPV) e Epstein —
Barr virus (EBV)

Se o conceito adotado é o de que leucoplasias orais sao lesdes que
nao podem ser caracterizadas como nenhuma outra com causa conhecida, entéo
se pode afirmar que candida estda associada a lesdo, ndo induzindo seu
aparecimento e transformacao displasica (Reibel, 2003). Entretanto, estudos em
animais mostraram que C. albicans tem um efeito no desenvolvimento de
carcinomas (O'Grady & Reade, 1992). Isto fortalece a associacao entre Candida e
leucoplasias nao homogéneas, lesbes mostrando displasia e maiores indices de
transformacdo maligna em leucoplasias infectadas (Roed-Petersen, 1970;
Bandczy & Sugar, 1972). Barrett et al. (1998) observaram associagao significativa
entre infeccdo fungica e leucoplasias com displasia moderada e grave. Além
disso, notaram que lesbes displasicas infectadas apresentavam tendéncia trés
vezes maior de desenvolver displasia epitelial mais grave. Entretanto, fica em
aberto, ainda, a questao se Candida de fato causa displasia epitelial ou se apenas
infecta tecido ja alterado.

HPV é uma familia de mais de 80 tipos de virus DNA pequenos, (5nm),
sem envelope, icosaédricos, epiteliotrépicos que sao transmitidos precocemente
na vida. Dividem-se em HPV de baixo risco (6,11,1-5, 7-10, 12-15, 17, 19-30, 32,
34, 36-44, 46-51, 53-57 e 59), envolvidos na patogénese de varias lesdes
epiteliais, a maioria lesdes hiperplasicas; e alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
52), com potencial carcinogénico. Apesar de HPV ser encontrado em epitélio



normal a probabilidade de se detectar HPV em lesées com potencial de
malignizagdo € 2-3 vezes maior e em carcinomas espinocelulares € 4-5 vezes
maior (Nielsen et al., 1996; Terai et al., 1999; Miller & Johnstone, 2001). O papel
do virus no processo de transformagcdao maligna dos queratindcitos se da através
da acdo de dois de seus genes: E6 e E7, que sao traduzidos em oncoproteinas
que se ligam a p53 e Rb, alterando todo o controle do ciclo celular (Park et al.,
1991; Scheffner et al., 1992, Scheffner et al., 1993).

HPV 16 e 18 estdo fortemente relacionados a carcinomas de cérvix
uterino e anogenitais (Schiffman et al., 1993). E, com relagdo aos CEC orais,
alguns estudos afirmam que estes virus também tém papel etioldégico (Miller et
al.,1996; Gopalakrishnan et al., 1997; Miller & Johnstone, 2001, Sugiyama et al.,
2003).

A presenga de HPV em leucoplasias orais foi descrita em varios
trabalhos (Miller et al., 1996; Miller & Johnstone, 2001; Campisi et al., 2004; Chen
et al., 2006). Embora alguns autores tenham descrito a importancia do HPV na
etiologia da LVP, particularmente HPV 16 (Gopalakrishnan et al., 1997) e 18
(Palefsky et al., 1995; Silverman & Gorsky, 1997, Femiano et al., 2001), outros
autores mostram que a prevaléncia de HPV em LVP nao difere das leucoplasias
orais (Fettig et al., 2000; Eversole, 2000; Campisi et al., 2004).

Bagan et al. (2008) relataram a presenga de EBV em 6 de seus 10
casos de LVP e em 2 dos 5 casos de CEC analisados. Entretanto, ainda ndo se
sabe se EBV realmente tem papel efetivo na etiologia das leucoplasias e dos
CEC. Além disso, mesmo com a utilizacdo de PCR — ferramenta sensivel — nédo é
possivel afirmar se os virus detectados infectam apenas os queratindcitos ou os
linfécitos do infiltrado inflamatério adjacente.



2.2.5. Sanguinarina

Sanguinarina é utilizado em colutérios e cremes dentais por apresentar
propriedades de desorganizacao do biofilme dental e atividade antiinflamatoéria.
Recentemente foi descrita a participacdo de sanguinarina no desenvolvimento de
leucoplasias orais. Estas les6es geralmente localizam-se no vestibulo anterior ou
mucosa alveolar maxilar, locais ndo muito comuns de incidéncia de leucoplasia
oral. A mistura deste composto com alcalbdides presentes na composicao de tais
produtos mostra interacao, in vitro, com DNA. Sanguinarina e seus metabdlitos
aparentemente se ligam a proteinas plasmaticas, alteram o metabolismo hepatico,
sao eliminados lentamente e retidos no trato gastrointestinal, figado, pulmdes, rins
e coracao. Explica-se, assim, porque as lesdes leucoplasicas podem nao
desaparecer apds descontinuacao do uso ou apresentar recorréncia apds excisao.
Infelizmente, ainda ndo ha consenso se sanguinarina realmente apresenta poder
carcinogénico, visto que apenas pequena porcentagem das biopsias
apresentaram displasia moderada (Damm et al., 1999; Allen et al., 2001, Shopper
et al., 2004).

2.2.6. Nutricao

Segundo Regezi & Sciuba (1999) fatores nutricionais também podem
estar envolvidos na patogenia da leucoplasia oral. Vitaminas A, B12, C, E, B-
caroteno e folato sdo micronutrientes que apresentam forte evidéncia de
envolvimento com prevencao e controle do processo de iniciagdo e promocao do
cancer. Vitamina A (acido retindico) apresenta efeito anti-proliferativo e indutor da
diferenciacdo celular, além de capacidade de induzir apoptose (Willis & Wians,
2003). B-caroteno e vitamina E sdo considerados menos toxicos que o acido
retindico e apresentam efeitos celulares semelhantes a vitamina A (Toma et al.,
1992; Garewal, 1994; Benner et al., 1993; Garewal, 1994).



Em um estudo feito na india, os niveis séricos de vitamina A, B12, C, B-
caroteno e folato estavam diminuidos significantemente em pacientes que
apresentavam leucoplasia oral, mesmo nos nao fumantes (Ramaswamy et al.,
1996). Em outro trabalho realizado por Gupta e colaboradores, em 1999, foi
demonstrado que a ingestdo de B-caroteno estava inversamente relacionada ao
aparecimento de lesdes orais com potencial de malignizacédo. Deve ser levado em
consideracao o habito muito prevalente nesta populacdo de uso do tabaco sob
varias formas. Mesmo assim, a ingestao de uma dieta rica em frutas e vegetais
frescos pode ter um papel protetor na prevencao de cancer oral (van der Waal et
al.,, 1997). Nao existe, ainda, nenhum estudo que mostre se nutricdo deficiente

tem ou nao papel na etiologia de LVP.

2.3. Aspectos Clinicos

Leucoplasias orais podem ocorrer como alteracdes isoladas, Gnicas, ou
como lesbes difusas, as vezes multiplas. Os locais de distribuicdo das lesdes
mostram variacdes de acordo com o género e, principalmente, com as diferencas
nos habitos de cada populagdo (Banéczy & Sugar; 1975; Silverman et al., 1976;
Gupta et al., 1980; Jang-Jaer et al., 2006).

O aspecto das lesdes varia e mudangcas podem ocorrer com o tempo.
Sao divididas, basicamente, em homogéneas e n&o homogéneas, havendo
subdivisbes (Banéczy et al., 1975; Sciubba, 1995). As leucoplasias orais
homogéneas sao definidas como lesdes predominantemente brancas, de
aparéncia uniforme, com aspecto fino e translicido. Caracteriza-las como
homogéneas refere-se a consisténcia e a cor sempre constantes (Axéll et al.,
1996; van der Waal et al., 1997).

Leucoplasias ndao homogéneas sao assim denominadas por apresentar
variacao na cor (podendo apresentar areas brancas e eritroplasicas, sendo, entao,

chamadas leucoeritroleucoplasias) ou por mostrar aparéncia irregular, nodular ou
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exofitica, com ou sem fissuras, geralmente apresentando textura firme a palpacao
(Gupta et al.,, 1989; Zakrzewska et al., 1996; van der Waal, 1997; Regezi and
Sciuba, 1999). As leucoplasias nodulares sao caracterizadas por irregularidades
superficiais arredondadas (Gupta et al., 1989; van der Waal et al,, 1997) e as
leucoplasias verrucosas apresentam projecdes superficiais exofiticas irregulares
achatadas ou finas (Axéll et al., 1996). Portanto, uma lesdo leucoplasica nao
homogénea é assim definida pelo seu aspecto, textura e mistura de cores (branco
e vermelho) (van der Waal et al., 1997).

LVP apresenta, como uma das caracteristicas mais marcantes,
apresentacao clinica variavel e progressiva, além de seu diagnostico sé poder ser
realizado retrospectivamente (Hansen et al., 1985; Zakrzewska et al.; 1996,
Barnes et al., 2005). Esta condicao pode acometer qualquer local da cavidade oral
e pode ter apresentacao inicial como lesdo uUnica e, com o tempo, pode haver
desenvolvimento de lesbes multiplas e multifocais. Lingua e mucosa jugal sdo os
locais mais acometidos e palato, rebordo alveolar, gengiva, assoalho e mucosa
labial os menos envolvidos (Hansen et al., 1985, Batsakis et al., 1999).

2.4. Aspectos Histopatologicos

Os aspectos histopatolégicos principais da leucoplasia oral sao
hiperplasia epitelial e acantose, com ou sem hiperqueratose (van der Waal et al.,
1997; Neville et al., 2004; Barnes et al., 2005). Displasia epitelial pode estar
presente, variando de leve a grave. Em alguns casos, carcinoma in situ e até CEC
invasivo podem ser encontrados microscopicamente (van der Waal et al.,, 1997;
Regezi e Sciuba, 1999; Barnes et al., 2005).

As displasias epiteliais podem variar de brandas (havendo alteractes
apenas na porcao basal e suprabasal do epitélio) a graves (quando as alteracoes
epiteliais ultrapassam a camada espinhosa do epitélio) (van der Waal et al., 1997;
Reibel, 2003; Barnes et al., 2005; Jang-Jaer et al., 2006). O termo carcinoma in
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situ é utilizado quando o epitélio esta alterado em toda sua extensao, mas ainda
nao houve invasao do tecido conjuntivo subjacente (Reibel, 2003; Barnes et al.,
2005). Alguns autores consideram que mudancas na microvascularizagcao e/ou um
aumento do numero de linfécitos, plasmécitos e células de Langerhans no tecido
conjuntivo subjacente também sao indicativos de displasia epitelial (van der Waal
et al, 1997). Certas leucoplasias displasicas podem apresentar algumas
caracteristicas que se assemelham as do liquen plano, tendo sido chamadas por
alguns autores de displasias liguendides (Krutchkoff & Eisenberg, 1985).

Exocitose no epitélio pode estar presente, mas ndao é comum. Se ha
infeccdo por C. albicans pode ser observado formacdo de microabcessos nas
camadas mais superficiais do epitélio (van der Waal et al., 1997).

As alteracOes epiteliais progressivas associadas as LVP fazem o
diagnéstico microscopico inicial impossivel. Geralmente um diagndstico
histopatoldégico de auséncia de alteragbes ou displasia minima é feito, mas o
comportamento clinico agressivo ndo condiz com estes achados (Cabay et al.,
2007). Hansen et al. (1985) propuseram gradagdao microscopica de LVP através
de uma escala de 0 a 10, traduzindo uma progressao de alteragcdées que abrangia
mucosa oral histopatologicamente normal, leucoplasia clinicamente homogénea,
hiperplasia verrucosa, carcinoma verucoso, CEC papilar, CEC pouco diferenciado,
e graus intermediarios. Em 1999, Batsakis et al. sugeriram nova gradagéo as LVP
que incluia quatro fases principais (leucoplasia sem displasia epitelial e
clinicamente achatada, hiperplasia verrucosa, carcinoma verrucoso e CEC) e suas
gradacOes intermediarias. Estes métodos classificatorios diferem em suas
interpretacbes em quais lesdes deveriam ser classificadas como CEC papilar: o
critério proposto por Batsakis et al. (1999) inclue no grupo de carcinoma verrucoso
lesbes classificadas como CEC papilar por Hansen et al. (1985). Outra dificuldade
encontra-se em definir hiperplasia verrucosa, diferenciando-a do carcinoma
verrucoso (Cabay et al., 2007). Shear & Pindborg (1980) foram os primeiros a
descrever esta condicdo da mucosa oral, eliminando o uso do termo

“papilomatose oral florida” para proliferacbes epiteliais papilomatosas
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hiperqueratoticas, proposto por Rock & Fisher, em 1960. Alguns autores a
consideram uma variante morfoldgica do carcinoma verrucoso (Slootweg & Miller,
1983; Murrah & Batsakis, 1994) e outros como uma entidade distinta, mas que
pode coexistir com carcinoma verrucoso (Shear & Pindborg, 1980).

Leucoplasia verrucosa proliferativa pode exibir caracteristicas
histopatolégicas diferentes em uma mesma bidpsia, em bidpsias multiplas
realizadas no mesmo tempo cirurgico, ou em biopsias feitas ao longo do tempo
(Cabay et al., 2007). Pode haver infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo, mas
com aspecto também muito variavel, aparecendo como linha difusa e suave ou até
como faixa densa subepitelial semelhante ao liquen plano, mas sem a
caracteristica degeneracao da camada basal (Silverman et al., 1997; Cabay et al.,
2007). Com o tempo, ha progressivo aumento da queratinizacdo, da
verrucosidade superficial, da acantose, hiperplasia da camada basal,
desenvolvimento de displasia epitelial e, ndo havendo tratamento, progressao
para carcinoma verrucoso ou espinocelular (Hansen et al., 1985; Zakrzewska et
al., 1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al., 2000; Lopes et al., 2000; Bagan
et al., 2003; Vigliante et al., 2003; Cabay et al., 2007).

2.5. Diagnostico Diferencial

Um diagnéstico preciso de lesdo branca oral deve ser feito através da
analise de fatores etiologicos, exame clinico e exame histopatolégico, se
necessario, visto que existem diversas lesdes orais que podem ser definidas como
brancas. Deve-se avaliar a histéria do paciente e os possiveis fatores etiolégicos,
como microorganismos (caso da candidose pseudomembranosa e hiperplasica,
leucoplasia pilosa oral, lesdes da sifilis secundaria), trauma (morsicatio bucarum,
linha alba, hiperqueratose reacional por defeitos em restauracdes bucais),
doencas auto-imunes (como liquen plano reticular ou em placa), entre outros
(Roed Petersen, 1982; Axéll et al., 1984; Gupta, 1984; Axéll et al., 1996; van der
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Waal et al., 1997). Também se deve atentar para as caracteristicas clinicas, como
bilateralidade, simetria da lesdo e aspecto superficial (Tabela 02).

Se apdés exame cuidadoso de todos os fatores ainda nao houver
diagnéstico conclusivo, bidépsia € mandatéria (van der Waal et al., 1997; Pentenero
et al., 2003).

Tabela 02 - LesGes orais brancas ou predominantemente brancas mais comuns e seus
principais critérios diagnosticos.

Lesdo Critérios diagndsticos principais
Candisose pseudomembranosa Aspecto clinico (pseudomembranas raspaveis, geralmente padrdo simétrico)
Candidose hiperplasica Aspecto clinico, histopatologia
Lesao friccional Presenca de irritagdo mecanica (ex: presenca de cuspide dental pontiaguda)
Leucoplasia pilosa Aspecto clinico (localizagdo: bilateral lingual), presenga do EBV
Les&o associada a restauragdes dentarias Aspecto clinico (relagdo com restauragao dental)
Leucoedema Aspecto clinico (padrédo simétrico, desaparece quando mucosa é distendida)
Liquen plano, tipos reticular ou em placa Aspecto clinico (padrédo simétrico), histopatologia
Linha alba Aspecto clinico (localizagdo: mucosa jugal, linha de oclusdo dos dentes)
Morsicatio Histéria de habito de mordiscar, mastigar; aspecto clinico
Sifilis secundaria Aspecto clinico, presenga do T. pallidum, sorologia
Lesdes induzidas por tabaco
Estomatite nicotinica Aspecto clinico, histéria de fumo
Queratose por uso de tabaco Aspecto clinico, local onde tabaco é colocado
Nevo branco esponjoso Histéria familiar, aspecto clinico (geralmente simétrico)
Papiloma e lesdes similares Aspecto clinico, histopatologia

Baseado em van der Waal et al, 1997.

Como algumas lesdes sdao muito extensas e/ou multiplas, podendo
apresentar diferentes aspectos ao longo de sua superficie, torna-se necessario
realizacdo de multiplas biépsias, dando prioridade as areas nao-homogéneas.
Também se deve atentar para a profundidade da bidpsia, objetivando incluir na
amostra tecido conjuntivo suficiente, possibilitando avaliagdo da completa da lesao
(Vedtofte et al,, 1987; Silverman, 1988; van der Waal et al., 1997, Regezi e
Sciuba, 1999).

Leucoplasias verrucosas proliferativas sdo diagnosticadas pelos
aspectos clinicos (lesbes multiplas, podendo apresentar variadas caracteristicas
morfolégicas, como hiperqueratose, superficie nodular, verrucosa e até areas

eritroplasicas e ulceradas), histopatolégicos (progressdo para displasia e
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carcinoma em biopsias sequenciais) e histéria clinica pregressa (maioria dos
pacientes mulheres, sem histéria de consumo de alcool e fumo, lesdes
apresentando recorréncia e resisténcia a qualquer tratamento instituido) (Hansen
et al., 1985; Murrah & Batsakis, 1994; Silverman & Gorsky, 1997; Batsakis, 1999;
Lopes et al., 2000; Barnes et al., 2005; Cabay et al., 2007; Epstein et al., 2007;
Morton et al., 2007).

2.6. Transformacao Maligna

A maioria dos estudos descreve que as porcentagens de transformacéao
maligna das leucoplasias orais geralmente estdo abaixo de 10% (Pindborg et al.,
1977; Silverman et al., 1984; Batsakis et al., 1997; van der Waal et al., 1997) e
outros mostram porcentagens realmente baixas: 0.3% (Gupta et al., 1980) e
0.06% (Silverman et al., 1976).

Algumas caracteristicas tém sido descritas na literatura como
associadas a maior risco de transformacao maligna das leucoplasias orais: género
(mulheres parecem apresentar maior risco), tempo longo de duracao da leséao,
leucoplasia em nao fumantes (leucoplasia idiopatica), localizacdo em assoalho
bucal e/ou lingua, morfologia ndo homogénea, presenca de displasia epitelial e,
fato mais recentemente estudado, expressao alterada de certas proteinas pelas
células epiteliais (van der Waal, et al., 1997; Reibel, 2003; Jang-Jaer et al., 2006).
De todas as caracteristicas listadas, a mais importante é presenga de displasia
epitelial e € de consenso comum que lesdes displasicas apresentam risco cinco
vezes mais aumentado de desenvolver carcinoma que lesées nao displasicas (van
der Waal, et al., 1997; Reibel, 2003; Jang-Jaer et al, 2006). Silverman et al.
(1976), em estudo realizado em 57.518 trabalhadores indianos relataram que
menos de 1% das leucoplasias orais apresentavam algum grau de displasia.
Entretanto, segundo Banoéczy & Sugar (1972), Waldrom & Shaffer (1975),
Pindborg et al. (1977) e Chiesa et al. (1990), displasia pode estar presente em
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mais de 16% das lesdes, e mais de 10% delas podem apresentar malignidade ao
exame inicial. Outros estudos mostram porcentagens ainda maiores: Banoczy &
Csiba (1976) encontraram 28.7% e Pentenero et al. (2003) relataram porcentagem
igual a 39.1%.

Em leucoplasias displasicas o risco de transformacao maligna descrito
tem sido, aproximadamente, igual a 43% (Silverman et al, 1984). Em
contrapartida, Gupta et al (1980) demonstraram, em estudo com seguimento de
sete anos, que 60% das lesdes displasicas permaneceram imutaveis ou sofreram
regressdo, e apenas 7% progrediram para carcinoma. Outros pesquisadores
relataram achados similares (Pindborg et al., 1977).

van der Waal et al. (1997) afirmaram que transformacdo carcinomatosa
pode ocorrer também em lesdées ndo displasicas, afirmacao apoiada por outros
autores (Waldrom & Shaffer, 1975; Silverman et al., 1984; Hansen et al., 1985;
Crissman & Zarbo, 1989; Schepman et al, 1998). A duvida que persiste é se
realmente ndo ha displasia epitelial ou se esta ndao foi detectada no tecido
biopsiado.

LVP apresenta altas taxas de transformacao maligna, como mostram os
trabalhos encontrados na literatura. Fettig et al. (2000) relataram 60% de
desenvolvimento de carcinoma, Bagan et al. (2003) relataram transformacéao
carcinomatosa em 63% de seus pacientes, Silverman & Gorsky (1997) relataram
70%, Hansen et al. (1985) descreveram 87%, Zakrzewska et al. (1996) e Morton
et al. (2007) relataram 100% de malignizacdo em sua amostra.

Varios estudos vém sendo realizados na tentativa de se descobrir por
que as leucoplasias orais e, em particular as LVP, apresentam potencial de
transformacao maligna. Uma grande quantidade de proteinas esta envolvida no
processo de proliferacdo e diferenciacdo celular. Qualquer alteracdo em uma
delas, e consequentemente no ciclo celular, pode levar ao processo de
carcinogénese.

O ciclo celular eucariético é dividido em quatro fases — G1, S, G2, e
mitose. As fases mais criticas sdo a de sintese de DNA (fase S), em que héa
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replicacéo, e mitose (M), em que o genoma replicado € dividido igualmente entre
as duas novas células-filhas. Em G1 (Gap 1) ha preparacdo para a fase de
replicacdo do material genético (S) e em G2 a célula se organiza para a mitose
(Tye, 1999, Tachibana et al., 2005). Todas estas fases podem variar
significantemente, dependendo do estagio de desenvolvimento do organismo
(Tye, 1999).

O genoma eucariotico é dividido em multiplos cromossomos por causa
de seu tamanho e complexidade (Tye, 1999) e sua replicagdo deve ser
perfeitamente coordenada a fim de haver precisa duplicacdo e posteriormente
divisdo em duas células-filhas (Lei & Tye, 2001; Blow & Hogson, 2002; Blow &
Dutta, 2005; Gonzalez et al., 2005).

A maioria das células humanas se encontra fora do ciclo celular, em
estado de quiescéncia (fase GO0). Estas células degradam vérias proteinas
necessarias a proliferacdo, mas fatores de crescimento podem incita-las a entrar
em G1, e, em alguns casos, a tornarem-se comprometidas com 0 processo
mitético (Gonzalez et al., 2005; Tachibana et al., 2005).

Durante cada ciclo celular, eventos de iniciacdo s&o rigorosamente
coordenados por regulacdo positiva e negativa. Regulacao positiva € necessaria
para inicio da sintese de DNA e regulagdo negativa impede ou previne re-
replicacdo do DNA, mantendo sempre uma replicacdo por ciclo celular (Tye,
1999). A passagem para uma nova fase do ciclo celular € orquestrada de acordo
com as concentracdes de ciclinas, ciclinas dependentes de quinases e inibidores
das ciclinas dependentes de quinases, as quais estacionam o ciclo celular se
algum erro é detectado em um determinado check point (Gonzalez et al., 2005;
Tachibana et al., 2005).

Uma vez que o genoma humano n&o € uma fita continua, mas é
dividido em 46 cromossomos por célula dipldide, existe um grande numero de
origens de replicagdo garantindo que o material genémico completo seja replicado
(Blow & Dutta, 2005; Tachibana et al., 2005). O mecanismo de replicagao
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cromossémica é um processo complexo bem conservado com varias etapas, que

requer a participacao de numerosas proteinas reguladoras (Tye BK, 1999).

2.6.1. p53

TP53 é o nome de um gene supressor de tumor localizado no bracgo
curto (p) do cromossomo 17, assim como da proteina por ele codificada. Gene
TP53 é formado por 11 éxons e quatro regides com funcodes diferentes.

Ativagdo da proteina p53 ocorre quando ha estresse ou estimulo
carcinogénico. Sao formados tetrameros que induzem a ativacdo de uma série de
genes cujos produtos facilitam as atividades adaptativas e protetoras, incluindo
apoptose e interrupcao do ciclo celular na fase G1. Dessa maneira, p53 age como
fator de ativagéo transcricional (Prives & Hall, 1999; Chang et al., 2000; Nylander
et al., 2000).

Alteracoes do gene p53 estdo entre as mais prevalentes anormalidades
moleculares em canceres humanos, em que mutacées em ponto e perda do locus
alelo no cromossomo 17 sdo as mais freqientes. Além disso, p53 € alvo de
inativagao por proteinas virais, como o antigeno T SV40, proteina E6 do HPV e
adenovirus E1B, entre outros (Prives & Hall, 1999; Nylander et al., 2000).

P53 tem uma meia-vida curta de aproximadamente 20 minutos, sendo
assim, dificiimente detectadas em tecidos normais. Entretanto, a proteina pode
permanecer por mais tempo nos tecidos através de mutacoes, defeitos na via de
degradacao ou ligacao a outras proteinas. Em CEC de cabeca e pescoco, sugere-
se que ap6s mutagdo de um dos alelos do TP53 ha delecdo do remanescente e
expressao do alelo mutado (Yin et al.,, 1993). A maioria das mutacoes afeta areas
da proteina p53 ndo envolvidas na formacéao de tetrameros, desta forma, a maioria
dos p53 mutantes continua capaz de formar tetrdmeros (Chene, 1998). Assim,
nem todas as mutacdes causam perda de funcdo da proteina, mas estas
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provavelmente tém propriedades alteradas (Prives & Hall, 1999). Proteinas
mutadas apresentam meia-vida prolongada, facilitando sua visualizacdo através
de imunohistoquimica (Nylander et al., 2000).

Mutacdes no gene TP53 sao encontradas em 40-50% dos CEC de
cabeca e pescoco (Greenblatt et al., 1994), mas a maioria dos estudos ndo mostra
correlacdo entre expressdo de p53 e prognéstico quando o tumor inteiro ou
apenas o front de invasao € avaliado (Gapany et al., 1993; Raybaud-Diogéne et
al., 1996, Nylander et al., 1997; Piftkd et al., 1998). Sauter et al. (1995) mostraram
qgue houve correlacao entre a marcagao de p53 e diminuigdo da taxa de sobrevida.
Entretanto, frente ao grande numero de trabalhos que apresentam resultados
contrarios, ndo ha significancia nestes achados.

Varios estudos imunohistoquimicos tém demonstrado expressdao do
gene TP53 em lesdes orais com potencial de malignizacdo e relata-se que
pacientes com expressao positiva de proteina p53 apresentam um pior
prognéstico (Fan et al., 2006). O padrao de marcagao imunohistoquimica difere do
encontrado em tecidos normais, que mostram expressdo apenas na camada
basal: ha positividade em células basais e parabasais em tecidos com displasia
leve e marcacao em toda a extensao do epitélio com displasia grave (Kerdpon et
al., 1997, Cruz et al., 1998).

Piatelli et al. (2002) encontraram que p53 estava expressa nas
camadas suprabasais em leucoplasias orais, displasia e CEC in situ. Cruz et al.
(1998) demonstraram que a imunopositividade suprabasal de p53 esta associada
com desenvovimento de CEC. Foi demonstrado que 86% dos tecidos que
expressaram marcacao suprabasal se transformaram em CEC e que 72% dos
tecidos com positividade apenas na camada basal ou com auséncia de marcacao
permaneceram estaveis.

Em relacao a LVP, Gopalakrishnan et al. (1997) encontraram marcacao
de p53 em oito de dez casos de LVP, expressdo minima em mucosa oral normal,
e imunopositividade em sete de dez casos de CEC orais. Neste mesmo trabalho,
nenhuma mutagao no gene p53 foi encontrada em LVP e metade das amostras de
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CEC que apresentaram o gene TP53 mutado ndo apresentavam expressao de
p53. Fettig et al. (2000) encontraram expressao de p53 em quatro dos dez casos
analisados de LVP em gengiva, entretanto ndo foi relatado tempo de
acompanhamento e porcentagens de transformacao maligna.

No estudo realizado por Gopalakrishnan et al. (1997), também foi
analisada a presenca de HPV e expressao de p53 em LVP e CEC. HPV-16 e 18
foram encontrados em duas das oito LVP p53 positivas e HPV-16 foi identificado
em dois dos sete CEC p53 positivos. Fettig et al. (2000), ao examinar 10 casos de
LVP gengival, ndo detectaram HPV em nenhum dos tecidos. Deste modo, HPV
pode ter papel na mutagdo da proteina p53 em algumas, mas ndo em todas as
les6es de LVP (Cabay et al., 2007):

2.6.2. ki-67

A proteina ki-67 foi descoberta em 1983 em fragdes nucleares de
células da linhagem L428, de linfoma de Hodgkin. A proteina foi assim nomeada
porque foi produzida em Kiel, Alemanha, e porque o clone celular em que foi
detectada era cultivado na 672 placa de cultura (Gerdes et al., 1983). Ki-67 € uma
proteina grande, de aproximadamente 395 kDa, codificada por gene composto por
quase 30.000 pares de bases, localizado no braco longo do cromossomo 10
(10g25). Ki67 apresenta localizacdo complexa e especifica no nucleo, que muda
durante o ciclo celular. Durante a mitose ela se desloca do nucléolo, onde se
associa ao componente fibrilar denso — um dos trés componentes necessarios
para producdo ribossomal, para regides pericromossGmicas (Verheijen et al.,
1989; Scholzen & Gerdes, 2000; Brown & Gatter, 2002).

Estima-se que apresenta meia-vida de 60-90 minutos e que sua
quantidade durante todo o ciclo celular é altamente regulada pelo sistema
proteossomal (Wu et al.,, 2000). Sabe-se que ki-67 é essencial para proliferacao

celular - Gerdes et al. (1984), descreveram que a proteina estava presente no
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nucleo de células em G1, S, G2 e mitose e que células quiescentes ou em GO néo
expressavam este antigeno.

No entanto, suas fungbes ainda ndo sdo conhecidas completamente.
Macallum & Hall (2000) sugeriram uma funcao estrutural dentro do nucléolo (pois
ki67 é capaz de interagir com outras proteinas e de ligar-se a RNA e DNA, além
de ser, talvez, essencial para sintese de ribossomos durante divisdo celular). Esta
afirmacao € apoiada por Plaat et al. (1999), os quais observaram que a expressao
de ki-67 esta correlacionada a sintese de proteinas, funcao dos ribossomos
(Bridger et al., 1998; Plaat et al., 1999; Macallum & Hall, 2000).

A expressdao de Ki-67 € correlacionada, em varios estudos, a
comportamento clinico de neoplasias, e utilizada como marcador prognéstico.
Utilizacao de ki-67 em cancer de prostata tem valor preditivo e o tratamento é
realizado de acordo com a marcacdo imunohistoquimica (Khoo et al., 1999:
Ahlgren et al.,, 1999). Estudos feitos em cancer de mama mostram correlagao
estatistica significativa entre imunopositividade e comportamento clinico da
neoplasia (Bouzubar et al., 1989; Gottardi et al., 1992; Locker et al., 1992; Beck et
al., 1995; Jacquemier et al., 1998; Chang et al., 1999; Midulla et al., 1999 Paradiso
et al., 1999; Cecarelli et al., 2000). Outras neoplasias mostram padrao nao muito
claro e até contraditério de imunopositividade e comportamento clinico, como
carcinomas de cérvix uterino, linfomas ndo-Hodgkins (Brown & Gatter, 2002) e
cancer de intestino grosso (Palmqvist et al., 1999; Kimura et al., 2000).

Positividade de ki-67 tem sido utilizada como ferramenta para estimar o
potencial de proliferacdo em canceres de cabeca e pescogo (Woz'niak et al.,
2002; Liu et al., 2003), além da sobrevida dos pacientes (Silva et al., 2003). Piatelli
et al. (2003) relataram imunopositividade de ki-67 semelhante a encontrada em
p53 (expressdo na camada basal em epitélios normais e marcagdo das camadas
basal e parabasal em leucoplasias displasicas e carcinoma in situ). Ha relatos na
literatura de aumento de expressao de ki-67 conforme o aumento dos graus de
displasia epitelial (Girod et al., 1993; Liu et al., 1998; Liu et al., 2000; Oliver et al.,
2000; Kovesi & Szende; 2003; Kurogawa et al., 2003).
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Fettig et al. (2000) em seu estudo de 10 LVP em gengiva descreveram
expressdao moderadamente elevada de ki-67. A positividade encontrada nas LVP
foi observada nas camadas basal e suprabasal, semelhantemente as amostras de
mucosa oral normal utilizadas como controle. Como existe escassez de estudos
relatados na literatura, ha necessidade de se pesquisar melhor o comportamento
de ki-67 e seu possivel papel prognéstico em LVP.

2.6.3. Mcm2 e Mcm5

Para que a replicacdo de todo o material genético seja feita de maneira
adequada, existem multiplas origens de replicacdo. Uma vez que o genoma
humano nao é uma fita continua, mas € dividido em 46 cromossomos por célula
dipléide, existe um grande numero de origens de replicacdo garantindo que o
material genémico completo seja replicado (Lei & Tye, 2001; Blow & Dutta, 2005;
Tachibana et al., 2005). O mecanismo de replicagcdo cromossdémica € um processo
complexo bem conservado com varias etapas, que requer a participacdo de
numerosas proteinas reguladoras (Tye BK, 1999) e que necessita da presenca de
um complexo hetero-hexamérico de  proteinas mantenedoras de
minicromossomos (Mcm — assim chamadas porque leveduras mutantes que nao
possuem essas proteinas ndo sdo capazes de manter elementos
extracromossémicos - minicromossomos - ligados a cromatina) para seu perfeito
desenrolar (Bell & Dutta, 2002). Mcm2-7 se ligam a cromatina no fim da mitose e
inicio de G1 e sao removidas em S e G2. Mcm1 e Mcm10 ndo fazem parte desta
familia de proteinas, mas também sdo muito conservadas em eucariotos. Mcm1 é
um fator transcricional que pode ter um papel na sintese de DNA, enquanto
Mcm10 parece ser requerido na iniciacdo da sintese do DNA (Maiorano et al.,
2006). Recentemente, mais dois membros da familia Mcm2-7 foram identificados:
Mcm8 e 9. Mcm9 existe apenas em vertebrados e parece estar relacionada de
modo mais préximo a Mcm8 que as outras proteinas Mcm (Lutzman et al., 2005).
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Mcms estédo presentes no nucleo eucariético durante todo o ciclo celular
e sua atividade ciclica € regulada por fatores de recrutamento e pela atividade de
ciclinas dependentes de quinases (CDK). Mcm2-7 tém papel fundamental na
regulacédo da replicacdo do DNA a partir das origens de replicacdo (Bell & Dutta,
2002). Sua presenca na cromatina durante a fase S age como uma “licenca”
(Laskey et al., 1981; Blow et al., 1987). No inicio de G1 os fatores de ativacao
Cdc6 e Cdt1 recrutam o complexo Mcm a cromatina, préximo das origens de
replicacdo, que sao ocupados por complexos protéicos de reconhecimento de
origem (ORC). O agrupamento completo dessas proteinas na cromatina resulta na
formacao de complexos de pré-replicacdo (pre-RC), que se mantém unidas a
cromatina até o fim da fase G1. A fase S é desencadeada por aumento dos niveis
de proteinas ciclina A/CDK2 e Dbf4/Cdc7, que ativam os pre-RC. Subunidades do
complexo Mcm séo fosforilados e deslocados durante o processo de replicacao do
DNA. Uma vez replicado todo o DNA e liberadas todas as proteinas Mcm da
cromatina, estas ficam livres no nucleo durante G2 e inicio da mitose. Cdc6 e
Cdt1, ap6s inicio da fase S, sao fosforiladas e deslocadas da cromatina - Cdc6 é
exportada para o citoplasma e Cdt1 é fosforilada e degradada (Tachibana et al.,
2005; Maiorano et al., 2006). Qualquer Cdt1 que escape deste controle é
capturada por geminina, que é expressa nas fases S, G2 e inicio de mitose,
prevenindo formacdo de novas origens, re-replicacdo cromossdémica e
instabilidade gendémica (Wohlschlegel et al., 2000; Tada et al., 2001; Gonzalez et
al., 2004).

A expressdo desregulada de Mcm é um marcador de proliferacao
tumoral. Sua deteccdo permite, com grande precisdo, diagnostico de canceres de
origem epitelial. Como elas estdo ausentes nas células em fase quiescente, sua
presenga € considerada como um marcador prognostico, sendo assim, consideradas
uma nova classe de marcadores de proliferacao celular (Stoeber et al., 2001; Alison
et al., 2002).

A expressdao de Mcm estda desregulada em um grande numero de

lesbes neoplasicas e pré-neoplasicas em varios 6rgdos como cérvix uterino,
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esbfago, bexiga, prostata e cérebro (Freeman et al, 1999; Meng et al., 2001;
Going et al, 2002). Altos indices de Mcm2 tém sido considerados marcadores de
prognéstico de carcinomas renais, além de ser método de mapeamento de
carcinomas coloretais (Kodani et al., 2003). Além disso, niveis elevados de Mcm5
em sedimentos de urina sdo altamente preditivos de cancer do trato genito-
urinario (Meng et al., 2001; Stoeber et al., 2001).

Poucos estudos existem relatados na literatura que tenham sido feitos
em tecidos displasicos ou em CEC orais. Kodani et al., em 2001, demonstraram
que maior imunopositividade de Mcm2 pode predizer transformacao maligna em
displasias orais. Em 2003, Kodani et al. realizaram trabalho que mostraram
marcagao maior e mais difusa de Mcm2 nos CEC pouco diferenciados.
Szelachowska et al., em 2006, afirmaram que Mcm2 pode ser usado como
marcador prognéstico em pacientes com CEC orais, visto que foi encontrada
correlagao entre indice de sobrevida e imunopositividade.

A regulacdo da replicacdo do DNA, e especialmente o papel das
proteinas da familia Mcm em lesbes com potencial de malignizacao, entre as

quais LVP, e cancer de cabeca e pescoco precisam ser mais bem investigados.

2.7. Tratamento

O manejo de lesdes leucoplasicas orais deve primeiramente ser
direcionado a eliminacdo de possiveis fatores causais, como trauma, fumo,
candida, etc, eliminando assim a possibilidade de existéncia de outras lesdes que
nao leucoplasia. Havendo persisténcia de alteracdo na auséncia de possiveis
fatores causais, bidpsia deve ser realizada para exclusdo histopatolégica de
outras lesdes e para avaliacdo de presenca de displasia epitelial, carcinoma in situ
ou carcinoma (van der Waal et al., 1997; Epstein et al., 1998).

A excisao cirdrgica € sempre recomendada, embora alguns autores a

indiguem somente quando displasia estiver presente (Vedtofte et al., 1987; van
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der Waal et al., 1997, Epstein et al., 1998). A reavaliagao periddica deve ser feita
e, havendo suspeita de desenvolvimento de alteracbes epiteliais, recomenda-se
realizacdo de novas bidpsias para confirmacdo do diagndstico e decisdo de
possivel tratamento.

A remocao de lesdes leucoplasicas pode ser feita através de métodos
variados. E muito importante ponderar, entretanto, se o método escolhido
possibilita avaliacao histopatolégica do tecido removido. A excisado cirlrgica € o
método mais tradicional utilizado, apresentando indices de recorréncia que variam
de 20% a 35%, podendo chegar a 83% nas leucoplasias verrucosas ou exofiticas,
sendo entdo necessaria nova remocgao (Neville et al., 2004). Estas taxas
dependem do tipo morfoloégico da leucoplasia removida, da presenca ou nao de
alteracao do epitélio adjacente ou até da continuacao de habito deletério, como
consumo de tabaco e alcool (Vedtofte et al., 1987). As LVP apresentam altas
taxas de recorréncia e resisténcia a qualquer tratamento escolhido (Hansen et al.,
1985; Murrah & Batsakis, 1994; Silverman & Gorsky, 1997; Batsakis, 1999; Lopes
et al., 2000; Cabay et al., 2007).

Criocirurgia é método estudado desde os anos 60 e os resultados desta
técnica variam. Além da dificuldade de obtencédo de espécime viavel para analise
histopatoldgica, ha a complexidade de controle visual da profundidade durante
cirurgia e periodo pos-operatério com maior resposta inflamatéria e aumento do
tempo de cicatrizacdo (van der Waal et al., 1997). A cirurgia a laser de CO2
empregada para tratamento de leucoplasias orais pode ser usada tanto através da
excisdo da lesao e parte do tecido subjacente ou pela evaporagdo completa da
superficie epitelial, sendo necessaria bidpsia prévia (Silverman et al. 1984; van der
Waal et al., 1997; Schoelch et al., 1999). Apesar de haver um periodo pos-
operatério com menos complicagdes, formacdo de menos tecido cicatricial e
melhor manutencdo da funcdo os indices de recorréncia variam de 9% a 22%
(Chiesa, 1990; van der Waal et al., 1997; Epstein et al., 1998), o que traduz talvez

a dificuldade de avaliacao histopatol6gica do tecido removido.

25



Algumas lesdes leucoplasicas localizam-se em locais de dificil acesso,
acometem grande parte da mucosa oral, envolvem sitios anatémicos sensiveis —
como ductos salivares, ou, ainda, recorrem depois de repetidas excisdes
cirirugicas. Para estas lestes estuda-se a utilizagdo de tratamentos alternativos,
como vitaminas A e E, retindides, bleomicina e alfa-tocoferol (Epstein et al., 1994 ;
Epstein et al., 1998 Gorsky & Epstein, 2002).

O uso de vitamina A no tratamento de leucoplasias orais esta sendo
estudada e alguns trabalhos tém demonstrado eficiéncia da acao desta substancia
no processo de regressdo das lesdes leucoplasicas (Gorsky & Epstein, 2002). E
considerada agente antiproliferativo e indutores da diferenciagé@o celular, capazes
de agir como reguladores transcricionais (por inibicdo da acdo da DNA
polimerase, na fase G1 do ciclo celular) e induzir apoptose celular (Willis & Wians,
2003). A desvantagem € que a vitamina A e seus derivados possuem toxicidade,
apresentando efeito cumulativo no organismo, necessitando reducao da dose ou
abstinéncia temporaria (Girod & Pfhal, 1999; Gorsky & Epstein, 2002).

Beta-caroteno e vitamina E sdo considerados menos tdxicos que o
acido retindico (Toma et al.,, 1992; Garewal, 1994), também apresentando altas
taxas de remissado da lesdo durante o tratamento (40-60% dos casos) (Benner et
al., 1993; Garewal, 1994).

A aplicagao tépica de bleomicina mostrou resultados encorajadores em
alguns estudos realizados. Parte das leucoplasias apresentou diminuicdo de
tamanho, do grau de displasia e até remissao completa, além de menores taxas
de recorréncia, quando comparadas a tratamentos cirargicos (Hammersley et al.,
1985; Malmstrom et al., 1988; Wong et al., 1989; Epstein et al., 1994). Em estudo
realizado por Epstein e colabaradores, em 1998, foram realizadas aplicacdes
topicas de Bleomicina nas lesdes leucoplasicas e mais de 94,7% destas
apresentaram diminuigédo de displasia epitelial.

Infelizmente, a maioria das lesbes tratadas através de meios
alternativos apresenta recorréncia quando o tratamento é descontinuado e nao ha

plena certeza de que o risco de malignizagcdo é completamente eliminado com

26



nenhum dos tratamentos acima citados (Scully & Boyle, 1992; Scully, 1995;
Gorsky & Epstein, 2002). Dessa maneira, 0 acompanhamento dos pacientes que
apresentam lesdo tem que ser continuado por longo prazo, imprescindivelmente.

O tratamento utiizado em LVP usualmente é a cirurgia, mas
frequentemente ha recorréncia da lesao no mesmo local, logo apdés remocéao
(Hansen et al., 1985; Zakrzewska JM, 1996; Schoelch et al., 1999; Lopes et al.,
2000; Vigliante et al., 2003; Morton et al., 2007). Femiano et al, em 2001,
propuseram a utilizacado de metisoprinol em LVP que tém HPV detectados, visto
que esta droga tem atividade antiviral e imunomoduladora. Em seu estudo, apés
18 meses de acompanhamento, o grupo tratado apenas com cirurgia apresentou
18 recorréncias e o tratado com metisoprinol apenas 4.

Assim, terapias nao cirargicas tém sido propostas, como radioterapia,
crioterapia e terapia tépica com vitaminas, mas nenhuma mostrou ser
suficientemente proveitosa (Silverman et al., 1997; Batsakis et al., 1999). Cirurgia
tradicional seguida por criocirurgia (Yeh, 2003) e terapia fotodinamica (Dilkes et
al., 2003; Sieron et al., 2003) também ja foram indicadas. Desta maneira,
tratamento agressivo precoce € recomendado enquanto outras terapias mais

efetivas ndo sao propostas (Cabay et al., 2003).
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os achados clinico-patolégicos e a
expressao imunohistoquimica de ki-67, p53, Mcm2 e Mcmb5, na tentativa de se
esclarecer o comportamento clinico agressivo de LVP e verificar a importancia

destas proteinas como possiveis marcadores prognosticos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fontes de obtencao do material da pesquisa e selecao da amostra

Os dados de pacientes que apresentavam lesdes leucoplasicas foram
avaliados e selecionados os individuos que apresentaram caracteristicas de LVP.
Os critérios de inclusdo estabelecidos foram: presenca de lesdes
hiperqueratoéticas multiplas, progressao das alteracdes clinicas e histopatolégicas

e recorréncia apds tratamento.

Foram avaliados dados de 12 individuos que apresentaram LVP,
selecionados do arquivo de pacientes atendidos no Centro de Diagndstico Oral —
Orocentro — das Areas de Semiologia e Patologia, do Departamento de
Diagnéstico Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. As informacdes
sécio-demograficas e clinicas foram obtidas a partir dos prontudrios clinicos.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP,
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP sob o numero de
protocolo 081/2006, conforme anexo na pagina 107.

4.2. Analise Histopatoldgica

Foram realizados cortes de 5 um de espessura dos tecidos emblocados

em parafina para a confeccao das laminas, que foram coradas com Hematoxilina
& Eosina. Estas laminas foram revisadas para a confirmacdo do diagndstico e
classificacdo dos graus de displasia epitelial, presenca de CEC ou carcinoma
verrucoso, de acordo com o sistema-padrao proposto pela Organizacdo Mundial
da Saude, em 2005. Os critérios utilizados para diagnéstico e gradacéo histolégica
encontram-se resumidos nas tabelas 03, 04 e 05. Tal avaliagdo foi realizada por
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duas pessoas separadamente, e, nos casos em que nao houve concordancia, foi

feita re-analise até haver consenso.

Tabela 03 - Descricdo das alteragdes estruturais e citolégicas
presentes nos diferentes graus de displasia epitelial.

Estruturais

Estratificacao irregular do epitélio

Perda de polaridade das células basais

Projecbes epiteliais acentuadas

Mitoses superficiais anormais

Queratinizagao precoce em células isoladas (disqueratose)

Pérolas de queratina nas projecdes epiteliais

Citoldgicas

Variagéo anormal do tamanho nuclear (anisonucleose)
Variagéo anormal da forma nuclear (pleomorfismo nuclear)
Variagdo anormal do tamanho celular (anisocitose)
Variagdo anormal da forma celular (pleomorfismo celular)
Aumento do tamanho nuclear

Figuras de mitose atipicas

Hipercromatismo

Baseado em Kramer et al., 1978; Barnes et al., 2005

Tabela 04 - Descrigao dos diferentes graus de displasia epitelial.

Displasia leve Alteragbes estruturais e citolégicas restritas ao tergo basal do epitélio
Displasia moderada Alteragdes estruturais e citolégica se extendem ao terco médio epitelial
Displasia grave Alteragbes estruturais e citolégicas acima dos dois tergos inferiores
Carcinoma in situ Alteragbes estruturais e citolégicas em toda a extensao do epitélio

Carcinoma invasivo Rompimento da membrana basal e invasao do conjuntivo subjacente

Baseado em Barnes et al., 2005.
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Tabela 05 - Descricao clinica e histopatol6gica de carcinoma verrucoso.

Carcinoma Verrucoso
Variante de CEC

Distribuicao 75% acometem cavidade oral

Comportamento Crescimento lento, ndo metastatizante ou metéstases tardias

Inicia-se como placa queratética, progride com espessamento e
desenvolvimento de superficie papilar e/ou verrucosa
Invaginagdes rombas de epitélio escamoso bem diferenciado
hiperqueratinizado

Aparéncia clinica
Histopatologico
Epitélio ndo mostra caracteristicas de maliginidade

Mitoses na camada basal

Comprime, e néo invade, o conjuntivo subjacente

Baseado em Barnes et al., 2005.

4.3. Analise imunohistoquimica

Para as reagdes imunohistoquimicas foram realizados cortes de 3 um

de espessura dos tecidos incluidos em parafina e montados em laminas de vidro
silanizadas. Os cortes foram desparafinados em duas trocas de xilol: 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram hidratados em solucdes
decrescentes de alcool (100%, 90%, 70% e 50%) por 1 minuto em cada solucao e,
posteriormente, lavados em agua corrente por 30 segundos.

A atividade da peroxidase endodgena foi blogueada com peréxido de
hidrogénio a 3% (20 volumes) em 5 trocas de 5 minutos cada. Os cortes foram
lavados em agua corrente por 30 segundos.

O procedimento para recuperacao antigénica foi realizado de maneira
semelhante para todos os anticorpos analisados. Os cortes foram colocados em
um recipiente com solucéo de &cido citrico (pH 6,0) que foram levados ao forno de
microondas (Panasonic — Modelo NN7809BH) em poténcia alta (consumo de
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energia — 1380 W) por 24 minutos. Apds 20 minutos em temperatura ambiente,
tempo necessario para que ocorresse o resfriamento do liquido, os cortes foram
lavados em solucdo fosfatada tamponada (PBS: phosphate-buffered saline, pH
7,4) e incubados por, no minimo, 12 horas com o0s anticorpos primarios
monoclonais de cada anticorpo a ser estudado (Tabela 06).

O processo de incubag¢ao com o anticorpo secundario foi diferente entre
os Mcm 2 e 5, p53 e ki-67.

Mcm2 e Mcm5: Apéds a incubacao os cortes foram lavados em PBS e
incubados com o anticorpo secundario (StreptABComplex/HRP — Dako, diluicdo
1:20) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente os cortes foram incubados com o
complexo Streptoavidina — Biotina (StreptABComplex/HRP — Dako, diluicao 1:300)
por mais 30 minutos. A reagéao foi evidenciada com diaminobenzidina (DAB) por 5
minutos e os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Carazzi por 5
minutos.

P53 e ki-67: Apds o tempo de incubagao os cortes foram lavados em
PBS e incubados com o anticorpo secundario LSAB (Labelled Streptavidin Biotin —
Dako, diluicdo 1:100) por 30 minutos a 37°C. A reagédo foi evidenciada com
diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos e os cortes foram contracorados com
Hematoxilina de Carazzi por 5 minutos.

Todas as reagdes e metodologias foram realizadas conforme intrucdes
dos fabricantes.
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Tabela 06 - Anticorpos primarios, secundarios, clones, fabricantes e diluicoes
empregadas na andlise imunohistoquimica das biopsias selecionadas.

Anticorpos primarios Clones Fabricante Diluicao
p53 DO-7 DAKO 1/100
ki-67 MIB-1 DAKO 1/100
Mcm2 CRCT2.1 Novocastra 1/20
Mcm5 CRCT5.1 Novocastra 1/15

Anticorpos secundarios

Mcm?2 CRCT2.1 Novocastra 1/300
Mcm5 CRCT5.1 Novocastra 1/300

A classificagao quanto a positividade da reacao foi realizada conforme a
porcentagem de nudcleos tumorais marcados, ndao levando em consideracado a
intensidade. Foram considerados: negativo: positividade entre 0 e 5% das células
tumorais (-); positivo fraco: entre 5 e 25% das células tumorais (+); positivo
moderado: entre 25 e 50% das células tumorais (++); positivo forte: mais que 50%
das células tumorais (+++). As expressoes de ki-67, Mcm2 e Mcm5 também foram
classificadas de acordo com a média de células coradas em 10 campos de grande
aumento (400x) de cada espécime sob microscépio éptico, ndo levando em
consideracao a intensidade. Foram contadas 500 células com o auxilio de um
programa para analise de imagens (KS-400 software; KOMTROL KE 2.00, Zeiss,
Germany) e encontrado um LI (labelling index) a partir da proporcao entre as
células positivas e totais. Além disso, também foi avaliada a extensdo da
imunopositividade dos quatro marcadores nas diferentes camadas epiteliais.
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Dos doze casos de LVP, dezoito bidépsias foram selecionadas para
analise imunohistoquimica. Como todos os pacientes apresentavam mais de uma
bidpsia realizada, foram escolhidas areas representativas de alteragdes epiteliais
progressivas: hiperqueratoes e acantose, displasia leve, moderada, grave e CEC
— se presentes. Destas bidpsias, 1 caso era de hiperqueratose e acantose — areas
sem displasia epitelial, 10 eram de displasia leve, 3 eram displasias moderadas e
quatro eram CEC. Os locais de biépsia de cada paciente e cada tecido
selecionado para analise imunohistoquimica estdo organizados na Tabela 07.

Tabela 07 — Locais de incidéncia e aspectos histopatolégicos encontrados nos tecidos

biopsiados (continua).

Numero de

Pacientes g Data Local de biépsia Histopatologico
Bidpsias
1 5 2002 1. Mucosa jugal direita 1. Acantose, hiperqueratose
2002 2. Mucosa jugal direita 2. Acantose, hiperqueratose
2003 3. Mucosa jugal direita 3. Displasia leve
2003 4. Mucosa jugal direita 4. Displasia leve
2003 5. Férnice vestibular, gengiva vestibular, rebordo alveolar 5. Acantose, hiperortoqueratose,
esquerdos displasia leve
2 4 2000 1. Rebordo alveolar superior, mucosa jugal direitos 1. Displasia leve, areas de atrofia
2000 2. Mucosa jugal esquerda 2 Acantose, hllpergueraFose,
areas de atrofia, displasia leve
2004 3. Mucosa jugal esquerda 3. Displasia moderada
2005 4. Mucosa jugal esquerda 4. Acantose, hiperqueratose
3 6 2003 1. Lingua (apice) 1. Epitélio atréfico, displasia grave
2003 2. Lingua (borda lateral direita anterior, apice) 2. Carcinoma espinocelular
s . 3. Acantose, hiperqueratose,
2004 3. Rebordo alveolar (regi@o anterior) e assoalho bucal displasia moderada
2004 4. Assoalho bucal 4.‘ Acantose, LI R,
displasia leve
2005 5. Assoalho bucal 5. Carcinoma espinocelular
2005 6. Lingua (borda lateral esquerda) 6. Carcinoma espinocelular
4 4 2003 1. Trigonoretromolar esquerda 1. Carcinoma espinocelular
2004 2. Area retromolar direita 2. Carcinoma espinocelular
2004 3. Area retromolar esquerda 3. Displasia moderada
2004 4. Rebordo alveolar inferior esquerdo 4. Carcinoma espinocelular
5 2 2003 1. Lingua (borda lateral esquerda) 1.' Acantose, RS,
displasia leve
2007 2. Assoalho bucal 2. Acantose, hiperqueratose,
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Tabela 07 (conclusao) — locais de incidéncia e aspectos histopatolégicos.

2005

2005

2005

2006

2006
2006

2006

2006
2006
2006

2006

2006

2006
2006

1991
1991

1994

1996

1996

1998

2000
2002

2004

2004

2007

2007
2007

1. Mucosa jugal direita

2. Lingua (borda lateral esquerda)

Mucosa labial inferior

Lingua (borda lateral direita)

1. Rebordo alveolar superior esquerdo
2. Gengiva vestibular inferior direita

3. Rebordo alveolar superior esquerdo

4. Rebordo alveolar superior esquerdo
5. Rebordo alveolar superior direito
6. Rebordo alveolar superior direito

Mucosa jugal esquerda

1. Gengiva inserida

2. Gengiva inserida
3. Gengiva inserida

1. Mucosa jugal
2. Lingua (borda lateral esquerda)

3. Lingua (borda lateral esquerda)
4. Lingua (borda lateral) e assoalho bucal
5. Lingua (borda lateral direita)

6. Lingua (borda lateral direita)

7. Lingua (ventre) e assoalho esquerdos
8. Lingua (borda lateral esquerda)

9. Assoalho bucal
10. Assoalho bucal

11. Rebordo alveolar inferior anterior

12. Assoalho bucal inferior anterior
13. Férnice inferior anterior

1. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

2. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

Acantose, displasia leve
Carcinoma espinocelular
1. Acantose, hiperqueratose

2- Acantose, hiperqueratose

3. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

4. Displasia leve, apitélio atréfico

5. Displasia leve

6. Hiperqueratose, displasia leve

Displasia leve

1. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

2. Displasia leve
3. Displasia leve

1. Displasia leve
2. Displasia leve

3. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

4. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

5. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

6. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

7. Displasia leve
8. Carcinoma espinocelular

9. Acantose, hiperqueratose,
displasia grave

10. Acantose, hiperqueratose,
displasia leve

11. Acantose, hiperqueratose,
displasia moderada

12. Acantose, hiperqueratose
13. Acantose, hiperqueratose
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas socio-demograficas e clinicas

Os 12 pacientes selecionados eram do género feminino, com idades
acima de 50 anos (50% com idades acima de 70 anos, média de 69,75 anos) e
66,6% tinham cor de pele branca. A maioria dos pacientes apresentava como
queixa principal alteracdo da cor da mucosa bucal (33%), ferida (33%) e dor
(25%). O tempo de queixa das pacientes que sabiam o tempo de evolugédo das
lesbes (cinco ndo sabiam) variou entre 1 e 48 meses (média de 14,29 meses).

Estes dados estao resumidos nas tabelas 07 e 08.

Tabela 08 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com idade,
género e cor de pele.

Idade (anos)

Pacientes  na primeira Género Cor de pele
consulta
1 62 Feminino Branca
2 77 Feminino Branca
3 64 Feminino Parda
4 80 Feminino Branca
5 51 Feminino Branca
6 85 Feminino Branca
7 84 Feminino Branca
8 68 Feminino Branca
9 63 Feminino Parda
10 79 Feminino Branca
11 70 Feminino Branca
12 54 Feminino Branca
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Tabela 09 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com queixa principal e tempo
de queixa.

Pacientes Queixa principal Tempo de queixa (meses)

1 Dor 1

2 Alteragé_o de cor, textura 3

irregular

3 Ferida 48

4 Dor 3

5 Nédulo 36

6 Ferida, xerostomia Desconhecido
7 Lesbes em boca Desconhecido
8 Ferida Desconhecido
9 Dor, ferida 4

10 Alteracao de cor Desconhecido
11 Alteragéo de cor Desconhecido
12 Alteracao de cor 5

Com relagao aos habitos nocivos, nove pacientes eram nao fumantes,
sete nunca haviam fumado e sete eram néo etilistas. Um paciente era fumante (2
maco/dia) e dois eram ex-fumantes (paciente 1 fumava 3 cigarros/dia e paciente
8 fumava 2 macgo/dia). Trés eram etilistas ocasionais, com tempo de habito nao
informado (Tabela 09).
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Tabela 10 - Distribuicdo de pacientes de acordo com habitos (fumo e ingestao
de bebidas alcodlicas), tempo de utilizagao, tipo e quantidade.

Pacientes Fumo Bebidas alcoolicas
Ex-fumante (5 anos de habito, tempo de Cerveja
1 . - s . .
interrupcao do habito nao informado) (ocasionalmente)

2 Nao Nao
3 Nao Nao
4 Nao Nao
5 Nao Nao
6 Nao Nao
7 Nao Nao

Ex-fumante (30 anos de habito, cessou

8 uso ha 20 anos) Nao

9 Nao Nao

10 Fumante (20 anos de habito) Nao

11 N .V|nho
(ocasionalmente)

12 NG Cerveja

(ocasionalmente)

Todos o0s pacientes apresentavam mdltiplas lesdes brancas
hiperqueratoticas, recorrentes ap6s excisao cirurgica. As lesées com maior tempo
de acompanhamento mostraram as mudangas clinicas progressivas
caracteristicas de LVP - aspecto inicial homogéneo, aumento do numero de
lesbes, aumento da rugosidade superficial e/ou alteracao de cor, desenvolvimento
de areas mais granulares ou verrucosas e, por fim, carcinoma verrucoso e CEC

(Figuras 1 a 12).
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Figura 1 - LesOes leucoplasicas em mucosa jugal, estendendo-se até rebordo
alveolar inferior no paciente n®. 2.

Figura 2 - LesOes leucoplasicas em rebordo alveolar superior, no paciente n®.
10.
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Figura 3 - Les0es leucoplasicas em assoalho bucal inferior anterior, no paciente
ne. 12.

Figura 4 - Areas leucoplasicas em rebordo alveolar inferior e gengiva inserida,
no paciente n°. 9.

45



46



Figura 5 - Leséao leucoplasica em assoalho bucal com superficie mais
queratoética, ndo homogénea, no paciente n°. 12.

Figura 6 - Leucoplasia ndo-homogénea com superficie hiperqueratinizada, em
rebordo alveolar inferior, no paciente n°. 4.
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Figura 7 - Leséo eritroleucoplasica em mucosa jugal, no paciente n®. 12.

Figura 8 - Area eritroleucoplasica envolvendo rebordo alveolar inferior e férnice
inferior anterior, no paciente n®. 2.
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Figura 9 — Leucoplasia extensa, mostrando diferentes padrbes: areas regulares,
hiperqueratéticas e granulares, no paciente n°. 9.

7

Figura 10 — Lesao leucoplasica com area central granular, no paciente n®. 12.
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Figura 11 — Area leucoplasica granular que se desenvolveu a partir da lesdo
mostrada na figura 10.

Figura 12 — Lesao com &reas granulares e eritroleucoplasicas, infiltrativa,
clinicamente sugestiva de CEC.
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Os locais mais acometidos por LVP foram rebordos alveolares
(24,24%), lingua (18,18%) e mucosa jugal (15,15%), seguidos por gengiva
(12,12%), assoalho bucal (9,09%), fornice (9,09%), mucosa labial (6,06%), palato
duro (3,03%) e palato mole (3,03%) (Tabela 10).

Tabela 11 - Distribuicdo dos locais das lesdes leucoplasicas.

Localizacao
Pacientes Rebordo . Mucosa . Mucosa Palato Palato o Assoalho
alveolar Gengiva jugal Lingua labial duro mole Fornice bucal
1 + + + +
2 + +
3 + + +
4 + + + +
5 + + +
6 + +
7 + + +
8 + + +
9 +

—
o
+
+
+

—
—
+

12 + + + +

Pacientes 9 e 11 apresentavam mudltiplas areas leucoplasicas em gengiva

Quatro pacientes desenvolveram CEC (pacientes 3, 4, 8 e 12) a partir
de lesdes leucoplasicas verrucosas pré-existentes. Paciente 3 desenvolveu cinco
carcinomas espinocelulares (trés biopsiados em nosso servico de Diagndstico
Oral - Orocentro) e metastase axilar. O paciente 4 apresentou desenvolvimento de
um carcinoma verrucoso e trés CEC (estes diagnosticados em nosso servico de
Diagnéstico Oral - Orocentro). Todos os quatro pacientes foram submetidos a
intervencao cirargica e os pacientes 3 e 4 a radioterapia pds-operatéria (Tabela
11).
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Tabela 12 — Tratamento dos pacientes que apresentaram carcinoma verrucoso e
espinocelular.

Pacientes Diagnéstico Tratamento
Cirurgia Data RXT

Glossectomia parcial e esvaziamento cervical

3 CEC . 20/12/2002 32 sessbes (6400 cGy)
parcial esquerdos
CEC Glossectomia parcial direita 31/10/2003
CEC Glossopelvectomia direita 04/03/2005
CEC Glossoplevemandibulectomia direita 17/10/2006
CEC Glossectomia parcial esquerda 17/10/2006
CEC - Metastase axilar Linfadenectomia axilar radical direita 17/10/2006
Mandibulectomia marginal, glossopelvectomia e
4 Carcinoma verrucoso esvaziamento cervical supraomoioideo 06/05/2003 34 sessbes (6800cGy)
esquerdos
CEC Remocgao de tumor em area trigonoretromolar 18/11/2003
esquerda
CEC Remocgao de tumor em area retromolar direita 03/2004
CEC Hemimandibulectomia esquerda 28/12/2004
8 CEC Informagé&o indisponivel Informagé&o indisponivel Informag&o indisponivel
12 CEC Glossopelvectomia esquerda parcial 06/12/2002

5.2. Caracteristicas Histopatoldgicas

Todas as pacientes apresentaram lesdes multiplas, com aspecto
histopatoldgico de hiperqueratose e acantose e desenvolvimento de diferentes
graus de displasia epitelial, em algum momento clinico. Os casos acompanhados
por mais tempo apresentaram as mudancas caracteristicas da LVP: lesdes iniciais
com presenca de hiperqueratose e acantose variaveis, aumento da queratinizacao
e da verrucosidade da superficie do epitélio, variados graus de acantose e
hiperplasia da camada basal, desenvolvimento de diferentes graus de displasias
com ocasional atrofia epitelial, e, finalmente, carcinoma espinocelular (Figuras 13
ai19).
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Figura 13 - Epitélio pavimentoso estratificado hiperqueratinizado, mostrando
areas de acantose (HE, aumento original de 100X).

Figura 14 - Epitélio pavimentoso estratificado hiperqueratinizado, com superficie
verrucosa (HE, aumento original de 100X).
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Figura 15 - Epitélio pavimentoso estratificado hiperqueratinizado, com
displasia epitelial leve (HE, aumento original de 200X).

e L A o VR B
Figura 16 - Epitélio pavimentoso estratificado hiperqueratinizado, com
displasia moderada. Notar mitoses suprabasais (HE, aumento original de
100X).
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Figura 17 - Epitélio pavimentoso estratificado, com displasia grave
e infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo subjacente (HE,
aumento original de 50X).

Figura 19 — Carcinoma espinocelular, com areas de invaséao
tumoral (HE, aumento original de 50X).
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Os 12 pacientes tiveram, ao todo, 48 bidpsias realizadas, com
quantidades variando entre 1 e 13 (média de 8 bidpsias por paciente). Vinte e seis
biépsias realizadas mostraram displasia leve (54,16%), sete apresentaram
hiperqueratose e acantose (14,58%), quatro mostraram displasia moderada
(8,33%), trés displasia grave (6,25%) e oito eram CEC (16,66%). Em sua maioria,
0s pacientes acompanhados ha mais tempo tiveram maior numero de bidpsias
realizadas e mostraram alteragdes histopatolégicas progressivas (notar paciente
n®. 12, na tabela 07 - paginas 34 e 35).

5.3. Anadlise imunohistoquimica

Como a maioria dos pacientes possuia multiplas bidpsias e muitas destas
com o mesmo aspecto microscédpico, foi decidido escolher de cada paciente
laminas com aspectos histopatolégicos de interesse (bidpsias de hiperqueratose e
acantose, diferentes graus de displasia epitelial e CEC, se existente). De modo
geral, todos os casos apresentaram algum grau de positividade para todos os
marcadores de proliferacao celular e p53.

O caso de hiperqueratose e acantose apresentou positividade para todos
0s marcadores, mostrando expressao fraca para p53 e ki-67 e moderada para
Mcm2 e Mcm5.

Os casos de displasia leve mostraram marcacéao fraca para p53 em 70%
dos casos, os outros 30% foram negativos. Ki-67 apresentou imunopositividade
em 100% dos casos, havendo expressao fraca em 50% dos casos € marcacao
moderada nos outros 50%. Mcm5 teve expressao positiva em todos os casos,
apresentando marcacao variada com positividade moderada (50%), fraca (40%) e
forte (10%). Mcm2 apresentou positividade moderada na maioria dos casos (60%)
e forte em 4 casos de displasia leve (40%).
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Displasia moderada mostrou  distribuicdo  imunohistoquimica
praticamente homogénea, com p53 e Mcm2 mostrando expressdo moderada em 1
caso cada e ki-67 em 2 casos.

Todos os CEC apresentaram algum grau de positividade para todos os
marcadores, exceto um caso que foi negativo para p53. Os marcadores de
proliferacao celular mostraram expressdo semelhante, que variou de fraco a forte.
Expressao fraca foi encontrada em Mcm5 (75% dos casos) e em ki-67 (50%),
moderada em Mcm2 (75%) e forte em ki-67 (25%) e Mcm2 (25%). P53, em
contrapartida, apresentou positividade forte em trés dos casos estudados.

P53 mostrou expressao forte em apenas trés casos, todos CEC.
Somente um caso, de displasia moderada, apresentou imunopositividade
moderada. Ki-67 teve expressao forte em sé um caso — um CEC, e expressao
moderada foi observada em cinco casos de displasia leve (50% dos casos de
displasia leve) em dois casos de displasia moderada e em um CEC. Mcm2
mostrou expressao forte em trés casos, todos displasias leves; um CEC e duas
displasias moderadas apresentaram imunopositividade fraca e todos os outros
casos tiveram marcagdo moderada. Mcm5 teve imunopositividade forte em
apenas um caso de displasia leve; o caso de hiperqueratose e acantose, cinco
displasias leves e um CEC mostraram expressdao moderada. Os outros casos
apresentaram marcagao fraca.

A marcacdo de Mcm2 e Mcm5 foi igual em 44,4% dos casos e Mcm2
apresentou maior expressao que Mcm5 em dez casos (55,5%). Mcm2 apresentou
maior expressdo em quatro casos (22,2%), quando comparado a p53, ki-67 e
Mcmb5 (os quatro casos eram displasias leves).

Nao foi observado, na maioria dos casos, um padréao regular de aumento de
marcacao conforme avanco do grau de displasia epitelial (Tabela 13).
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Tabela 13 — Caracteristicas histopatologicas e expressao de p53, Ki-67, Mcm2 e Mcmb5,
nas bidpsias selecionadas.

Pacientes Histopatologico p53 Ki-67 Mcm2 Mcm5
9 Hiperqueratose/acantose + + ++ ++
1 Displasia leve
5 Displasia leve
6 Displasia leve
7 Displasia leve
12 Displasia leve
10 Displasia leve
11 Hiperqueratose/acantose/displasia leve
9 Hiperqueratose/displasia leve
3 Hiperqueratose/acantose/displasia leve
2 Hiperqueratose/acantose/areas de atrofia/displasia leve
2 Displasia Moderada + ++ + +
4 Displasia moderada ++ ++ ++ +
12 Hiperqueratose/acantose/displasia moderada + + + +
3 CEC bem diferenciado - + + +

CEC +4++ + ++ +
8 CEC +++ +++ ++ +
12 CEC +4++ ++ ++ ++
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O LI (Labelling Index) foi obtido através da proporcdo entre células
positivas e o0 numero total de células contadas por caso (500 células).

Maior LI no caso de hiperqueratose e acantose foi encontrado em
Mcm2 (30%). Mcm5 apresentou LI quase trés vezes maior (17,87%) que ki-67
(6,1%). Nos casos de displasia leve, os maiores LI encontrados foram em
Mcm2 (em 60% dos casos, com LI variando entre 28,5% e 64,9%) e Mcm5 (40%
dos casos, com variacdo de LI entre 29,6% e 88%) que em ki-67, cujos LI
variaram de 7,6% a 39,5%. Todos os trés casos de displasia moderada mostraram
LI maiores em Mcm5 (86%, 87,5% e 65,8%) que Mcm2 (57,7%, 69,5% e 57,2%) e
ki-67 (15,4%13,2%, 10,4%). Dois casos de CEC tiveram LI maiores em Mcm2
(74,8% e 78,3%) e dois casos em Mcm5 (77,1% e 49,14%)

Ki-67 apresentou LI maiores em dois casos de displasia leve (39,5% e
23,8%) e em um caso de CEC (30,10%).

Mcm2 apresentou os maiores LI em casos marcados trés casos de
CEC (74,79%, 78,32% e 76,84%). Os LI encontrados em trés casos de displasia
leve (54,39%, 57,40% e 64,97%) foram quase semelhantes aos de displasia
moderada (57,24%, 57,70% e 69,52%).

Mcm5 mostrou LI maiores em dois casos de displasia moderada
(86,06% e 87,52%). Depois destes, o maior LI encontrado foi o de um caso de
displasia leve (86,05%). Um CEC apresentou LI igual a 77,11%, mas os outros
trés tiveram LI menores que alguns casos de displasia leve (Tabela 14).

Os trés marcadores (Ki-67, Mcm2 e Mcm5) apresentaram um LI alto
coincidente em um caso de CEC (30,10%, 76,84% e 77,11%, respectivamente) e
em um caso de displasia leve (23,80%, 64,97% e 62,30%).
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Tabela 14 — Caracteristicas histopatolégicas e LI dos marcadores (Ki-67, Mcm2 e Mcmb5)
em cada bidpsia.

Pacientes Histopatolégico Ki-67 Mcm2 Mcm5
9 Hiperqueratose/acantose 6,14% 30,01% 17,87%
1 Displasia leve
5 Displasia leve
6 Displasia leve
7 Displasia leve
12 Displasia leve
10 Displasia leve
11 Hiperqueratose/acantose/displasia leve
9 Hiperqueratose/displasia leve
3 Hiperqueratose/acantose/displasia leve

Hiperqueratose/acantose/areas de
atrofia/displasia leve

2 Displasia Moderada 10,43% 57,24% 65,80%
4 Displasia moderada 15,34% 78,32% 50,66%
- Hiperqueratose/acantose/displasia 15,43% 57,70% 86,06%
moderada
3 CEC bem diferenciado 19,39% 74,79% 55,31%
4 CEC 15,34% 78,32% 50,66%
8 CEC 30,10% 76,84% 77,11%
12 CEC 20,54% 31,04% 49,14%

P53 apresentou marcacao da camada basal no caso de hiperqueratose
e acantose, em 5 casos de displasia leve (50%) e em dois casos de displasia
moderada (66,6%). Imunopositividade na camada suprabasal foi observada em
um caso de displasia leve e em um de displasia moderada; expressao de p53 na
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camada basal e suprabasal (mercacao de um terco do epitélio) foi notada em um
caso de displasia leve.

Ki-67 apresentou expressdo na camada basal em apenas um caso de
displasia leve; imunopositividade na camada suprabasal foi observada no caso de
hiperqueratose e acantose e em quatro casos de displasia leve (40%);
imunopositividade nas camadas basal e suprabasal (marcacdo de um terco da
extensao epitelial) foi observada em cinco dos dez casos de displasia leve (50%),
em todas as displasias moderadas e na maioria dos casos de CEC (irés dos
quatro casos)

Mcm2 e Mcm5 mostraram expressdo em um terco do epitélio (camadas
basal e suprabasal) no caso de hiperqueratose e acantose. Cinco dos dez casos
de displasia leve (50%) e dois dos trés casos de displasia moderada
apresentaram extensao entre um terco e dois tercos do epitélio (Mcm2 apresentou
maior quantidade de casos com maior extensao de marcagao epitelial que Mcm5).
Dois dos quatro casos de CEC apresentaram extensa marcagdo do epitélio (um
caso mostrou expressao de Mcm2 e 5 em dois tercos do epitélio e o outro caso
mostrou imunopositividade na extensdo completa do epitélio). Estes resultados
estdo resumidos na tabela 15 e imagens das marcac¢des imunohistoquimicas

podem ser vistas nas figuras 20 a 40.
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Tabela 15 — Caracteristicas histopatoldgicas e extensdo da marcagao nas diferentes
camadas epiteliais.

Pacientes Histopatolégico p53 Ki-67 Mcm2 Mcm5
9 Hiperqueratose/acantose Basal Suprabasal 1/3 1/3
1 Displasia leve 1/3 1/3 1/3 1/3
5 Displasia leve Basal 1/3 1/3 1/3
6 Displasia leve Basal 1/3 Basal 1/3
7 Displasia leve - Suprabasal 2/3 2/3
12 Displasia leve Suprabasal Basal 1/3 1/3
10 Displasia leve Basal 1/3 2/3 1/3
1 Hiperqueratose/acantose/displasia leve Basal Suprabasal 1/3 Suprabasal
9 Hiperqueratose/displasia leve - Suprabasal Suprabasal Suprabasal
3 Hiperqueratose/acantose/displasia leve - 1/3 1/3 Basal
2 2:%?{;2?;2}::3?:3:tose/éreas . Basal Suprabasal Suprabasal 1/3
2 Displasia Moderada Basal 1/3 2/3 1/2
4 Displasia moderada Suprabasal 1/3 2/3 1/2
12 :l(;))j;?:jaratose/acantose/dlsplaS|a Basal 13 13 13
3 CECbemdierenciado : 8 omorais: perfora  tumorais: perfort
4 CEC 3/3 Suprabasal 3/3 2/3
8  CEC Epitélio: - ; ilhas 113 23 23
tumorais: 3/3
12 CEC Epitélio: - ; ilhas 13 13 13

tumorais: 3/3

Figura 20 — Imunopositividade para p53 em algumas células da camada basal

em epitélio mostrando hiperqueratose e acantose (Aumento original de 100x).
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Figura 21 — Imunopositividade esparsa para p53 em poucas células das

camadas basal e suprabasal em epitélio verrucoso com displasia leve

(Aumento original de 200x).
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Figura 22 — Imunopositividade para p53 em algumas células da camada basal
e suprabasal em epitélio com displasia moderada (Aumento original de 100x).
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Figura 23 — Imunopositividade para p53 na periferia das ilhas tumorais em

CEC bem diferenciado. Notar expressao negativa do epitélio (Aumento original
de 50x).
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Figura 24 — Imunopositividade para p53 na periferia de ilhas tumorais em CEC

bem diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 25 — Imunopositividade difusa para p53 em CEC moderadamente

diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 26 — Imunopositividade para ki-67 em células da camada suprabasal
em epitélio mostrando hiperqueratose e acantose (Aumento original de 100x).

Figura 27 — Imunopositividade para ki-67 em células da camada suprabasal
e em esparsas células da camada espinhosa em epitélio mostrando displasia
leve (Aumento original de 100x).
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Figura 28 — Imunopositividade para ki-67 em células da camada basal e

suprabasal em epitélio com displasia moderada. Notar imunopositividade das
células em mitose (Aumento original de 200x).
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Figura 29 — Imunopositividade para ki-67 na periferia de ilha tumoral em

CEC bem diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 30 - Imunopositividade para ki-67 em CEC moderadamente

diferenciado. Notar marcacdo nas camadas basal e suprabasal (Aumento
original de 100x).
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Figura 31 — Imunopositividade para Mcm2 em células da camada suprabasal
em epitélio mostrando hiperqueratose e acantose (Aumento original de 100x).

Figura 32 — Imunopositividade para Mcm2 em células da camada suprabasal

e basal em epitélio com displasia leve. Notar verrucosidade do epitélio
(Aumento original de 100x).
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Figura 33 — Imunopositividade para Mcm2 em dois tergcos de epitélio com

displasia moderada (Aumento original de 200x).
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Figura 34 — Imunopositividade para Mcm2 na periferia de ilhas tumorais de

CEC bem diferenciado (Aumento original de 100x).

93



94



Figura 35 — Imunopositividade difusa para Mcm2 em CEC moderadamente
diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 36 — Imunopositividade para Mcm5 de células da camada basal e
suprabasal de epitélio mostrando hiperqueratose e acantose (Aumento original
de 200x).

Figura 36 — Imunopositividade para Mcm5 de células da camada basal e

suprabasal em epitélio verrucoso com displasia leve (Aumento original de
100x).

97



98



Figura 37 — Imunopositividade para Mcm5 em dois tergcos do epitélio com

displasia moderada (Aumento original de 100x).
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Figura 38 - Imunopositividade para Mcm5 em células da periferia de ilhas
tumorais de CEC bem diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 39 — Imunopositividade difusa para Mcm5 em CEC moderadamente

diferenciado (Aumento original de 100x).
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Figura 40 - Imunopositividade para Mcm5 em CEC moderadamente

diferenciado. Neste corte, hd maior marcagdo nas camadas basal e
suprabasal (Aumento original de 100x).
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6. DISCUSSAO

A OMS descreve LVP como condicdo que afeta principalmente
mulheres (prevaléncia homem:mulher igual a 1:4), com idade média de
acometimento igual a 62 anos (Barnes et al., 2005). Todos os estudos realizados
em pacientes portadores de LVP confirmam o fato de que essa condigdo acomete
principalmente mulheres, com idades no momento de diagndstico variando entre
62 e 80 anos, (Hansen et al., 1985; Murrah & Batsakis, 1994; Zakrzewska et al.,
1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al., 2000; Bagan et al, 2003, Bagan et
al, 2004; Morton et al., 2007). Em nosso estudo, todos os 12 pacientes eram do
género feminino, com idades variando entre 51 e 85 anos e idade média de 69,7
anos. Cinglenta por cento destes pacientes apresentavam idades acima de 70
anos, concordando com os dados da literatura.

A maioria dos pacientes apresentava queixa principal de alteracdo da
cor da mucosa bucal (33%), ferida (33%) e dor (25%). O tempo de queixa de sete
pacientes variou entre 1 e 48 meses (média de 14,29 meses), cinco nao sabiam o
tempo de evolugao das lesdes. Os trabalhos encontrados na literatura ndo relatam
as principais queixas e o tempo de queixa de seus pacientes.

O uso de tabaco e de alcool ndo tem sido diretamente associado a LVP
(Eversole, 1997; Barnes et al., 2005; Cabay et al., 2007). Entretanto, quase todos
os estudos relatados na literatura mostram que pelo menos 30% dos pacientes
relatam uso de fumo (prevaléncia média de uso de fumo - associado ou ndo a
betel - igual a 37%) (Hansen et al., 1985; Murrah & Batsakis, 1994; Zakrzewska et
al.,1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al., 2000; Bagan et al., 2003; Morton
et al., 2007). Vigliante et al. (2003) e Shopper et al. (2004) relataram que seus
pacientes nao utilizavam qualquer forma de fumo e nao apresentavam habito
etilista. Em nosso estudo, nove pacientes eram ndo fumantes, sete nunca haviam
fumado. Um paciente era fumante (2 maco/dia) e dois eram ex-fumantes (um
paciente fumava 3 cigarros/dia, com tempo de interrupcdo de habito nao
informado, e o outro paciente fumava 2 maco/dia, tendo interrompido o habito ha
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20 anos). Assim, 91,7% de nossos pacientes eram ndo fumantes. Nove de nossos
pacientes ndao eram etilistas e apenas trés deles eram etilistas ocasionais, com
tempo de habito ndo informado

LVP pode se desenvolver em qualquer local da cavidade oral e pode
aparecer inicialmente como lesao Unica que progride para alteracées multiplas e
multifocais (Cabay et al., 2007). LVP apresenta, interessantemente, apresentacao
clinica variavel e progressiva (Hansen et al., 1985; Zakrzewska et al., 1996). Os
locais de maior acometimento relatados na literatura foram rebordo alveolar,
mucosa jugal e lingua, e os menos envolvidos foram mucosa labial e palato (mole
e duro) (Hansen et al.,1985; Zakrzewska et al., 1996; Batsakis et al.,1999; Bagan
et al., 2004). Em nosso estudo, os locais mais acometidos por LVP foram rebordos
alveolares (66,6%), lingua (50%) e mucosa jugal (41,6%), seguidos por gengiva
(33,3%), assoalho bucal (25%), férnice (25%), mucosa labial (16,6%), palato duro
(8,3%) e palato mole (8,3%) — incidéncias semelhantes as ja relatadas.

Quase todos os pacientes incluidos em nosso estudo apresentavam
multiplas lesdes brancas que se mostraram recorrentes apds excisao cirurgica. As
lesbes com maior tempo de acompanhamento apresentaram as mudancas
clinicas progressivas caracteristicas de LVP — aspecto homogéneo inicial,
aumento do numero de lesbées, aumento da rugosidade superficial, presenca ou
nao de alteragdo de cor, desenvolvimento de areas mais granulares ou verrucosas
e carcinoma verrucoso € CEC. A biépsia, a maioria dos casos mostrou aspecto
microscépico de hiperqueratose e acantose e desenvolvimento de diferentes graus
de displasia epitelial, em algum momento clinico. Os casos que apresentaram
maior tempo de acompanhamento mostraram as mudancas tipicas da LVP: lesdes
iniciais com hiperqueratose e acantose variaveis, aumento da queratinizagao e da
verrucosidade da superficie do epitélio, aumento variavel de acantose,
desenvolvimento de hiperplasia da camada basal e de diferentes graus de
displasias — com ocasional atrofia epitelial, e, por fim, carcinoma verrucoso e
espinocelular. Estes achados estdo em concordancia com os relatos anteriores
(Hansen et al., 1985; Zakrzewska et al., 1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et
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al., 2000; Lopes et al., 2000; Bagan et al., 2003; Vigliante et al., 2003; Cabay et al.,
2007).

Hansen et al. (1985); Zakrzewska et al. (1996); Silverman & Gorsky
(1997); Fettig et al. (2000); Bagan et al. (2003), Morton et al. (2007) relataram
tempos de acompanhamento dos pacientes variando entre 3,7 e 11,6 anos, com
média de 7,8 anos. O tempo de acompanhamento de nossos pacientes variou de
1 a 16 anos com média de 4,8 anos. Durante este periodo, 48 biopsias foram
realizadas, com quantidades variando entre 1 e 13 (média de 8 bidpsias por
paciente). Em alguns pacientes, varias bidpsias foram realizadas na mesma lesao,
por esta ter apresentado alteracées das caracteristicas clinicas. Zakrzewska et al.,
em 1996, relataram média de bidpsias realizadas por paciente igual a 7,7
(variacdo entre 4 e 13 bidpsias) e Bagan et al., em 2004, descreveram média de
biopsias igual a 5,9 (bidpsias variando entre 4 e 7). Em sua maioria, os pacientes
acompanhados ha mais tempo tiveram maior nimero de bidpsias realizadas e
mostraram alteracdes histopatolégicas progressivas. Quatro pacientes tiveram
pequeno numero de bidpsias realizado (pacientes 5, 6, 7, 8, e 10). A confirmacao
de que estes casos eram realmente LVP baseou-se na histéria clinica e na
multiplicidade das lesdes.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura descreveu 6,68 anos
como tempo médio de progessdao de LVP para CEC (Hansen et al.,1985;
Zakrzewska et al.,1996; Silverman & Gorsky, 1997; Fettig et al., 2000; Bagan et
al.,, 2003). O tempo médio de progressdo de LVP para CEC, em nossos 4
pacientes, foi de 2,75 anos. Média de tempo curta, visto que trés destes pacientes
ja apresentavam carcinoma na primeira consulta.

Taxas de transformacao maligna relatadas em trabalhos anteriores séo
bem altas. Fettig et al. (2000) relataram 60% de desenvolvimento de carcinoma,
Bagan et al. (2003) relataram transformagé&o maligna em 63% de seus pacientes,
Silverman & Gorsky (1997) encontraram 70%, Hansen et al. (1985) descreveram
87%, Zakrzewska et al. (1996) e Morton et al. (2007) relataram transformacao

carcinomatosa em 100% de seus pacientes. Foi encontrado, em nosso trabalho,
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taxa de transformacdo carcinomatosa igual a 33,3%. Esta porcentagem, baixa
guando comparada aos outros estudos, deve-se provavelmente ao curto tempo de
acompanhamente de nossos pacientes. Dois de nossos pacientes desenvolveram
mais de dois CEC. Um deles teve cinco carcinomas espinocelulares e metastase
axilar e o outro paciente apresentou desenvolvimento de um carcinoma verrucoso
e trés CEC. Bagan et al,, em 2004, também relataram ocorréncia de grande
namero de CEC em seus pacientes (todos eles tiveram, no minimo, dois
carcinomas). Os locais mais freqlientes de desenvolvimento de CEC descritos por
Bagan et al. (2004) foram rebordos alveolares e palato (80%), mucosa jugal
(30%), mucosa labial (20%) e lingua (10%). Em nosso estudo encontramos maior
incidéncia de CEC em lingua (50%), seguido por rebordo alveolar (37,5%) e
assoalho bucal (12,5%).

Os altos indices de transformagdo maligna apresentados por LVP
fogem do comportamento tipico das leucoplasias orais, que apresentam taxas de
transformacao carcinomatosa abaixo dos 10% (Silverman et al., 1976; Pindborg et
al., 1977; Gupta et al., 1980; Silverman et al., 1984; Batsakis et al., 1997; van der
Waal et al., 1997), podem permanecer estaveis ou até regredir em alguns casos
(Pindborg et al., 1977; Gupta et al., 1980). Dessa forma, alguns estudos vém
sendo feitos na tentativa de se elucidar o comportamento tdo agressivo de LVP.

Tecidos normais apresentam expressado negativa de p53 ou marcacéao
apenas da camada basal e lesbes com potencial de malignizagdo mostram
imunopositividade de acordo com o aumento do grau de displasia presente. Ha
positividade em células basais e parabasais em tecidos com displasia leve e
marcacao em toda a extensao do epitélio em displasia grave e carcinoma in situ
(Girod et al., 1993; Kerdpon et al., 1997, Cruz et al., 1998; Nylander et al., 2000;
Piatelli et al., 2002). Entretanto, estes dados néo foram confirmados por Cruz et al.
(1998) e Regezi et al. (1995), que ndo encontraram associacao significativa entre
0 padrao de expressdao de p53 e os diferentes graus de displasia em suas
amostras de lesdes com potencial de malignizacdo. A expresdao de p53 em
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carcinomas invasivos mostra-se em regiées centrais e também na periferia das
ilhas tumorais, de acordo com seu grau de diferenciacao (Piatelli et al., 2002).

As discrepancias entre os padrées de imunomarcacao nos distintos
graus de displasia descritas em diferentes estudos podem talvez ser explicadas
pelas diferencas entre as populagdes estudadas, por diferencas na quantidade de
cortes realizados para andlise histopatolégica em um mesmo tecido biopsiado e
também pela variabilidade intra e inter-observadores existente na gradacao dos
diferentes graus de displasia epitelial e carcinomas (Pindborg et al., 1985; Abbey
et al., 1995; Cruz et al., 1998; Pentenero et al., 2003).

Gopalakrishnan et al. (1997) encontraram marcacao minima de p53 em
mucosa oral normal, em oito de dez casos de LVP e em sete de dez casos de
CEC orais. Fettig et al. (2000) encontraram expressao de p53 em quatro dos dez
casos analisados de LVP em gengiva. Em nosso estudo, das 18 bidpsias
selecionadas, 14 foram positivas para p53.

Dos tecidos que mostraram expressdo negativa de p53, 3 casos eram
de displasia leve e um era CEC. Ha a possibilidade de este caso de CEC possuir
mutacdo no gene TP53, fato observado por Gopalakrishnan et al. (1997) em
metade de suas amostras de CEC. Nao h4 relatos na literatura que descrevam a
expressao de p53 nos diferentes graus de displasia epitelial em LVP. No entanto,
em displasia oral convencional, Cruz et al. (1998) encontraram maior quantidade
de expressao negativa de p53 em lesbes com displasia moderada e grave,
achado distinto do observado em nossos casos, que mostraram maior
negatividade em casos de displasia leve.

Leucoplasias orais convencionais mostram um padréo de expressao de
p53 que aumenta conforme ha aumento do grau de displasia (Girod et al., 1993;
Kerdpon et al., 1997). Em nosso estudo, o caso de hiperqueratose e acantose,
displasia leve e dois dos trés casos de displasia moderada mostraram padréo de
expressdo de p53 muito semelhante (expressao fraca). Um caso de displasia
moderada apresentou expressdao moderada e trés dos quatro casos de CEC

apresentaram imunopositividade forte.

111



Piatelli et al. (2002) encontraram expressdo de p53 nas camadas
suprabasais em leucoplasias orais, displasias e CEC in situ. Kerdpon et al. (1997)
relataram imunopositividade nas camadas basal e parabasal em displasias leves e
moderadas e expressao de p53 também em camadas epiteliais mais superficiais
em displasias grave. Cruz et al. (1998) relataram que 53% das lesGes com
expressdao de p53 na camada basal ndo apresentavam displasia ou mostravam
displasia leve, e que 57% das lesbes que expressaram p53 acima da camada
basal apresentavam alteracdo epitelial mais grave. Nossos achados nao
mostraram padrdao de aumento de marcacao epitelial conforme aumento do grau
de displasia. O caso de hiperqueratose e acantose, 5 casos de displasia leve
(50%) e dois casos de displasia moderada (66,6%) mostraram marcacao apenas
da camada basal. Um caso de displasia leve (10%) e um de moderada (33,3%)
tiveram expressao de p53 apenas na camada suprabasal e um caso de displasia
leve (10%) mostrou imunopositividade para p53 na camada basal e suprabasal
(mercacdo de um terco de todo o epitélio). Se estes casos apresentarem
transformacao maligna durante o acompanhamento clinico, pode-se supor que o
padrao de expressao de p53 seja de valor prognéstico.

Cruz et al. (1998) afirmaram, em seu estudo, que a imunopositividade
suprabasal de p53 esta associada a desenvovimento de CEC. Eles demonstraram
que 86% dos tecidos que expressaram marcacao suprabasal se transformaram
em CEC e que 72% dos tecidos com positividade apenas na camada basal ou
com auséncia de marcagao permaneceram estaveis. Nos nossos casos de LVP o
tempo de acompanhamento da maioria dos pacientes nao € longo e 8 pacientes
(66,6%) nao apresentaram desenvolvimento de carcinoma. Em um dos pacientes
(paciente n®. 12) pdbde ser observada aumento de alteracdo epitelial (displasia
leve, moderada e CEC), mas ndo o aumento esperado da expresao de p53 nas
camadas do epitélio de acordo com esta progressao.

A expressao de ki-67 em leucoplasias orais é, segundo Piatelli et al.
(2003), semelhante a encontrada em p53. Assim como em estudos com p53,
existem relatos na literatura afirmando que hd aumento da expressdo de ki-67
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conforme o avanco do grau de displasia epitelial (Girod et al., 1993; Liu et al.,
1998; Liu et al., 2000; Oliver et al., 2000; Kodani et al., 2001; Kdvesi & Szende;
2003; Kurogawa et al, 2003). Este achado, entretanto, ndo foi observado em
nosso trabalho. O caso de hiperqueratose e acantose, cinco casos de displasia
leve, um caso de displasia moderada e dois casos de CEC mostraram fraca
imunopositividade, os outros cinco casos de displasia leve, dois casos de displasia
moderada e um caso CEC tiveram expressdao moderada de ki-67. Apenas um
caso de CEC mostrou imunomarcacgéo forte.

Cruz et al. (1998) afirmaram que expressao de ki-67 acima da camada
suprabasal foi observada em casos com presenca de displasia epitelial. Slootweg
et al. (1994) detectaram marcacao de ki-67 em toda a extensdo epitelial em
grande quantidade de lesdes orais displasicas e imunopositividade apenas da
camada basal em epitélios orais normais. Girod et al. (1993) descreveram
expressao de ki-67 acima da camada basal em epitélios orais com diferentes
graus de displasia epitelial, mas ndo descreveram nenhuma correlagdo entre
aumento do padrao de marcacao e progressao das alteracdes epiteliais. Liu et al.
(1998) descreveram que displasias leves e moderadas mostraram
imunopositividade nas camadas basais e suprabasais, enquanto que em
displasias graves e carcinoma in situ expressao foi encontrada em camadas mais
superficiais. Observamos, em nossos casos, que o caso de hiperqueratose e
acantose apresentou expressao de ki-67 apenas na camada suprabasal; quatro
casos de displasia leve mostraram imunomarcac¢do da camada suprabasal e um
caso mostrou positividade apenas na camada basal; cinco dos dez casos de
displasia leve, todas as displasias moderadas e a maioria dos casos de CEC (trés
dos quatro casos) mostraram imunopositividade nas camadas basal e suprabasal
(marcagdo de um tergo da extensdo epitelial). Dessa maneira, nossos achados
fogem do padrdo de expressdao de ki-67 descrito por outros autores em
leucoplasias orais.

Fettig et al. (2000) descreveram 10 casos de LVP encontradas em

gengiva. Encontraram expressdo de ki-67 nas camadas basal e suprabasal
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variando entre 5% e 10%. Os autores nao descreveram, entretanto, os diferentes
graus de displasia epitelial e os diferentes padrdes de imunomarcacdo, se
existiram. Liu et al. (1998) relataram que LI encontrados em todos os graus de
displasia epitelial foram maiores que os de tecido oral normal (aumento de,
aproximadamente, 8 vezes). Descreveram, ainda, que os LI obtidos nas
contagens das células positivas da camada suprabasal foram semelhantes nos
casos de displasia leve e moderada, enquanto que os LI encontrados nas
camadas suprabasal e mais superficiais dos casos de displasia grave e carcinoma
in situ foram maiores que os de displasias leve e moderada (aumento de 4,5
vezes nas camadas mais superficiais). Encontramos menor LI no caso de
hiperqueratose e acantose e maiores LI em algun casos de displasia leve. O
namero de células positivas encontradas nestes casos foi maior até que os
achados nas displasias moderadas e nos CEC, padrdo que foge completamente
de descrito em leucoplasias orais. Pode ser que estas lesdes apresentem
comportamento agressivo, com rapido desenvolvimento de CEC.

Segundo Freeman et al. (1999) e Scott et al. (2006), Mcm sao proteinas
que regulam os complexos de pré-replicacdo, logo, sdo marcadores sensiveis e
especificos de células dentro do ciclo celular (células de epitélio displasico e
neoplasicas).

Estudos de neoplasias em outros locais anatdmicos, que nao a
cavidade oral, mostraram maior marcacdo de Mcm que outros marcadores de
proliferacao, como Ki-67 (Freeman et al., 1999; Gonzalez et al., 2005; Liu et al.,
2007). Nossos casos de LVP também mostraram, de maneira geral, maior
expressdao de Mcm2 e 5 que Ki-67. Mas observamos interessantes variacées de
imunopositividade em cada um dos estagios de alteragao epitelial. O caso de
hiperqueratose e acantose mostrou marcagdo moderada para Mcm2 e 5 e fraca
para ki-67; sete casos de displasia leve mostraram maior expressdo de Mcm2 ou
Mcm5 que ki-67; os casos de displasia moderada, entretanto, mostraram
imunopositividade moderada em maior nimero de casos para ki-67 que para
Mcm2 e 5. Os casos de CEC mostraram positividade semelhante para estes trés
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marcadores, exceto um caso que mostrou expressao forte para ki-67, moderada
para Mcm2 e fraca para Mcmb5.

Scott et al. (2006) descreveram que a expressdo de Mcm2 e ki-67
restringiu-se a camada proliferativa em hiperqueratoses orais. Achados
semelhantes aos de Freeman et al. (1999) em outros locais anatémicos. Em
epitélios orais displasicos Mcm2 e ki-67 mostraram maior expressdo em todas as
camadas epiteliais. Na progressdo hiperqueratose - displasia leve - displasia
moderada — displasia grave Mcm2 mostrou aumento do numero de células
positivas em todas as camadas epiteliais. (Kodani et al., 2001; Scott et al., 2006).
Em nosso estudo também foi observado, de modo geral, aumento da extenséo da
marcacao epitelial conforme avanco das alteracbes epiteliais. O caso de
hiperqueratose e acantose mostrou expressao de Mcm2 e 5 em um tergco do
epitélio, imunopositividade para ki-67 foi encontrada apenas na camada
suprabasal. Cinco dos casos de displasia leve apresentaram maior extensdo de
positividade para Mcm2 ou Mcm5 que ki-67; dois dos trés casos de displasia
moderada mostraram maior extensao de expressao para Mcm2 e Mcm5 que ki-67
(Mcm2 apresentou maior numero de positividades que Mcm5). Dois dos quatro
casos de CEC também mostram maior extensdo de imunopositividade para Mcm2
e 5 que para ki-67.

CEC bem diferenciados mostraram expressao de Mcm2 na periferia
das ilhas tumorais e os menos diferenciados apresentaram padrdao difuso de
imunopositividade, achados que corroboram os trabalhos de Kodani et al. (2001),
Kodani et al. (2003) e Scott et al. (2006). Nossos resultados mostraram que Mcm2
e ki-67 mostraram variacdo de LI semelhantes e que Mcm2 e 5 apresentaram LI
bem maiores que ki-67. Estes achados entram em concordancia com o relatado
por Scott et al. (2006). Estes autores relataram valor médio de LI para Mcm2 nas
hiperqueratoses orais igual a 9,2% e 21,6% para as displasias leves. Displasias
moderadas apresentaram LI médio igual a 58,8% e displasias graves
apresentaram valor médio igual a 77,7%. Todos 0S nossos casos mostraram
maiores LI que os relatados por Scott et al (2006). O caso de hiperqueratose e
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acantose mostrou valores iguais a 30% para Mcm2 e 17,87% para Mcm5. Os
casos de displasia leve apresentaram LI igual 41,47% para Mcm2 e 39, 22% para
Mcmb5; displasias moderadas tiveram LI de 61,48% para Mcm2 e 79,8% para
Mcm5. Scott et al. (2006) observaram, ainda, que os seus casos de CEC
mostraram LI médio igual a 92%. O LI médio encontrado em nossos casos foi
igual a 65,22% para Mcm2 e 58,05% para Mcm5, menores, portanto, que os
relatados.

De forma resumida, verificamos em nosso trabalho que os casos
analisados mostraram comportamento clinico e histopatolégico semelhante ao
relatado na literatura. Observamos, também, que o padrdo de marcacao
imunohistoquimica dos quatro marcadores foi diferente do esperado em alguns
casos e que a expressao de Mcm2 e Mcm5 mostrou-se maior que a de ki-67.
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7. CONCLUSOES

1. Nossos achados clinicos e histopatolégicos foram semelhantes aos

relatados na literatura;

2. Os resultados imunohistoquimicos observados foram diferentes do padrao

encontrado nos casos de leucoplasias orais relatados na literatura;

3. Avaliagao clinica cuidadosa e acompanhamento freqiiente dos pacientes é

imprescindivel.
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