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RESUMO

Bueno EC. Andlise espectrofotométrica da expressdo dos
imunomarcadores Ki-67 e p53 em Leucoplasias Orais. Campo

Grande, 2011. [Dissertacdo — Programa de Pés-Graduacdo em Salde e
Desenvolvimento na Regido do Centro-Oeste].

Este trabalho se propbs a analisar espectrofotometricamente o comportamento
imunoistoquimico das leucoplasias perante aos anticorpos Ki-67 e p53. Foram
analisadas 11 especimes de leucoplasia, 11 leucoplasias sem displasia e os
resultados obtidos foram comparados aos do grupo controle, composto por 11
hiperplasias fibrosas inflamatérias. Os espécimes foram cortados com a espessura de
3um, depositados em laminas previamente silanizadas e submetidos a processamento
imunoistoquimico. As laminas foram analisadas em microscopio Optico por dois
examinadores e sem seguidas selecionados trés campos em cada lamina, excluindo a
camada basal, para a analise espectrofotométrica. Quando comparado o grupo das
leucoplasias com o das hiperplasias fibrosas inflamatérias, observou-se diferenca
estatisticamente significativa tanto na marcacdo de Ki-67 quanto p53. Houve
significAncia estatistica na comparacao das leucoplasias com displasias e hiperplasias
marcadas com p53 e Ki-67. Na comparacéo das leucoplasias sem displasia com as
leucoplasias com displasia houve significancia estatistica para os dois marcadores.
Conclui-se que as leucoplasias com displasia apresentam maior densidade
espectrofotomética, o p53 mostrou-se mais sensivel nas lesdes estudadas e diante
dos marcadores estudados as leucoplasias sem displasia né&o apresentaram
densidade espectrofotométrica relevante.

Palavras-chaves: fatores de progndstico, imunoistoquimica, leucoplasia



ABSTRACT

Bueno CE.Spectrophotometric analysis of the immunomarkers expression of Ki-
67 and p53 in oral leukoplakia. Campo Grande, 2011 [Dissertation — Postgraduate
Program in Helth and Devolpment in Midwest Region].

This study proposes to analyze the behaviour spectrophotometrically leukoplakia of
immunohistochemical antibodies against Ki-67 and p53. We analyzed 11 specimens of
leukoplakia, 11 leukoplakias without dysplasia and the results were compared to the
control group, composed of 11 inflammatory fibrous hyperplasia. The specimens were
cut with a thickness of 3um, previously deposited on silanized slides and to
immunohistochemical processing. The slides were analyzed under a light microscope
by two observers and then three samples were selected, excluding the basal layer, for
the spectrophotometric analysis. When compared with the group of leukoplakia of the
inflammatory fibrous hyperplasia, there was a statiscally significant difference in the
marking of both Ki-67 and p53. There was statiscal significance in comparison of
leukoplakia with dysplasia and markedyperplasia with p53 and Ki-67. In the
comparison of leukoplakia without dysplasia with leukoplakia with dysplasia was
statistically siginificant for both markers. It is concluded that the leukoplakia with
dysplasia has a higher density spectrophotometric, p53 was more sensitive for wounds
on the markers studied whereas the markers studied the leukoplakias without dysplasia
showed no significant density spectrophotometrically.

Keywords: prognoctic factors, immunohistochemistry, leukoplakia
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1. INTRODUCAO

As leucoplasias sdo as lesdes cancerizaveis mais comuns da
cavidade oral. Tem esta definicdo devido a sua capacidade de sofrer alteragbes
celulares malignas e desenvolver cancer bucal, pois podem apresentar tecido
morfologicamente alterado. O seu diagndstico € estritamente clinico e ndo
depende de aparéncias definidas, mas sim da exclusdo de outras lesdes que
se apresentam como placas brancas na boca (Waldron e Shafer, 1975; INCA,
2005; Parise Jr, 2000).

Os fatores predisponentes responsabilizados com mais frequéncia
sdo: o alcool e o tabaco. Ha predominancia em homens, acima de 40 anos,
podendo desenvolver-se em qualquer regido da mucosa bucal. Entretanto as
lesBes presentes na lingua, vermelhdo dos labios e assoalho da boca somam
mais de 90% daquelas que indicam displasia ou carcinoma in situ (Neville et
al.,2004; Ide et al., 2008).

Histologicamente as leucoplasias podem apresentar epitélios
displasicos ou ndao-displasicos. Alguns pesquisadores enfatizam que a
presenca de displasia aumentam as chances de tranformac6es malignas, ndo
excluindo as lesdes néao-displasicas dessa possibilidade (Pindborg, 1980;
Holmstrup et al., 2007).

No método convencional de avaliacdo histopatolégica com coloracéo
hematoxilina e eosina (H.E) a separacgéo entre a displasia discreta, moderada,
displasia acentuada e carcinoma in situ é dificil o que reforca a necessidade de
métodos mais precisos para essas avaliacdes. A progressao para carcinoma

invasivo estd diretamente relacionada com a severidade das alteracdes
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displasicas, mas a avaliacdo € altamente subjetiva (Waldron et al., 1975;
Macluskey et al., 1999).

O estudo imunoistoquimico e molecular de lesdes cancerizaveis é
um meio rotineiro que permite conhecer a expressado protéica das alteracdes
genéticas, que pode ajudar no diagndstico precoce e tratamento de patologias
(Lumerman et al., 1995; Alves et al., 1999; Gomes et al., 2000 ; Cruz et al.,
1998 Moles et al., 2002; Steinbeck et al., 2002; Reis-Costa et al., 2004; Garcia
et al., 2005).

Embora as marcacbes imunoistoquimicas sejam bastante
especificas e evidenciem o comportamento biolégico das células, sua
guantificacdo nem sempre € precisa, para tanto foram desenvolvidos métodos
quantificadores por imagem a fim de aperfeicoar a avaliacdo celular
proliferativa, além de outras vantagens como velocidade na andlise,
consisténcia nos resultados e automacao (Teresa et al., 2007).

Avaliar o comportamento biolégico das leucoplasias a fim de evitar a
transformacdo maligna é um grande desafio para os profissionais da
odontologia. Diversos estudos foram desenvolvidos para avaliar os padrées
celulares das lesBes cancerizaveis como por exemplo a imunoistoquimica.
Entretanto, bem como na histopatologia, os espécimes submetidos a avaliagéo
visual podem apresentar padrdes divergentes devido a avaliacdo distinta entre
0s examinadores. Portanto o objetivo deste estudo foi observar a atividade
espectrofotométrica das leucoplasias e hiperplasias fibrosas inflamatérias

imunomarcados com Ki-67 e p53.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leucoplasia

2.1.1. Consideracdes Gerais

Leucoplasia é o termo clinico utilizado para denominar uma placa
predominantemente branca da mucosa oral, ndo removivel a raspagem, que
nao pode ser classificada clinicamente como qualquer outra doenca. Sua
superficie pode apresentar-se lisa, rugosa ou verrucosa, sendo a lesao
cancerizavel mais frequente da boca (Gabriel et al., 2004). Acomete
principalmente a mucosa jugal e as comissuras labiais, seguidas por mucosa
alveolar, lingua, labio, palato duro, palato mole, assoalho de boca e gengiva
(Neville et al., 2004).

Silveira et al., 2009, analisaram clinica e morfologicamente 205
casos de lesGes orais com potencial de malignizacdo e observaram que a lesao
mais prevalente foi a leucoplasia (70,7%), com aparecimento predominante no
rebordo alveolar (21%) sendo mais freqlente na quinta, sexta e sétima
décadas de vida. Além disso observaram que as leucoplasias sofreram
transformacao maligna em 2,1% dos casos estudados.

O protocolo ideal indica a realizacdo de biopsia incisional ou
excisional seguida de exame histopatologico do espécime. O resultado
histolégico compativel com a hipétese clinica pode variar de hiperceratose,
acantose até graus variados de displasia epitelial — discreta, moderada ou
acentuada. Perante a variedade microscépica das leucoplasias, a biépsia é
obrigatoria para estabelecer o diagndéstico definitivo (Almeida et al., 2000;

Bressiani et al., 2004; Robbins et al., 2005).



Rodrigues et al., em 2000, analisaram a relagcdo entre o aspecto
clinico e histopatolégico das leucoplasias em 28 pacientes adultos, com mais
de 35 anos, de ambos os sexos. As lesdes foram clinicamente divididas em
homogéneas e ndo-homogéneas, quanto ao aspecto histopatologico foram
divididas em seis grupos (hiperceratose com auséncia de displasia epitelial,
displasia epitelial leve, displasia epitelial moderada, displasia epitelial severa,
carcinoma in situ e carcinoma invasivo). Quanto ao aspecto clinico, houve
predominio de lesbes homogéneas (78,6%) frente as n&o-homogéneas
(21,4%). Considerando o aspecto histopatoldgico, os resultados mostraram que
32,2% dos casos apresentaram hiperceratose com auséncia de displasia
epitelial. Em 53,5% das lesbGes pesquisadas foi detectado sinais de displasia
epitelial (39,3% - displasia leve, 7,1% - displasia moderada e 7,1% - displasia
severa). O restante, ou seja, 14,3% foram classificados como carcinoma
invasivo.

Em geral em 5 a 30% das leucoplasias é encontrada alguma
evidéncia de displasia epitelial. Quando presentes, as alteracbes comecam na
regido basal e parabasal do epitélio. Alguns pesquisadores enfatizam que a
presenca de displasia e o uso continuo de derivadas do tabaco aumentam as
chances de transformacfes malignas, nédo excluindo as lesdes néo-displasicas
desta possibilidade (Banoczy e Csiba, 1976; Hogewind et al.,1989; Jaber et
al.,1999; Neville et al., 2004; Holmstrup et al., 2007).

Lawall et al., em 2006, evidenciaram em seu estudo que
leucoplasias com epitélios ndo-displasicos possuem sinais sub-microscopicos
de alteracdes direcionadas a transformacdo maligna e que os graus de

queratinizacdo ndo se correlacionam com o maior risco desse acontecimento.



Segundo Lodi et al., 2008, a remocao cirargica tém efeitos
benéficos, mas nédo reduz os riscos de recorréncia e transformacdo maligna.
Os riscos podem ser diminuidos com a reducdo do consumo de tabaco e

alcool.

Hsue et al., 2007, estudaram o tempo estimado para uma lesdo
sofrer transformacao maligna. O tempo foi definido entre o diagndstico inicial da
lesdo até a confirmacdo do cancer de boca. Um total de 1.458 pacientes com
diagnostico histolégico de véarias lesdes orais cancerizaveis foram
acompanhados entre 1991 e 2001. A média de idade do diagnéstico inicial era
de 47,5 anos. O diagnodstico histoldgico foi dividido em seis categorias:
displasia epitelial com hiperceratose/hiperplasia epitelial (8,85%); displasia
epitelial com fibrose submucosa (2,54%); fibrose submucosa (27,57%);
hiperceratose/hiperplasia epitelial (29,1%); liquen plano (9,80%) e leucoplasia
verrucosa (22,22%). Dentre os pacientes estudados, 44 progrediram para
cancer de boca no mesmo local da leséo inicial, aproximadamente 3,02% da
amostra sofreram transformacdo maligna em 42,64 meses. Oito dos 166
pacientes com lesBes displasicas e 15 de 423 pacientes com

hiperceratose/hiperplasia epitelial progrediram para a malignidade.

2.2. Fatores etiolégicos

A leucoplasia normalmente afeta adultos com mais de 40 anos, tem
predilecao pelo sexo masculino, podendo acometer qualquer regido da mucosa
bucal. Aproximadamente 3% dos adultos brancos possuem lesédo branca. Os

fatores responsabilizados com mais freqtiéncia sdo: o alcool, tabaco, o qual



apresenta potencial carcinogénico em qualquer forma que é utilizado, falta de
higiene bucal, sifilis, AIDS, no caso de leucoplasia dos labios, a radiacédo solar
e predisposicdo genética (Waldron e Shafer, 1975; Kaur et al., 1996; Damante
et al., 1997; Neville et al.,2004).

Almeida et al., em 2000, avaliaram 42 casos de leucoplasia oral
diagnosticados no Servigco de Anatomia Patoldgica da Disciplina de Patologia
Oral do Departamento de Odontologia da UFRN, no periodo de janeiro 1970 a
junho de 2000 e observaram que em 19 casos (45,2%) havia referéncia ao uso
do tabaco e, em 17 casos (40,5%), a lesdo estava associada a um agente
etiologico definido. Outros tipos de agentes etiol6gicos foram mencionados em
6 casos (14,3%), como protese mal adaptada, succdo de labio, exposicéo
solar.

Pentenero et al.,, 2008, avaliaram a associacdo do alcool, de
préteses removiveis com o aparecimento de lesdes orais em pacientes de
Turin, Itdlia. Foi realizado um estudo retrospectivo, que contou com a
participacdo de 4098 voluntarios, 2040 homens e 2058 mulheres com idade
média de 50.5 anos. Foi feito um exame clinico e bidpsia quando necessario. O
histérico dos pacientes também foi pesquisado (idade, sexo, uso de prétese
total removivel e habitos de risco). Os homens observados tiveram mais lesdes
da mucosa oral que as mulheres 27.3% contra 22.89% das mulheres. A
presenca de lesbes esteve relacionada a fatores de risco e a idade, sendo o
tabaco responsavel pelo aparecimento da leucoplasia. A associacao do alcool
e do tabaco também se relacionou com as leucoplasias. O uso da protese total
removivel aumentou a prevaléncia em particular de candidiase e lesdes

traumaticas.



Ide et al., 2008, analisaram uma amostra 34.136 homens e 43.711
mulheres com idades variando entre 40 e 79 anos. Os seguintes critérios foram
estudados: habito de fumar, consumo de bebida alcodlica, sexo, idade,
consumo de cha verde, preferéncia por comidas salgadas, e consumo de
vegetais verde e amarelo. Fumantes ativos tiveram um maior risco de morte
causado por cancer oral e de faringe comparados com os nao-fumantes de
ambos os sexos: o risco relativo foi de 2.6 e 8.2 maior em homens e mulheres
respectivamente. Os homens que beberam mais de 46g de etanol/dia tiveram o
risco aproximadamente triplicado para o desenvolvimento do cancer. A
exposicao simultanea aos dois fatores teve uma associacgao significativa, tendo
0s pacientes 3.3 mais riscos. O alcool e o tabaco, associados ou nao,
aumentam o risco do desenvolvimento de lesdes bucais.

Yen et al., 2008, avaliaram um grupo de homens fumantes e/ou
consumidores de fumo mastigavel. Modelaram os efeitos da duracao do habito,
da quantidade de fumo mascado e consumo de cigarros comparando-0s com
as taxas de incidéncia de desenvolvimento das leucoplasias e 0 seu tempo
meédio de instalacdo. Observaram que a incidéncia anual de leucoplasias foi
estimada em 0.35%. A média de anos de consumo para o aparecimento das
leucoplasias foi de 24 anos, sendo mais prevalente em pacientes que
consumiam cigarro e mascavam fumo com frequéncia. Os riscos de
desenvolvimento de cancer apos 20 anos giraram em torno de 42.2% para as
leucoplasias. Os resultados encontrados por este estudo mostram que o0s
riscos de transformacdo maligna variam de acordo com a quantidade e o tempo

de consumo do tabaco.



Freitas et al., 2006, avaliaram as diferencas clinico-patoldgicas
existentes entre pacientes fumantes e os que nunca fumaram. Foi feito um
estudo retrospectivo de 52 pacientes com leucoplasia oral. As amostras foram
coletadas seguindo os seguintes critérios: idade, sexo, tamanho da leséo,
localizac&o da lesdo e presenca ou auséncia de displasia. A idade média para
o aparecimento de lesdes em fumantes era de 49 anos, bem abaixo dos néo-
fumantes que foi de 59 anos em média. A propor¢cdo das mulheres no grupo
dos nado-fumantes foi marcante e expressiva estatisticamente maior no grupo
dos pacientes que nunca fumaram diante do grupo dos fumantes (82% vs
22%). Lesbes displasicas foram observadas com mais freqiiéncia em pacientes
que nunca fumaram, e esta diferenca obteve resultados estatisticamente
significativos (P=0.026). Os autores concluiram que as leucoplasias presentes
nos nao-fumantes acometem mais mulheres, localizam-se preferencialmente
na lingua, e apresentam mais casos de displasia epitelial.

Liu et al, 2010, estudaram 218 casos de leucoplasia com
diagnésticos clinicos e histopatolégicos e os acompanharam durante 5 anos e
trés meses. Dos 218 casos, 39 (17,9%) desenvolveram cancer em 5 anos e
dois meses. O estudo também revelou que o fator relevante para a
malignizacdo das lesbes foi a presenca de displasias severas. O alcool, a
idade, o género, o local da lesdo, o habito alimentar e o consumo de tabaco
nao foram considerados pelos pesquisadores como fator de risco. A presenca
de displasia severa aumentou significativamente a transformacéo maligna das
lesbes (P< 0,001) quando comparados com as displasias leves ou de baixo

grau. Os autores concluiram que as leucoplasias com displasias mais severas



apresentaram risco maior de transformacdo maligna principalmente durante o
segundo e o terceiro ano de acompanhamento.

Jaber et al.,, 1999, selecionaram 630 pacientes com displasia
epitelial oral e 643 pacientes controles. A combinacdo do alcool com o tabaco
aumentou os riscos do aparecimento de displasia epitelial oral e fumar cigarro
sem filtro foi um significativo fator predisponente. A analise mais detalhada do
habito de fumar revelou que os riscos estdo mais atribuidos a pacientes que
fumam quantidade superior a 20 cigarros/dia, 0os quais tem aproximadamente 5
vezes mais chances de desenvolver lesdes orais que os ndo fumantes. Os
fumantes tém maiores riscos que os consumidores de alcool. Parar de fumar foi
associado ao declinio do risco do aparecimento de displasias epiteliais orais,
bem como a reducdo do consumo diério de cigarro. O consumo sinérgico do
alcool e do tabaco aumento o risco de desenvolvimento de displasias epiteliais
orais. Os riscos diminuem quando do uso moderado e/ou parar de consumir

alcool e tabaco.

Para que o aparecimento de novas lesbes e de recidivas seja
controlado, h& necessidade de mudanca radical de habitos, ou seja, eliminar o
consumo de alcool e tabaco (Boffetta et al.,2001; Thongsukai e Boonyaphiphat,

2001).

2.3. Caracteristicas clinicas e histologicas

Aproximadamente 70% das leucoplasias bucais séo encontradas no

vermelhdo dos labios, na mucosa jugal e na gengiva. Entretanto, as lesdes na
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lingua, vermelhdo dos labios e assoalho da boca somam mais de 90%
daquelas que indicam displasia ou carcinoma (Neville et al.,2004).

Clinicamente aparecem como placas ou manchas esbranquicadas,
irremoviveis perante raspagem, decorrentes de causas indeterminadas,
geralmente indolores, podendo ter aparéncia homogénea ou heterogénea
(Waldron e Shafer, 1975; INCA, 2005; Parise Jr, 2000; Regezi, 1995).

Rodrigues et al., em 2000, concluiram apés o seu estudo que as
leucoplasias homogéneas apresentaram alteracdes celulares mais discretas,
enquanto as ndo-homogéneas evidenciaram displasia severa e/ou carcinoma
invasivo. (Rodrigues et al., 2000).

Outra forma clinica distinta € a leucoplasia verrucosa proliferativa
que é definida pela sua evolucdo progressiva, com alteracbes clinico-
patolégicas marcantes e alto potencial para desenvolvimento do cancer. O
comportamento desta lesdo € mais agressivo que as outras modalidades de
leucoplasia, sendo mais comum entre mulheres, com mais de 60 anos e o
consumo de tabaco néo esta diretamente relacionado com o seu aparecimento.
A maioria dos pacientes com leucoplasia verrucosa proliferativa (74%) evoluem
para carcinoma (Caly et al., 2007).

Ramalho et al., em 2007, relataram caso clinico de paciente do sexo
feminino, 67 anos , que relatou apresentar lesdo branca ha 40 anos, com o
passar do tempo outros sitios anatémicos foram comprometidos e apos 2 anos
do diagnostico inicial foi observada a malignizacdo da leséo, isto &,
transformacdo da leucoplasia verrucosa proliferativa em carcinoma

espinocelular.
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Histologicamente as leucoplasias dividem-se em dois grupos: com
displasias e sem displasias. A displasia epitelial € observada nas leucoplasias
em suas diferentes formas: simples, verrucosas e erosivas, podendo também
estar associadas a mucosa adjacente a tumores em pacientes portadores de
carcinoma de células invasivas (Banoczy e Csiba, 1976). Segundo Partridge et
al., 2001, as les@es displasicas tendem a progredir para a malignidade devido
as instabilidades gendémicas que levam ao acumulo de desequilibrios
alelogénicos em diversos locos.

Quanto mais o epitélio se torna displasico, mais as mudancas
epiteliais atipicas se estendem para envolver toda a espessura do epitélio. As
alteracdes histopatoldgicas das células epiteliais displasicas sdo semelhantes
aguelas do carcinoma epidermoide e incluem: ndcleos e células aumentados,
ndcleos grandes e proeminentes, aumento da razao nucleo/citoplasma, nucleos
hipercromaticos (excessivamente escuros), nucleos e células pleomoérficos (de
forma anormal), disceratose (ceratinizacdo prematura das células), aumento da
atividade mitética (nUmero excessivo de mitoses), figuras mitoticas anormais
(mitoses tripolares ou em forma de estrela ou figuras mitéticas acima da
camada basal). Além disso, as alteracBes histomorfolégicas do epitélio
displasico séo evidentes no maior aumento, incluindo: cristas epiteliais em
forma de gota ou bulbosas, perda de polaridade (perda de maturacao
progressiva em direcdo a superficie), pérola de ceratina ou epiteliais (colecbes
redondas e focais de células ceratinizadas em camadas concéntricas), perda

de coeséao celular tipica (Neville et al., 2004).
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2.4. Panorama do cancer no Brasil

O Ministério da Saude, por meio do Instituto Nacional de Céancer
(INCA), estima que no biénio 2010/2011 ocorram 489.270 novos casos de
cancer no Brasil. No panorama nacional, essa doenca se apresenta como um
grave desafio para a saude publica, em virtude da sua elevada incidéncia, que
se contrapde as possibilidades de prevencédo (INCA, 2010).

Dentre todos os céanceres que incidem na regido de cabeca e
pescoco, 40% ocorrem na cavidade oral. Dados do INCA demonstraram que o
cancer bucal ocupa o quinto lugar de incidéncia entre todos os tipos de cancer
nos homens e o sétimo entre as mulheres, no Brasil, num total de 14.120 novos
casos. Essa relacdo de incidéncia foi mantida, apesar das discretas redugoes,
ao se comparar com as estimativas do INCA de 2008 e 2010, revelando uma
diminuicdo da taxa bruta de 11,00 para 10,64 entre os homens e de 3,88 para
3,76 entre as mulheres (INCA, 2008).

O céancer e as lesbBes pré-cancerizaveis sdo um desafio para a
Saude Publica Brasileira devido a tendéncia crescente do numero de casos.
Pinheiro et al., 2010, avaliaram os conhecimentos e diagndstico em cancer
bucal entre os profissionais de odontologia de Jequié, Bahia, e concluiram que
os profissionais de odontologia tem um conhecimento inconsistente com
relacdo ao reconhecimento de alguns fatores de risco e procedimentos

diagnésticos.

2.5. Fatores de prognostico

Waldron e Shafer, 1975, estudaram 3.256 casos de leucoplasia

bucal, usando o método convencional de avaliacdo histopatolégica com
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coloracdo hematoxilina e eosina (H.E), mostrando, através de suas
experiéncias, que a separacao entre a displasia discreta, moderada, displasia
acentuada e carcinoma in situ € dificil; reforcando a necessidade de métodos
mais precisos para essas avaliacbes. A progressao para carcinoma invasivo
esta diretamente relacionada com a severidade das alteracfes displasicas,
mas a avaliacdo é altamente subjetiva (Macluskey et al., 1999).

Segundo Tumuluri et al., 2002, os marcadores de proliferacao celular
tém sido um assunto comum na evolu¢ao da imunoistoquimica. Esse método
tem se tornado a nova perspectiva para a compreensdo do crescimento
tumoral, com repercussdo no progndstico e na terapéutica dessas lesdes.

Steinbeck, em 2002, afirmou que a pesquisa do marcador do
potencial de malignidade busca identificar no ambito da lesédo precursora,
aguelas que verdadeiramente progredirdo para a malignidade, ja nas lesdes
neoplasicas analisa-se o potencial de malignidade, chances de recorréncia e

metastatizacao.

2.5.1. Ki-67- Antigeno de proliferacéo celular

A proliferacéo celular anormal aparece como fator precursor e pode
ser um preditor na origem de tumores malignos. Dentre os marcadores de
proliferacéo celular o Ki-67 € tido como dos mais promissores (Tumuluri et al.,
2002).

Teresa et al., 2007, sugeriram a imunoistoquimica combinada com
0os parametros morfométricos na analise do marcador Ki-67, apresentam-se

como um diferencial para determinar o comportamento proliferativo das células,
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tornando-o um bom marcador para velocidade de crescimento dos tumores
orais.

Maclusckey et al, em 1999, examinaram 47 espécimes, sendo 12
tecidos normais (controle), 17 displasias e 18 carcinomas de células
escamosas. A classificacdo foi feita através da analise dos espécimes em
coloracdo H.E. Os espécimes foram cortados com a espessura de 5um e
processados para a marcagdo com Ki-67. Para quantificar o padrdo de
proliferacéo foi calculada a porcentagem de células positivas para Ki-67 em dez
secOes distintas. A comparagcao dos trés grupos de tecidos feita por uma
andlise de variancia Unica mostrou um aumento significativo no indice de
proliferacdo em lesBes mais severas (p< 0.001). O indice de proliferacdo tanto
do carcinoma como das displasias foram significativamente maiores que 0s
indices dos tecidos normais (p< 0.001). Entretanto entre os grupos das
displasias e carcinomas nao houve diferencas estatisticamente significativas. O
indice de proliferacédo, neste trabalho, ndo esta associado com o consumo de
tabaco e alcool. A expressdo do Ki-67 facilita a deteccdo precoce das
alteracdes da mucosa oral, mas, ndo é um bom indicador para transformacdes
malignas.

Teresa et al, 2007, avaliaram a efetividade das medidas do AQNOR
e do Ki-67 para determinar as taxas de crescimento das lesdes orais. Foram
estudadas 83 bidpsias, sendo 20 hiperplasias fibrosas inflamatérias, 40
leucoplasias e 23 carcinomas de células escamosas. Dentro do grupo das
leucoplasias 22 biopsias foram diagnosticadas como nao-displasicas e 18
leucoplasias displasicas, apresentavam displasias discretas, moderadas ou

acentuadas. As imunomarcagbes do Ki-67 foram classificadas de forma
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crescente na seguinte ordem: hiperplasia fibrosa inflamatoria, leucoplasia com
displasia, leucoplasia sem displasia e carcinoma de células escamosas. Isto
indicando que o Ki-67 € um bom marcador para determinar a proliferacdo
celular. O Ki-67 e o AQNOR podem ser usados para determinar os niveis de
proliferacéao celular no cancer de boca.

Kovesi et al., 2002, observaram que a expressdo do Ki-67 esti

diretamente ligada a severidade das displasias nas leucoplasias.

2.5.2. Proteina p53

Trata-se de uma proteina codificada por um gene situado no
cromossomo 17, o qual leva o mesmo nome (gene p53), em consequéncia do
seu peso molecular de 53 kDa (quilo/Dalton). Sua principal funcédo esta
relacionada a preservacdo da integridade do codigo genético em cada célula.
Durante o ciclo de diviséo celular, a proteina p53 faz uma verificacdo quanto a
ocorréncia de mutacdo na sequéncia do cddigo genético em consequéncia de
um a duplicacdo defeituosa do DNA (Pinho et al., 2000).

A inativacdo funcional do gene p53 por mutacdo ou delecéo
representa anormalidades genéticas bastante frequentes encontradas em
displasias e neoplasias humanas. Essa inativacdo deixa tais células mais
susceptiveis a estimulos oncogénicos e a agressdes do meio ambiente. As
células geneticamente modificadas levardo, com o tempo, a selecdo de clones
malignos (Weinberg, 2000).

As mutagBes levam a producdo de proteinas de conformacgéo
alterada, o que permite que ela seja detectada mais facilmente pela técnica da

imunoistoquimica. O efeito regulador negativo da p53 sobre a proliferacdo
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celular parece ser inativado pelas mutacdes, o que confere vantagem
proliferativa as células neoplasicas. Existe uma forte correlacdo entre a
expressao do p53 e proliferacao celular (Cruz et al., 2000; Piattelli et al., 2002;
Tanaka et al.,2002). A marcacdo positiva de p53 nas leucoplasias esta
diretamente ligada a severidade das displasias e associada com a reducdo do
indice de sobrevida dos pacientes (Kovesi et al., 2002; Ogmundsdottrir et al.,
2009).

Objetivando estudar o0s eventos precoces no processo de
transformacao maligna, Regezi et al., 1995, pesquisaram a expressao da p53
em 19 lesBes de pacientes que tiveram como diagndstico diferencial displasia
epitelial ou carcinoma in situ que, durante sua histéria natural, persistiram,
recidivaram ou progrediram. Cerca da metade das atipias foram positivas,
independentemente da severidade das alteracGes histopatologicas. Destas,
trés (p53 positivas) evoluiram para o carcinoma invasivo e dos seis carcinomas
in situ quatro foram positivos. Assim 0s autores concluiram que as atipias sao
sinalizadoras precoces das transformacfes malignas.

Reis-Costa et al., 2004, analisaram a expressao da proteina p53 em
epitélio oral normal, displasico e hiperplasico. Foram analisados cinco
espécimes de epitélio normal, sete de epitélio hiperplasico e vinte de epitélio
displasico, os quais foram classificados em leves (sete casos), moderados (oito
casos), e acentuados (cinco casos). Dentre os resultados obtidos verificou-se
que em nenhum espécime normal ou hiperplasico houve imunorreatividade
p53. No entanto, cinco dos sete casos de displasias leves (72%), quatro das
oito displasias moderadas (50%) e todas as displasias graves (100%)

apresentaram positividade a p53. Estes resultados sugerem que a expressao
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da proteina p53 € um fenébmeno indicativo de alteracdes displasicas do epitélio
oral.

Garcia et al., 2005, avaliaram a expressao da p53 nas alteracbes
genéticas presentes nas etapas precoces do cancer de boca. Foram
selecionados 53 pacientes portadores de leucoplasia oral, atendidos no
Hospital Universitario de Salamanca, de 1990 até 2000. Apds exame
anatomopatoldgico das bidpsias, observou-se a presenca de 11 amostras de
epitélio normal, 15 displasias leves e moderadas, 15 carcinomas in situ e 12
carcinomas microinvasivos. Os espécimes foram submetidos a técnica da
imunoistoquimica Biotina/estreptovidina amplificada (BSA). Apdés analise em
microscopio oOptico a proliferacdo celular e expressdo de p53 ficaram mais
marcantes conforme avancava a severidade histopatologica das lesbes. As
alteracdes precoces apresentaram aumento significativo da proliferacdo celular,
principalmente no grupo das displasias leves e moderadas e
consequentemente aumento da expressao da p53. O estudo imunoistoquimico
e molecular das lesdes € um meio rotineiro que permite conhecer a expressao
protéica das alteracdes genéticas sendo a p53 um marcador indicado para
lesGes mais avancadas.

Lawall et al., 2006, selecionaram 24 espécimes de leucoplasias que
foram divididos em trés grupos: 8 leucoplasias grau | (leucoplasias pequenas
com discreta hiperceratose), 8 leucoplasias grau Il (placas brancas
apresentando hiperceratose), 8 leucoplasias grau Il (placas brancas e
verrucosas, com hiperceratoses e papilomatosis). Os tecidos foram subemtidos
a testes imunoistoquimicos. Para observar a expressao do p53 e PCNA, os

cortes foram analisados pelo método de quantificacdo digital Qwin Image
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System associados a um microscopio. A avaliacdo envolveu a quantificacédo
visual dos nucleos marcados e selecdo de area aleatoriamente com tamanho
aproximado de 19,5um. As leucoplasias apresentaram diferentes resultados na
expressdo do p53 e do PCNA. A marcagdo do p53 restringiu-se as camadas
basal e parabasal, enquanto o PCNA marcou praticamente todas as camadas
epiteliais. O padrédo de expressdo desses marcadores foi histologicamente e
estatisticamente semelhante entre as lesdes.

Caly et al., 2007, realizaram um estudo a fim de verificar o valor da
expressdo do p53 no carcinoma epidermdide de l4dbio. O estudo
imunoistoquimico foi realizado segundo a técnica de Streptavidina-Biotina-
Peroxidase. A expressdo da p53 foi positiva em 87,5% dos carcinomas
epidermoide de labio bem diferenciados, 60% nos carcinomas moderadamente
diferenciados e 91,67% nos pouco diferenciados. Nas margens da ressecc¢ao
cirrgica a marcacdo para p53 foi negativa em 94,23% e positiva em 5,77% dos
casos estudados; o que determina a associa¢cao entre o grau de diferenciacéo
e a expressdo do p53 (p=0,05). Os autores concluiram que a expressao da p53

foi positiva na lesdo primaria e negativa na margem de resseccao cirurgica.

2.6. Métodos Diagnosticos

Os exames histopatolégicos de rotina sdo altamente subjetivos, o
que dificulta a classificagdo das leucoplasias quanto aos seus graus de
displasia - discreta, moderada, acentuada. Abbey et al., 1995, pesquisaram as
divergéncias na diferenciacdo dos epitélios displasicos e néao-displasicos.
Observaram que 80.3% dos resultados assinalados pelos patologistas né&o

foram semelhantes quando comparados.
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A pesquisa do marcador de malignidade busca identificar no ambito
da lesdo precursora, aquelas que verdadeiramente progredirdo para a
malignidade. Desta forma, os resultados podem ser as vezes controversos, 0
gue motiva os estudos que buscam correlacionar as graduacfes convencionais
com o0s métodos mais sensiveis, como por exemplo, a técnica das
imunoistoquimica. O ponto importante desta técnica é a extrema especificidade
de determinado anticorpo para um antigeno em particular (Lumerman et al.,
1995; Alves et al., 1999; Moles et al., 2002; Steinbeck et al., 2002; Reis-Costa
et al., 2004). Segundo Mithani et al., 2007, os estudos moleculares servem
como base para predizer possiveis transformacdes malignas.

Embora as marcacbes imunoistoquimicas sejam bastante
especificas e evidenciem o comportamento biolégico das células, sua
qguantificacdo visual nem sempre é precisa, para tanto foram desenvolvidos
métodos andlises quantitativas e espectrofotométricas por imagem. Segundo
Teresa et al., 2007, a fim de aperfeicoar a avaliacao celular proliferativa, além
de outras vantagens como velocidade na analise, consisténcia nos resultados e

automacao (Moles et al., 2002; Teresa et al., 2007).

Franscisco et al., 2004, avaliaram o programa Image-Pro Plus 4.5
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) para a contagem automatica dos
ndcleos imunopostivos para PCNA. Foram utilizadas 154 imagens
microscopicas digitalizadas coloridas e obtidas de onze cortes histologicos de
liquen plano oral reticular, processados por imunoistoquimica para PCNA. Os
parametros de densidade média (nivel de cinza), densidade de vermelho, de

verde e de azul, area, eixo menor, taxa de perimetro e redondeza foram
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usados para a discriminacdo dos nucleos positivos, que no final do processo,
apresentavam estes nucleos delineados e contados. A definicdo dos limites de
corte para a densidade média e area foi realizada automaticamente em funcao,
respectivamente, da média de densidade e da média da area dos nucleos
imunopositivos presentes em cada imagem. Para controle foi realizado um
delineamento manual dos nucleos imunopositivos sobre as imagens
digitalizadas e sua contagem visual. A comparacdo entre o método
computadorizado e a contagem visual mostrou uma correlacéo estatisticamente
significativa (p< 0.001) e uma alta proporcao 89,8% de nucleos imunopositivos
contados coerentemente pelo programa de computador. Os principais
parametros associados com a alta correlacdo entre os resultados obtidos pela
analise computadorizada e do controle foram os limites de cortes para a
densidade média (nivel cinza) e area baseados no padrdo da imagem. Além
disso, a analise de imagem usando o Image-Pro Plus 4.5 com definicdo
automatica de limites de corte para a densidade média e area pode ser
considerada uma alternativa vélida para o método visual de nucleos

imunopositivos para PCNA.

2.7. Hiperplasia (consideracdes gerais)

Outro tipo de proliferacdo celular importante, com ocorréncia
frequente na boca é a hiperplasia. Esta é definida por Robbins et al., em 2005,
como sendo um aumento no numero de células de um 6rgdo ou tecido,
geralmente resultando em aumento de volume. A hiperplasia é causada pela
producéo de fatores locais de crescimento, aumento dos receptores dos fatores

de crescimento nas células envolvidas ou na ativacdo de determinadas vias de
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sinalizacdo intermolecular. Todas essas alteragcdes levam a producdo de
fatores de transcricdo que ativam muitos genes celulares, inclusive 0os genes
que codificam o crescimento, receptores para os fatores de crescimento e

reguladores do ciclo celular, resultando em proliferacéo celular.

A capacidade de proliferacdo hiperplasica tem limites e as células
apresentam estratificacdo epitelial regular e ndo tem sinais de atipias. As
células hiperplasicas ndo se multiplicam indefinidamente e, embora formem
uma populacdo nova crescendo no local estimulado, conservam o0s
mecanismos de controle da divisdo celular e diferenciacdo. Além disso, a
hiperplasia € um processo reversivel, no sentido de que, se a causa €
eliminada, a populacéo celular volta ao nivel normal. Essas propriedades sdo
fundamentais para diferenciar a hiperplasia de uma neoplasia (Brasileiro Filho,
2004; Warnakulasuriya et al., 2008) As hiperplasias fibrosas inflamatérias nao
apresentaram neste estudo espectrofotometria expressiva, indicando a

auséncia de malignidade da lesao.

A hiperplasia pode ser dividida em fisiolégica ou patologica. Os
principais tipos da primeira sado as hiperplasias compensadoras e as
secundarias a estimulacdo hormonal, como a que ocorre no Utero durante a
gravidez ou a da mama na puberdade ou durante a lactacdo. Exemplo classico
da hiperplasia compensadora € a que acontece no rim apos a nefrectomia ou
lesbes graves do outro rim. Os exemplos mais conhecidos de hiperplasia

patolégica sdo as secundarias a hiperestimulacdo hormonal. Quando existe
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hiperfuncéo da hipdfise, por exemplo, todas as glandulas-alvo dos horménios

produzidos em excesso entram em hiperplasia (Brasileiro Filho, 2004).



3. OBJETIVOS GERAIS

Observar a expressdo dos imunomarcadores Ki-67 e p53 em

leucoplasias orais.

3.1. Objetivos Especificos

1. Correlacionar a expressdo espectrofotométrica das leucoplasias

orais com a expressao dos imunomarcadores Ki-67 e p53.



4. MATERIAL E METODO

4.1. Selecdo da amostra

As amostras foram obtidas do arquivo do servico de Patologia da
Disciplina de Patologia Bucal do curso de Odontologia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Odontologia Professor Albino Coimbra,
sendo 11 amostras de cada grupo estudado (11 hiperplasia fibrosas
inflamatérias, 11 leucoplasias com displasia e 11 leucoplasias sem displasia).

Foi realizado o levantamento de dados referentes ao ndmero de
exames histopatologicos efetuados entre 2005 e 2010 e posteriormente,
selecionados os casos diagnosticados como leucoplasia com displasia, sem
displasia e hiperplasia fibrosa inflamatoria.

Todas as amostras de bidpsia eram do tipo incisionais, fixadas em
formol e incluidas em parafina. Os critérios avaliados para a inclusdo dos
blocos neste estudo foram: inclusdo adequada do material, qualidade e
quantidade do espécime no bloco de parafina, histopatologia especifica e

preservacao do material.

4.2. Preparo da Amostra

As amostras foram novamente revisadas na coloragdo H.E. Os
critérios avaliados para o grupo das leucoplasias foram: presenca ou auséncia
de displasia epitelial, obedecendo aos critérios da Organizacdo Mundial de
Saude (Pindborg, 1985). O grupo da hiperplasia fibrosa inflamatoria foi

selecionado aleatoriamente.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Técnicadaimunoistoquimica

A confeccdo das laminas se deu Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). As amostras
selecionadas foram submetidas a técnica imunoistoquimica para avaliar a
reacdo dos anticorpos Ki-67 e p53, utilizando o protocolo da Streptovidina
Biotina Peroxidase.

Os materiais processados e emblocados em parafina foram cortados
com 30Jm de espessura e depositados sobre laminas silanizadas. A reacao de
imunoistoquimica foi realizada segundo Santos et al.,, 1999, utlizando a
recuperacao antigénica por calor imido em tampéao citrato 20mM pH 6,0. Como
anticorpos primarios foram utilizados os monoclonais anti-p53 (Clone BP53.12 -
Invitrogen) e anti-Ki67 (Clone 7B11 — Invitrogen).

A revelacdo das laminas foi realizada com o substrato cromégeno
diaminobenzidina (Liquido DAB + substrate, Chromogen System,
DAKOCytomation-USA) preparado conforme as instrucfes do fabricante.

Apods a lavagem em agua corrente para a retirada do excesso de
cromogeno, as sec¢des foram contra coradas com hematoxilina de Harris por
20 segundos e lavadas, em seguida, com agua amoniacal e, a seguir com agua
corrente.

Finalmente, seguiu-se a desidratacédo das seccdes, em trés banhos

de alcool a 99%, e montagem das laminulas com Entellan (Merck).



26

4.4. Analise descritiva da imunoistoquimica

Apds as imunomarcacgles, estas amostras foram avaliadas por trés
examinadores calibrados, que usaram microscopia de luz com aumentos de
400 vezes.

As marcagbes imunoistoquimicas foram caracterizadas como
positivas ou negativas, sendo que a positividade dos anticorpos foi determinada
pela forte colorac@o acastanhada dos nucleos que neste trabalho foi avaliada
somente nas células epiteliais das lesdes.

Quando a imunomarcagdo encontrava-se positiva, analisou-se
também a localizacdo, se apenas na camada basal, nas camadas basal e
parabasal ou na regido suprabasal (esta correspondendo a positividade acima
da quarta camada epitelial) (Cruz et al., 1998). A anélise da localizacédo foi

realizada desta forma nas hiperplasias fibrosas inflamatorias e leucoplasias.

4.5. Leitura das laminas e obtencao de imagens

A leitura das laminas foi realizada por dois examinadores sendo a
observado apenas a conformacdo epitelial do espécime. Em cada corte
selecionou-se trés regides distintas acima da camada basal.

As imagens foram capturadas em fotomicroscopio Carl Zeiss
adaptado a microcamera Samsung conectada a um computador com placa de

captura de imagens e Software Image Lab verséo 2000.
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4.6. Andlise das imagens

A espectrofotometria foi realizada com o auxilio do programa Image
Pro-Plus 5.0, previamente calibrado para o tom de marrom especifico,
caracteristico das marcacdes estudadas (Fig.1l). Observou-se, somente no
epitélio das lesbes, a quantidade de nucleos compativeis com o espectro por

pixel (Fig. 2) selecionado nas amostras (Fig. 3).
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4.7. Analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados com obtencdo das medidas de
tendéncia central (média) e de dispersdo (desvio padrdo). Foi aplicado o teste
estatistico two-way ANOVA e teste complementar de Bonferroni para apontar a origem
das diferencas. O nivel de deciséo estabelecido foi de p<0,05. Em relacéo as variaveis
estudadas se aceita a hipdtese de nulidade com distribuicdo normal dos valores

(p>0,05).



5. RESULTADOS

Os resultados encontrados para a expressdo dos marcadores ki-67 e p53

nas hiperplasias fibrosas inflamatérias e leucoplasias encontram-se na Tabela 1.

Tabelal- Valores de expressdo dos marcadores ki-67 e p53.

Grupos ki-67 p53
Hiperplasia Fibrosa 65,08 + 23,94 55,19 + 33,93
Inflamatoéria
Leucoplasia sem 112,9 + 59,82 173,27 £ 52,96
Displasia
Leucoplasia com 239,25 + 160,91 533,93 + 422,95
Displasia

Estes resultados sdo apresentados sob forma grafica na Figura 1.

1000+
[ Hiperplasia “T-
[ Leucoplasia sem displasia
[ Leucoplasia com displasia
800-
O 6004
[72]
(7]
(]
1
o
O 400- -‘—
2004 ~ l -
0 | — | | .
ki-67 p53
Marcadores
Figura 1 - Gréfico ilustrando a expressdao do marcador ki-67 nas patologias

estudadas.
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A andlise estatistica (two-way ANOVA) aplicada aos resultados
encontrados revelou diferengas significantes entre as patologias estudadas (p<0,001),
bem como entre os marcadores utilizados (p=0,0049). O teste complementar de
Bonferroni apontou a origem destas diferencas, ndo sendo detectadas entre as
hiperplasias e as leucoplasias sem displasia (p>0,05). Entretanto, enquanto o
marcador ki-67 indicava diferencas nos niveis de expresséo apenas entre hiperplasia e

leucoplasia com displasia (p<0,05), o marcador p53 era capaz de diferenciar os dois

tipos de leucoplasia de forma distinta (p<0,001), sendo mais sensivel.

Figura 7. Leucoplasia marcada com p53 observada em microscépio de luz com
aumento de 400X.
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Figura 8. Leucoplasia marcada com Ki-67 observada em microscopio de luz com
aumento de 400X.



6. DISCUSSAO

Segundo Bandéczy e Csiba, 1976; Hogewind et al.,1989; Jaber et
al.,1999; Neville et al., 2004; Partridge et al., 2001,Holmstrup et al., 2007 a
presenca de displasia epitelial aumentam as chances de transformacgédo
maligna das leucoplasias, ndo excluindo as lesbes sem displasia desta
possibilidade. No presente estudo as leucoplasias (com displasia e sem
displasia) apresentaram diferencas bastante significativas quando comparadas
espectrofotometricamente com as hiperplasias fibrosas inflamatorias.
Entretanto houve também diferenca estatistica na analise entre as leucoplasias
com e sem displasias, embora menos significativas, concordando com o0s
autores acima descritos os quais ndo excluem as leucoplasias sem displasia da
possibilidade de malignizacdo, contudo as leucoplasias com displasia tiveram
mais destaque, apresentando maior saturacao imunoistoquimica.

As marcacoes localizadas na regido suprabasal foram destacadas
devido a importancia da identificacdo de positividade nesta area. A marcacao
nesta area nao € esperada normalmente e quando localizada, cogita-se a idéia
da presenca de alteracdes genéticas nas células (Cruz et al., 1998; Moles et
al., 2002). Outro ponto relevante da analise imunoistoquimica € a capacidade
de evidenciar o comportamento bioloégico das células. Quando as atipias
celulares atingem a camada basal, parabasal e células da camada espinhosa,
provavelmente estariam sinalizando proliferagcdes celulares descontroladas.
Acreditam que as marcacOes localizadas na regido suprabasal, ndo sé&o
esperadas normalmente e quando localizadas, cogita-se a idéia da presenca
de alteracBes genéticas nas células (Gomes et al.,, 2000 ; Cruz et al., 1998;

Moles et al., 2002).
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Embora a literatura seja extremamente vasta neste assunto,
inimeros autores mostram a necessidade de fatores de progndstico para
doencas potencialmente malignas. A progressao patoldgica detalhada da lesé&o
cancerizavel e a relacdo desta com 0s oncogenes e genes supressores de
tumor ainda precisam ser mais definidas (Bankfalvi e Piffkd, 2000; Loro et al.,
2003).

Waldron e Shafer, 1975; Macluskey et al., 1999, a progresséo para
carcinoma invasivo esta diretamente relacionada com a severidade das
alteracdes displasicas, mas a avaliacdo € altamente subjetiva. Corroborando
com esta idéia Abbey et al, 1995, pesquisaram as divergéncias na
diferenciacdo dos epitélios displasicos e nao-displasicos. Observaram que
80.3% dos resultados assinalados pelos patologistas ndo foram semelhantes
guando comparados.

Buscando maior especificidade Lumerman et al., 1995; Alves et al.,
1999; Moles et al.,, 2002; Steinbeck et al., 2002; Reis-Costa et al., 2004.
Segundo Mithani et al., 2007, mostraram que os estudos moleculares servem
como base para predizer possiveis transformacdes malignas, afim de identificar
no ambito da lesdo precursora, aquelas que verdadeiramente progredirdo para
a malignidade. Entretanto, apesar das marcac¢des imunoistoquimicas serem
bastante especificas e evidenciem o comportamento bioldgico das células, sua
quantificacdo visual nem sempre é precisa. No presente estudo observou-se
extrema agilidade na analise dos espécimes e especificidade. Nao foi
encontrado na literatura trabalhos comparando a atividade do Ki-67 e p53 em

leucoplasias, contudo este trabalho observou maior reatividade de p53,
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mostrando-se mais  sensibilidade quando  analisada visual e
epesctrofotmétricamente.

De acordo Franscisco et al.; Moles et al., 2002; Teresa et al., 2007 a
avaliacao proliferativa celular realizada pelo programa Image-Pro Plus, além de
outras vantagens como velocidade, consisténcia nos resultados e automacao
da anélise de imagem. Pode ser usando para definicdo automatica de limites
de cortes, para a densidade média e area pode ser considerada uma
alternativa valida para o meétodo visual de nucleos imunopositivos.
Evidenciando ainda mais as vantagens da automacéo visual da avaliacdo das
imagens, no presente estudo observou-se grande facilidade na leitura das
laminas e imparcialidade nos resultados visto que o programa estava

previamente calibrado para determinada funcéo.



7. CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, conclui-se que:

- As leucoplasias com displasia apresentam maior densidade espectrofotomética
nos dois marcadores estudados (p53 e Ki-67).

- As leucoplasias sem displasia e hiperplasia fibrosa inflamatérias nao
apresentam diferenca expressiva quanto a densidade espectrofotométrica em
nenhum doa marcadores estudados (p53 e Ki-67).

- O p53 mostrou-se mais sensivel diante das lesbes estudadas.
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9. ANEXOS

ANEXO A - Quantidade de nucleos marcados pela proteina Ki-67 nas Leucoplasias
com Displasia por pixel (Média)

Leucoplasia com Displasia Ki-67
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ANEXO B - Quantidade de nucleos marcados pela proteina Ki-67 nas Leucoplasias
sem Displasia por pixel (Média)

Leucoplasia sem Displasia Ki-67
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ANEXO C - Quantidade de nucleos marcados pela proteina Ki-67 Hipeplasias Fibrosas
Inflamatorias por pixel (Média)

Hiperplasia Fibrosas Inflamatérias Ki-67
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ANEXO D - Quantidade de nucleos marcados pela proteina p53 Leucoplasias com
Displasia por pixel (Média)

Leucoplasia com Displasia p53
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ANEXO E - Quantidade de nucleos marcados pela proteina p53 Leucoplasias sem
Displasia por pixel (Média)

Leucoplasia sem Displasia p53
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ANEXO F - Quantidade de nucleos marcados pela proteina p53 nas Hiperplasias
Fibrosas Inflamatérias por pixel (Média)

Hipesplasia Fibrosa Inflamatdéria p53
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Analise espectrofotométrica da expressao dos
imunomarcadores Ki-67 e p53 em Leucoplasias Orais.

RESUMO

Bueno EC. Analise espectrofotométrica da expressdo dos
imunomarcadores Ki-67 e p53 em Leucoplasias Orais. Campo

Grande, 2011. [Dissertacdo — Programa de Pés-Graduacdo em Salde e
Desenvolvimento na Regido do Centro-Oeste].

Este trabalho se propds a analisar espectrofotometricamente o comportamento
imunoistoquimico das leucoplasias perante aos anticorpos Ki-67 e p53. Foram
analisadas 11 especimes de leucoplasia, 11 leucoplasias sem displasia e os
resultados obtidos foram comparados aos do grupo controle, composto por 11
hiperplasias fibrosas inflamatorias. Os espécimes foram cortados com a espessura de
3um, depositados em laminas previamente silanizadas e submetidos a processamento
imunoistoquimico. As laminas foram analisadas em microscépio Optico por dois
examinadores e sem seguidas selecionados trés campos em cada lamina, excluindo a
camada basal, para a analise espectrofotométrica. Quando comparado o grupo das
leucoplasias com o das hiperplasias fibrosas inflamatérias, observou-se diferenca
estatisticamente significativa tanto na marcagdo de Ki-67 quanto p53. Houve
significAncia estatistica na comparacgéo das leucoplasias com displasias e hiperplasias
marcadas com p53 e Ki-67. Na comparacdo das leucoplasias sem displasia com as
leucoplasias com displasia houve significaAncia estatistica para os dois marcadores.
Conclui-se que as leucoplasias com displasia apresentam maior densidade
espectrofotomética, o p53 mostrou-se mais sensivel nas lesdes estudadas e diante
dos marcadores estudados as leucoplasias sem displasia nao apresentaram
densidade espectrofotométrica relevante.

Palavras-chaves: fatores de progndstico, imunoistoquimica, leucoplasia

1. INTRODUCAO

As leucoplasias sao as lesbes cancerizaveis mais comuns da cavidade oral. Tem
esta definicdo devido a sua capacidade de sofrer alteracBes celulares malignas e
desenvolver cancer bucal, pois podem apresentar tecido morfologicamente alterado. O

seu diagndstico é estritamente clinico e ndo depende de aparéncias definidas, mas
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sim da exclusdo de outras lesfes que se apresentam como placas brancas na boca
(Waldron e Shafer, 1975; INCA, 2005; Parise Jr, 2000).

Os fatores predisponentes responsabilizados com mais freqiiéncia sao: o alcool e
o tabaco. Ha predominancia em homens, acima de 40 anos, podendo desenvolver-se
em qualquer regido da mucosa bucal. Entretanto as lesGes presentes na lingua,
vermelhdo dos labios e assoalho da boca somam mais de 90% daquelas que indicam
displasia ou carcinoma in situ (Neville et al.,2004; Ide et al., 2008).

Histologicamente as leucoplasias podem apresentar epitélios displasicos ou nao-
displasicos. Alguns pesquisadores enfatizam que a presenca de displasia aumentam
as chances de tranformac¢des malignas, ndo excluindo as lesGes nao-displasicas
dessa possibilidade (Pindborg, 1980; Holmstrup et al., 2007).

No método convencional de avaliacdo histopatologica com coloracao
hematoxilina e eosina (H.E) a separacdo entre a displasia discreta, moderada,
displasia acentuada e carcinoma in situ é dificil o que reforca a necessidade de
métodos mais precisos para essas avaliacdes. A progressado para carcinoma invasivo
esta diretamente relacionada com a severidade das alteracdes displasicas, mas a
avaliacdo é altamente subjetiva (Waldron et al., 1975; Macluskey et al., 1999).

O estudo imunoistoquimico e molecular de lesGes cancerizaveis € um meio
rotineiro que permite conhecer a expressdo protéica das alteragbes genéticas, que
pode ajudar no diagnostico precoce e tratamento de patologias (Lumerman et al.,
1995; Alves et al., 1999; Gomes et al., 2000 ; Cruz et al., 1998; Moles et al., 2002;
Steinbeck et al., 2002; Reis-Costa et al., 2004; Garcia et al., 2005).

Embora as marcacBes imunoistoquimicas sejam bastante especificas e
evidenciem o comportamento biolégico das células, sua quantificagdo nem sempre é
precisa, para tanto foram desenvolvidos métodos quantificadores por imagem a fim de
aperfeicoar a avaliacdo celular proliferativa, além de outras vantagens como

velocidade na analise, consisténcia nos resultados e automagéao (Teresa et al., 2007).
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Avaliar o comportamento biolégico das leucoplasias a fim de evitar a
transformacdo maligna é um grande desafio para os profissionais da odontologia.
Diversos estudos foram desenvolvidos para avaliar os padrdes celulares das lesbes
cancerizaveis como por exemplo a imunoistoquimica. Entretanto, bem como na
histopatologia, os espécimes submetidos a avaliacdo visual podem apresentar
padrdes divergentes devido a avaliacdo distinta entre os examinadores. Portanto o
objetivo deste estudo foi observar a atividade espectrofotométrica das leucoplasias e

hiperplasias fibrosas inflamatérias imunomarcados com Ki-67 e p53.

2. MATERIAL E METODO

As amostras foram obtidas do arquivo do servico de Patologia da
Disciplina de Patologia Bucal do curso de Odontologia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Odontologia Professor Albino Coimbra,
sendo 11 amostras de cada grupo estudado (11 hiperplasia fibrosas
inflamatorias, 11 leucoplasias com displasia e 11 leucoplasias sem displasia).
Foi realizado o levantamento de dados referentes ao numero de exames
histopatolégicos efetuados entre 2005 e 2010 e posteriormente, selecionados
0os casos diagnosticados como leucoplasia com displasia, sem displasia e
hiperplasia fibrosa inflamatéria.

A confeccdo das laminas se deu Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). As amostras
selecionadas foram submetidas a técnica imunoistoquimica para avaliar a
reacdo dos anticorpos Ki-67 e p53, utilizando o protocolo da Streptovidina

Biotina Peroxidase.



54

A leitura das laminas foi realizada por dois examinadores sendo a
observado apenas a conformacdo epitelial do espécime. Em cada corte
selecionou-se trés regides distintas acima da camada basal.

As imagens foram capturadas em fotomicroscépio Carl Zeiss adaptado a
microcamera Samsung conectada a um computador com placa de captura de
imagens e Software Image Lab versdo 2000.

A espectrofotometria foi realizada com o auxilio do programa Image Pro-
Plus 5.0, previamente calibrado para o tom de marrom especifico,
caracteristico das marcacdes estudadas (Fig.1). Observou-se, somente no
epitélio das lesdes, a quantidade de ndcleos compativeis com o espectro por

pixel (Fig. 2) selecionado nas amostras (Fig. 3).

[ Afimage; s .
File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help

QO HSRMEnl EALL BESH

File Edit View Measure Image
 Intensity Range Selection
All Classes Selected

Delete
& Manuat Select Colors ... —I I
" Automatic Bright Objects Options...

" Automatic Dark Objects

V' Measure Objects Total Count:
V' Apply Fiter Ranges In Range: 0
I™ Accumulate Count

Figura 1. Calibragem do programa (sele¢éo de cor).



55

jpg (1/1)

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help

BE B

sHEeCSEBR 200 wAa s i HSRMEXnl ALY

Histogram Based  Color Cube Based |

<] New| oo [

Options

Sensiviy: 4 =

¥ Expand selection by a degree of '1_ olor indexes.

Drop colors represented by fewer than I1—E pixels.
3

282X =1

IA] Classes v] Create Preview Image

Il:lass Color on Transparent _VJ

e | s ok | [Gome |

Figura 2. Selecdo do espectro de marrom.

File Edit Acquire Enhance Process Measure Macro Window Help

SHEeCSER2 00 ca (a0 =M al tEALSBES A

AOL

" DSC08531mod,jpg (L/1)

File Edit View Measure Image

Intensity Flange Selection

Al Classes Selected .
Delete

 Manual: Select Colors.

& Autornatic Bright Dbjects Options.

€ Butomatic Dark Objects

¥ Measure Objects Tatal Cont
¥ Apply Fiter Ranges In Range:

™ Accumulate Count

Figura 3. Espectrofotometria no Programa Image Pro Plus 5.0.



56

statistica

Os dados foram tabulados e analisados com obtencdo das medidas de
tendéncia central (média) e de dispersao (desvio padrédo). Para a observacdo quanto a
distribuicdo dos valores foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Foi testada a hipétese de
nulidade, com distribuicdo normal dos valores e a hipétese alternativa com distribuicéo
ndo normal. O nivel de deciséo estabelecido foi de p<0,05. Em relagdo as variaveis
estudadas se aceita a hip6tese de nulidade com distribuicdo normal dos valores
(p>0,05)

Foi utilizada a analise de variancia ANOVA com pos-teste de Tukey para a
comparacao intragrupo das variaveis: Hiperplasia (1), Leucoplasia com displasia (2) e
Leucoplasia sem displasia (3).

Para a comparacao entre os grupos p53 e Ki-67 foi utilizado o teste t de Student

para amostras ndo pareadas.

3. RESULTADOS

Os resultados encontrados para a expressdo dos marcadores ki-67 e p53 nas

hiperplasias fibrosas inflamatorias e leucoplasias encontram-se na Tabela 1.

Tabelal- Valores de expressdo dos marcadores ki-67 e p53.

Grupos ki-67 p53
hiperplasia 65,08 + 23,94 55,19 + 33,93
leucoplasia sem displasia 112,9 + 59,82 173,27 £ 52,96
leucoplasia com displasia 239,25 + 160,91 533,93 + 422,95

Estes resultados sdo apresentados sob forma grafica na Figura 1.
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Figura 1 - Gréfico ilustrando a expressdo do marcador ki-67 nas patologias
estudadas.

A anadlise estatistica (two-way ANOVA) aplicada aos resultados encontrados
revelou diferencas significantes entre as patologias estudadas (p<0,001), bem como
entre os marcadores utilizados (p=0,0049). O teste complementar de Bonferroni
apontou a origem destas diferencas, ndo sendo detectadas entre as hiperplasias e as
leucoplasias sem displasia (p>0,05). Entretanto, enquanto o marcador ki-67 indicava
diferencas nos niveis de expressdo apenas entre hiperplasia e leucoplasia com
displasia (p<0,05), o marcador p53 era capaz de diferenciar os dois tipos de

leucoplasia de forma distinta (p<0,001), sendo mais sensivel.
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Figura 7. Leucoplasia marcada com p53 observada em microscopio de luz com
aumento de 400X.

Figura 8. Leucoplasia marcada com Ki-67 observada em microscépio de luz com
aumento de 400X.



4. DISCUSSAO

Segundo Bandéczy e Csiba, 1976; Hogewind et al.,1989; Jaber et
al.,1999; Neuville et al., 2004; Partridge et al., 2001; Holmstrup et al., 2007 a
presenca de displasia epitelial aumentam as chances de transformacédo
maligna das leucoplasias, ndo excluindo as lesbes sem displasia desta
possibilidade. No presente estudo as leucoplasias (com displasia e sem
displasia) apresentaram diferencas bastante significativas quando comparadas
espectrofotometricamente com as hiperplasias fibrosas inflamatérias.
Entretanto houve também diferenca estatistica na analise entre as leucoplasias
com e sem displasias, embora menos significativas, concordando com o0s
autores acima descritos 0s quais ndo excluem as leucoplasias sem displasia da
possibilidade de malignizacdo, contudo as leucoplasias com displasia tiveram
mais destaque, apresentando maior saturacdo imunoistoquimica.

As marcacdes localizadas na regido suprabasal foram destacadas devido a
importancia da identificacdo de positividade nesta area. A marcagdo nesta area néo é
esperada normalmente e quando localizada, cogita-se a idéia da presenca de
alteracdes genéticas nas células (Cruz et al., 1998; Moles et al., 2002). Outro ponto
relevante da analise imunoistoquimica é a capacidade de evidenciar o comportamento
biol6gico das células. Quando as atipias celulares atingem a camada basal, parabasal
e células da camada espinhosa, provavelmente estariam sinalizando proliferacdes
celulares descontroladas. Acreditam que as marcagcfes localizadas na regido
suprabasal, ndo sdo esperadas normalmente e quando localizadas, cogita-se a idéia
da presenca de alteracdes genéticas nas células (Gomes et al., 2000 ; Cruz et al.,

1998; Moles et al., 2002).
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Embora a literatura seja extremamente vasta neste assunto, indmeros
autores mostram a necessidade de fatores de progndstico para doencas
potencialmente malignas. A progressdo patologica detalhada da lesdo
cancerizavel e a relacdo desta com 0s oncogenes e genes supressores de
tumor ainda precisam ser mais definidas (Bankfalvi e Piffkd, 2000; Loro et al.,
2003).

Waldron e Shafer, 1975; Macluskey et al., 1999, a progressao para carcinoma
invasivo estéd diretamente relacionada com a severidade das alteracdes displasicas,
mas a avaliagdo é altamente subjetiva. Corroborando com esta idéia Abbey et al.,
1995, pesquisaram as divergéncias na diferenciacdo dos epitélios displasicos e néo-
displasicos. Observaram que 80.3% dos resultados assinalados pelos patologistas ndo
foram semelhantes quando comparados.

Buscando maior especificidade Lumerman et al.,, 1995; Alves et al., 1999;
Moles et al., 2002; Steinbeck et al., 2002; Reis-Costa et al., 2004. Segundo Mithani et
al., 2007, mostraram que os estudos moleculares servem como base para predizer
possiveis transformagfes malignas, afim de identificar no ambito da lesdo precursora,
aguelas que verdadeiramente progredirdo para a malignidade. Entretanto, apesar das
marcagbes imunoistoquimicas serem bastante especificas e evidenciem o
comportamento biolégico das células, sua quantificacdo visual nem sempre € precisa.
No presente estudo observou-se extrema agilidade na andalise dos espécimes e
especificidade. N&o foi encontrado na literatura trabalhos comparando a atividade do
Ki-67 e p53 em leucoplasias, contudo este trabalho observou maior reatividade de
p53, mostrando-se mais densa quando analisada visual e epesctrofotmétricamente.

De acordo Franscisco et al.; Moles et al., 2002; Teresa et al., 2007 a avaliacdo
proliferativa celular realizada pelo programa Image-Pro Plus, além de outras
vantagens como velocidade, consisténcia nos resultados e automagédo da analise de

imagem. Pode ser usando para definicho automatica de limites de cortes, para a



61

densidade média e &rea pode ser considerada uma alternativa vélida para o método
visual de nucleos imunopositivos. Evidenciando ainda mais as vantagens da
automacdo visual da avaliacdo das imagens, no presente estudo observou-se grande
facilidade na leitura das laminas e imparcialidade nos resultados visto que o programa

estava previamente calibrado para determinada funcéo.

7. CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, conclui-se que:
- As leucoplasias com displasia apresentam maior densidade espectrofotomética
nos dois marcadores estudados (p53 e Ki-67).
- As leucoplasias sem displasia e hiperplasia fibrosa inflamatérias né&o
apresentam diferenca expressiva quanto a densidade espectrofotométrica em
nenhum doa marcadores estudados (p53 e Ki-67).

- O p53 mostrou-se mais sensivel diante das lesGes estudadas.
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