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Melo MO. Analise da expressao de imuno-histoquimica da proteina 14-3-3 em
desordens potencialmente malignas orais [Trabalho de Conclusao de Curso —
Graduacgao em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2023.

RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 95% de todas as neoplasias
malignas que acometem a cavidade oral e muitas vezes estes tumores sao precedidos
por alteragdes clinicas que apresentam um evidente potencial de transformacéao
maligna, as quais sdo chamadas de desordens potencialmente malignas orais
(DPMOs). Dentre estas podemos citas a leucoplasia oral (LO) e leucoplasia verrucosa
proliferativa (LVP), as quais apresentam caracteristicas clinicas e patolégicas que se
sobrepdéem. A LVP apresenta um comportamento clinico persistente e progressivo
para malignidade, com taxas de transformacg&o maligna maiores que as observadas
na LO. Além disto, foi descrito que a LVP particularmente nas fases iniciais da doenca,
pode revelar achados histopatolégicos semelhantes ao liquen plano oral, outra DPMO
com taxa de transformagao maligna inferior, comprometendo o diagndstico precoce
da LVP. Adicionalmente, o grau histologico de displasia € insuficiente para prever a
transformacdo maligna nos casos de lesbes leucoplasicas de pacientes com
diagnostico clinico-patologico de LO e LVP. Um estudo preliminar realizado por nosso
grupo de pesquisa, identificou por meio de analise protedmica, uma expressao
diferenciada da proteina 14-3-3 em amostras de LO e LVP. As proteinas da familia
14-3-3 se ligam e regulam as proteinas vinculadas aos processos cancerigenos, tais
eles, capacidade de esquivar da vigilancia do sistema imunolégico, aquisicdo de um
potencial de proliferagdo descontrolada, capacidade de repelir estimulos que induzem
apoptose e aumento de capacidades invasivas e metastaticas, e sua associacido a
proteinas cancerigenas modula a localizagdo, estabilidade, interagdo com outras
proteinas e sua atividade celular. Embora a participacdo das proteinas 14-3-3 em
neoplasias da cavidade oral ndo seja bem esclarecida, é possivel perceber que esta
familia de proteinas participa de varios processos cancerigenos relevantes. Neste
contexto, este estudo tem como objetivo principal avaliar por meio de imuno-
histoquimica a expressao da proteina 14-3-3 em amostras de LO e LVP, em diferentes
fases clinico-patologicas destas DPMOs. Assim, os resultados deste estudo mostram
que proteina 14-3-3, que havia sido identificado no estudo protedmico como
diferencialmente expresso nos grupos LVP comparado com controle e LO, n&o
revelou diferencga estatistica na analise de validagao imuno-histoquimica entre LVP e
LO. Entretanto, esses dados suportam nossa hipétese de que essas proteinas estdo
envolvidas no processo de transformagéo maligna de DPMOs, particularmente na
LVP.

Palavras — chave: Leucoplasia oral. Neoplasias. Imuno-histoquimica.



Melo MO. Analysis of immunohistochemical expression of 14-3-3 protein in oral
potentially malignant disorders [Trabalho de Conclusdo de Curso — Graduagéo em
Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) represents more than 95% of all malignant
neoplasms that affect the oral cavity and these tumors are often preceded by clinical
alterations that have an evident potential for malignant transformation, which are called
oral potentially malignant disorders (OPMDs). Among these we can mention oral
leukoplakia (OL) and proliferative verrucous leukoplakia (PVL), which have clinical and
pathological characteristics that overlap. PVL presents a persistent and progressive
clinical behavior towards malignancy, with rates of malignant transformation higher
than those observed in OL. In addition, it has been described that PVL, particularly in
the early stages of the disease, can reveal histopathological findings similar to oral
lichen planus, another OPMD with a lower rate of malignant transformation,
compromising the early diagnosis of PVL. Additionally, the histological degree of
dysplasia is insufficient to predict malignant transformation in cases of leukoplasic
lesions in patients with a clinicopathological diagnosis of OL and PVL. A preliminary
study carried out by our research group identified, through proteomic analysis, a
differentiated expression of the 14-3-3 protein in OL and PVL samples. Proteins of the
14-3-3 family bind and regulate proteins linked to carcinogenic processes, such as the
ability to evade the surveillance of the imune system, the acquisition of na uncontrolled
proliferation potential, the ability to repel stimuli that induce apoptosis and na increase
in invasive and metastatic capabilities, and its association with cancer proteins
modulates localization, stability, interaction with Other proteins and their cellular
activity. Although the participation of 14-3-3 proteins in oral cavity neoplasms is not
well understood, it is possible to perceive that this family of proteins participates in
several relevant carcinogenic processes. In this context, the main objective of this
study is to evaluate, by means of immunohistochemistry, the expression of the 14-3-3
protein in OL and PVL samples, in different clinicopathological phases of these
OPMDs. Thus, the results of this study show that 14-3-3 protein, which had been
identified in the proteomic study as differentially expressed in the PVL groups
compared to the control and OL, did not reveal statistical difference in the
immunohistochemical validation analysis between PVL and OL. However, these data
support our hypothesis that these proteins are involved in the processo of malignant
transformation of OPMDs, particularly PVL.

Keywords: Leukoplakia, oral. Neoplasms. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

Desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sao entidades clinicas que
apresentam maior potencial de transformagcdo maligna em relacdo ao tecido
clinicamente normal. As principais lesdes que fazem parte deste grupo s&o leucoplasia
oral (LO), leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), eritroleucoplasia, liquen plano oral
(LPO), estomatite nicotinica, queilite actinica, entre outras'3. Deve-se destacar que
as diferentes DPMOs possuem taxa de transformagao maligna e perfil epidemiolégico
distintos. A LO, por exemplo, possui uma incidéncia de 3,4% e taxa de transformacéo
maligna de 0,2 a 17,5%3% A LO é mais comumente encontrada em homens
caucasianos acima de 40 anos, e sua prevaléncia aumenta com o avanco da idade, e
quando associada a fatores de risco como o tabaco e o &lcool’. Apesar de
apresentarem caracteristicas clinicas semelhantes, as LOs possuem um grau de
heterogeneidade microscépica. E possivel identificar 5 aspectos histopatolégicos que
variam de hiperplasia epitelial com presenca ou nao de displasia (podendo ser leve,
moderada e severa) até um carcinoma in situ®. Atualmente estes achados
microscopicos sao utilizados para predizer o risco de transformagdo maligna deste
grupo de lesdes. No entanto, ndo ha métodos objetivos ainda disponiveis para tipificar
lesdes displasicas e permitir resultados consistentes e reprodutiveis, uma vez que
nem todas as lesdes orais com displasia progridem para uma neoplasia maligna’.
Outra DPMO, descrita pela OMS como a de maior risco para progressao para o CEC
€ a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). Definida pela primeira vez por Hansen e
colaboradores® (1985), que descreveram a LVP como uma desordem agressiva de
etiologia desconhecida e tendéncia a se tornar multifocal ao longo do tempo. ALVP é
caracterizada por placas brancas difusas e multiplas, com prevaléncia quatro vezes
maior no género feminino, sendo frequentemente diagnosticada a partir da sexta
década de vida em individuos usualmente ndo fumantes. Apresenta alta taxa de
recorréncia e um indice de transformacgao maligna que varia de 70 até 100% dos casos
apos acompanhamento a longo prazo®. Além disto, o diagndstico da LVP ndo pode
ser baseado somente nos achados microscopicos que mimetizam outras lesdes, como
a LO, LPO e lesoes liqguendides orais (LLO)%10

Neste contexto, estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, revelou
que um grupo pequeno de amostras de lesbes leucoplasicas oriundas de pacientes
com diagnéstico clinico patologico de LO (n=5) e LVP (n=5) apresentam perfis



protebmicos completamente distintos. Revelando que amostras de LVP apresentam
uma maior quantidade de proteinas sendo expressas em niveis mais elevados em
relacdo a LO; sendo estas proteinas relacionadas com diversos sistemas que
favorecem a tumorigénese, incluindo a ativagao de vias do ciclo celular, apoptose,
migragéo, reparo de DNA, sistema imunologico e outros. No entanto, resultados
encontrados neste estudo protedmico necessitam ser validados com maior numero de
amostras de DPMOs. Uma das proteinas que revelou niveis elevados nas amostras
de LVP em relagédo a LO e despertou o interesse do nosso grupo de pesquisa foi a
proteina 14-3-3, uma familia de proteinas celulares altamente conservadas que
realizam um papel chave na regulagio de vias fisiologicas centrais’. O nome 14-3-3
deriva de designacdées numéricas usadas nos padrdes de fracionamento originais das
proteinas. A habilidade das proteinas 14-3-3 de se aderir e regular varios produtos de
genes oncogénicos, assim como produtos de genes supressores de tumor indicam
um papel importante no cancer''. Em humanos existem sete proteinas 14-3-3
classificadas como B, v, €, n, {, 0 e que formam uma familia'?, as quais podem ser
identificadas em grande parte das células animais e s&o codificados por genes
distintos'3. Os sinais nucleares e citoplasmaticos sdo controlados pelas proteinas 14-
3-3, as quais também regulam o ciclo celular por meio de interagcbes com proteinas
relacionadas ao ciclo celular e da modulagdo de sua atividade ou localizag&o celular's.

As proteinas da familia 14-3-3 se ligam e regulam as proteinas vinculadas aos
processos cancerigenos, tais eles, capacidade de esquivar da vigilancia do sistema
imunoldgico, aquisigao de um potencial de proliferagdo descontrolada, capacidade de
repelir estimulos que induzem apoptose e aumento de capacidades invasivas e
metastaticas'!, e sua associagdo a proteinas cancerigenas modula a localizagéo,
estabilidade, interacdo com outras proteinas e sua atividade celular’®. E possivel
perceber que as proteinas 14-3-3 participam de varios processos cancerigenos
relevantes. A regulagdo negativa da subunidade o de 14-3-3, também conhecida
como estratifina, foi relatada em células de cabeca e pescogo'.

Entdo, surgiu um interesse do nosso grupo em avaliar a expressao imuno-
histoquimica das proteinas 14-3-3 em DPMOs, especificamente na LO e LVP, de
modo a buscar compreender os diferentes potenciais de transformagdo maligna que
existem entre essas duas DPMOs que compartiham aspectos clinicos e
microscopicos, possibilitando entender mais profundamente o aspecto molecular

existente entre elas.
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2 PROPOSICAO

Esse estudo teve como objetivo avaliar por meio de imuno-histoquimica a
expressao do 14-3-3 em lesdes displasicas de LO, lesbes displasicas de LVP,
carcinomas espinocelulares orais derivados de pacientes com diagndstico prévio de

leucoplasia verrucosa proliferativa e controles.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A revisao de literatura sera dividida conforme os assuntos que nela seréo
abordados, sendo eles: Desordens potencialmente malignas orais, Leucoplasia oral,
Leucoplasia verrucosa proliferativa, Displasias epiteliais, Proteinas 14-3-3.

3.1 Desordens potencialmente malignas orais

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) podem anteceder o
diagndstico de carcinoma espinocelular oral'®, sdo um grupo de lesdes que
apresentam um maior potencial de transformacdo maligna do que o tecido
clinicamente normal’. As DPMOs compete a um grupo de lesbes que possuem um
risco aumentado de desenvolver cancer na cavidade oral e no labio'®.

O conceito “pré-cancer” era empregado para descrever as lesdes e condigdes
clinicas que podem ter potencial de transformagao maligna’®. Foi proposto uma
mudanga em 2005 por Warnakulasuriya et al.'® para que esse conceito de “pré-cancer”
fosse substituido para disturbios potencialmente malignos'®. Condigdes e lesdes
foram definidas como “disturbios” devido ao fato de que essas manifestagdes
geralmente existem em razao a exposi¢ao a agentes cancerigenos ambientais, na sua
maioria no trato aerodigestivo superior, e que a pessoa em um todo pode ter
alteracdes que induz o risco de desenvolvimento de cancer. E o termo “potencialmente
maligno” pressupde que nem todo paciente diagnosticado com alguma desses
disturbios evoluirdo para uma malignidade oral’®.

Pacientes que recebem o diagndstico de alguma das DPMOs podem ter uma
alta chance de desenvolver algum cancer em alguma parte da cavidade oral em algum
momento da sua vida. Muitas das DPMOs nao desenvolvem para um cancer, mas a
sua presenca oferece um tipo de anormalidade no qual o carcinoma se manifesta, e
n&o necessariamente ocorre no mesmo local em que ha presenca de DPMOs'®.

As DPMOs possuem uma grande quantidade de caracteristicas clinicas como
variabilidade de cor (vermelho, branco, uma mistura de ambas cores), alteragdes de
fisionomia (placa, lisa, verrucosa, granulosa) e pode ser de qualquer extens&o'®.

As DPMOs mais comuns no Brasil sdo leucoplasia, leucoplasia verrucosa
proliferativa, eritroplasia, queilite actinica, liquen plano oral.

A leucoplasia oral € definida como “uma placa branca de risco questionavel que

exclui outras doencgas ou disturbios conhecidos que nao apresentam risco aumentado
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de cancer’?'®. A leucoplasia pode acometer qualquer regido de cavidade oral, sendo
dividida clinicamente em tipo homogéneo e ndo homogéneo?. Fumo e consumo de
alcool sao fatores de risco para leucoplasia, sendo esta 6 vezes mais evidente em
fumantes do que nao fumantes?.

A leucoplasia verrucosa proliferativa € uma forma distinta da leucoplasia,
apresenta-se como multiplas leucoplasias simultaneas, e apresenta maior risco de
transformagao maligna se comparada com as outras DPMOs'®. Uma grande parcela
dos pacientes diagnosticados com leucoplasia verrucosa proliferativa desenvolvem
carcinomas na cavidade oral, principalmente carcinoma espino celular, estima-se
cerca de 49,5% dos pacientes™®.

A eritroplasia € definida como “uma mancha vermelha que nado pode ser
caracterizada clinica ou patologicamente como qualquer outra doenga definivel”>,
Seu aspecto clinico pode ser plano ou desnivelado com superficie lisa ou granulosa?.
Ocorre na sua maior parte em adultos na meia-idade ou idosos, sem predile¢cao por
género, seus fatores etioldgicos significativos sdo consumo de alcool e fumo?.
Qualquer regido da cavidade oral pode ser atingida, geralmente é encontrada em um
unico sitio, isso ajuda a diferenciar de outras lesdes como candidiase eritematosa,
liquen plano erosivo, lUpus eritematoso?®'>. No exame histologico pode-se mostrar
com algum grau de displasia ou entdo carcinoma invasivo ou carcinoma in situ?.

A queilite actinica é causada por longas exposi¢oes a luz solar e radiagéo UV,
acomete principalmente vermelhao do labio inferior, geralmente acomete pessoas de
meia-idade e trabalhadores que ficam a maior parte expostos ao sol'®.

O liquen plano oral é caracterizado como “doenga com manchas reticulares
brancas bilaterais afetando mucosa bucal, lingua, gengiva”'®, geralmente bilateral.
Suas manifestagdes clinicas incluem liquen plano reticular, que caracteriza por placas
brancas difusas com aspecto rendilhado, e liquen plano erosivo, que é a forma mais

grave e pode apresentar areas de atrofias e presenca de ulceragbes'.

3.2 Leucoplasia oral

A leucoplasia oral é uma lesdo pré-maligna descrita como uma “les&o branca
predominante da mucosa oral que nédo pode ser definida como qualquer outra lesédo
conhecida™. A taxa de transformagdo maligna ndo é igual para todos os tipos de
leucoplasia, pois dependem de caracteristicas como aparecimento de grau de

displasia, tipo e local da lesdo, esses fatores sdo os mais atualmente utilizados para
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prever o risco de transformagao maligna*'”. N&o possui alteragdo tecidual especifica,
seu diagndstico se da por aspectos clinicos e exclusdo de outras condigbes que
também se apresentam como placa branca porém ndo apresentam risco de
transformagcdo maligna, como queimadura por aspirina, candidiase
pseudomembranosa, lUpus eritematoso, leucoplasia pilosa, estomatite nicotinica,
leucoedema?°.

A epidemiologia da leucoplasia oral é frequentemente mais encontrada em
homens com mais de 40 anos, e sua prevaléncia aumenta com o decorrer da idade®.
Seus principais fatores etioldgicos incluem uso de tabaco, consumo de alcool,
radiacao UV, esses fatores podem estar correlacionados ou ndo. A leucoplasia é 6
vezes mais frequente em fumantes do que em nao fumantes. E o alcool independe do
tipo de bebida consumida ou padrao de consumo?.

Pode ser localizada em qualquer sitio da cavidade oral, sendo a lingua, o local
mais relatado na literatura, seguido por assoalho da boca, gengiva, labio, palato, e
dorso da lingua'®. As leucoplasias orais encontradas em lingua, palato mole e labio
sdo consideras lesdes de alto risco de malignidade, enquanto as outras areas podem
ser consideradas de baixo risco®. E de acordo com a literatura, a maioria das lesdes
de leucoplasia oral que tiveram transformag&o maligna foram maiores que 2cm de
extensdo'®.

Seus aspectos clinicos sao divididos em leucoplasia homogénea e leucoplasia
nao homogénea. A leucoplasia homogénea (figura 1) é definida como plana branca,
fina, uniforme, de mesma coloragdo e espessura em toda sua extensdo?, o risco de
transformacdo maligna € relativamente baixo em comparagdo com as leucoplasias
nao homogéneas’®. A leucoplasia ndo homogénea possui como caracteristica placa
branca ou avermelhada, com aspecto nodular, verrucoso, placas mais espessas, pode

estar relacionada com placas brancas planas e delgadas?.
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Figura 1. Imagem clinica representativa de pacientes com LO.

Leucoplasia oral em dois pacientes fumantes com placa branca homogénea, nao raspavel,
localizadas em gengiva inserida (A) e ventre e lingua (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Até hoje nao existem fatores patognémicos que ajudam a prever com precisao
quais LOs podem sofrer transformagdo maligna'”. Porém ha alguns fatores que
podem contribuir com essa possibilidade de malignizagao, como: sexo do paciente,
mulheres tendem a desenvolver mais a forma maligna da doencga; LO localizadas em
sitios de alto risco como lingua, labio, palato mole; presenga da forma ndo homogénea
da leucoplasia oral; LO com displasias moderadas e graves tem maior chances de
desenvolver para um carcinoma do que LO sem displasia ou com displasia leve®.

No caso de leucoplasias com grau de displasia moderada e grave, o tratamento
cirargico € uma opgéao recomendada, que pode ser por meio de cirurgia convencional,
criocirurgia, eletrocauterizagdo®. E no caso de displasias leve, é necessario avaliar
localizagdo, tamanho, se paciente é fumante ou ndo®. Existem também tratamentos
ndo cirdrgicos para LO, como terapia fotodinAmica®. E muito importante o
acompanhamento dos pacientes diagnosticados com leucoplasia oral, pois podem

evoluir para malignidade em algum momento de suas vidas.

3.3 Leucoplasia verrucosa proliferativa

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) é descrita como “uma doenga de
origem desconhecida e caracterizada por uma forte tendéncia a desenvolver areas de
carcinoma”®. Como possui algumas caracteristicas semelhantes a leucoplasia oral ou
outras DPMOs, a leucoplasia verrucosa proliferativa geralmente € diagnosticada

tardiamente e se baseia na observagdo de sua progressao clinica'®. Além disso, para
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o diagnodstico da LVP é feita por suspeita clinica e importante comunicagao entre
clinico e patologista®.

Até os dias de hoje, a etiologia da leucoplasia verrucosa proliferativa
permanece incerta, e os fatores biolégicos acerca dessa DPMO também nao sao
conclusivos®. Ademais, ao contrario da leucoplasia oral que tem como fatores de risco
alcool e tabaco, nenhum fator de risco foi associado ao desenvolvimento da
leucoplasia verrucosa proliferativa’®. Entretanto, algumas caracteristicas foram
associadas que possibilitam um certo diagndstico precoce da LVP, ocorre na sua
maior parte em mulheres do que em homens, pacientes mais velhos (mais que 60
anos), sem fatores de risco associados, e podem acometer toda a cavidade oral, mas
encontrada com maior frequéncia em mucosa bucal, lingua e gengiva'®.

O exame histopatoldgico ndo pode ser usado para definir o diagndstico final de
LVP isoladamente, a observacéo dos aspectos clinicos € importante para identificacéo
dessa DPMO?®. Ha algumas caracteristicas que podem servir de alerta para uma
possivel existéncia de LVP, como presenca de inflamacao liquendide densa,
configuragdo verrucosa exofiticas, hiperortoceratose ondulada®. Por exemplo,
presencga de uma leucoplasia plana, multifocal, no rebordo alveolar ou na gengiva de
uma mulher idosa sem presenga de fatores de risco, pode gerar suspeita de
leucoplasia verrucosa proliferativa®.

Segundo Ann M et al.’® (2014) ha 4 manifestagdes histopatologicas da LVP,
“hiperplasia plana localizada e hiperqueratose, expansao multifocal/geografica com ou
sem displasia, desenvolvimento de hiperplasia verrucosa, progressao para carcinoma
espinocelular’’®, na figura 2 mostra imagens clinicas de leucoplasia verrucosa

proliferativa.
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Figura 2. Imagem clinica representativa de paciente com LVP.

Paciente do sexo feminino com diagnédstico de LVP apresentando multiplas placas brancas
de aspecto homogéneo, nao raspavel, localizadas em mucosa jugal bilateral (A e B) e soalho
bucal (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Ha outros disturbios orais que podem ter caracteristicas semelhantes a LVP, e
devem ser consideradas como diagndstico diferencial, como a leucoplasia oral,
principalmente a ndo homogénea possui placas brancas multifocais, irregulares, mas
sua etiologia inclui homens adultos, e possui fatores de risco como alcool e tabaco;
hiperplasia verrucosa, a qual também possui predominancia em mulheres idosas, o
manuseio de ambos é semelhante; liquen plano oral, placa branca bilateral, simétrica
presente na mucosa bucal, e pode se apresentar de forma reticular ou eritematosa;
leucoplasia pilosa oral, que acomete principalmente borda lateral de lingua, mas pode
se espalhar por toda cavidade oral, porém esta ligada ao virus Epstein-Barr°,

Segundo a literatura, os pacientes que apresentam LVP, geralmente possuem
multiplas lesbes, e frequentemente, multiplas malignidades, com isso, muitas vezes
esses pacientes sdo submetidos a varias intervengdes, como excisao a laser, excisao
cirargica, medicamentos, terapias fotodinamicas, muitas biépsias, acompanhamento

clinico rigoroso™®. N&o é facil decidir qual melhor sitio da cavidade oral para realizar
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bidopsia em casos de LVP, a gengiva e mucosa bucal apresentam maior incidéncia
dessa DPMO, sendo que a gengiva possui maior numeros de casos que sofrem
transformacao maligna™®.

Neste momento, ainda ndo ha um tratamento especifico para leucoplasia
verrucosa proliferativa, a doenca € melhor contida quando ainda ndo ha transformacao
maligna, com terapias fotodindmicas ou ablagdo com laser de COz2, tratamentos
cirdrgicos conservadores nao se obteve um sucesso'®. No momento, a melhor forma
€ acompanhamento clinico do paciente, de forma a detectar precocemente o cancer,
e realizar a excisao cirurgica do local.

Entretanto, de acordo com a literatura, pouco se relata sobre o avanco da LVP,
ha auséncia de critérios diagndsticos, curto periodo de acompanhamento, pouca
informacao sobre o acompanhamento, ou sobre a taxa de abandono dos pacientes,
dificultando assim encontrar uma concordéncia sobre os aspectos que envolvem a
leucoplasia verrucosa proliferativa, como etiologia, fatores de risco, fatores

bioldgicos™®.

3.4 Displasias epiteliais

E o termo usado para descrever alteragdes histopatoldgicas do epitélio da
cavidade oral que indicam risco de transformagao maligna, o qual indica o crescimento
anormal®®. No entanto, a displasia n&o indica alteragbes necessariamente
neoplasicas, mas sim um indicador de neoplasia, visto que a displasia apresenta
alteracdes moleculares diferentes do carcinoma, pode permanecer sem progressao
por décadas, e resolvida com tratamento conservador ou de forma espontanea?®.

As DPMOs sao descritas como potencialmente malignas, pois a displasia pode
ou nao estar presente no histopatoldgico, e quando presente indica um risco de
transformagao maligna, os quais podem ou no se tornar carcinoma?.

A displasia epitelial foi conceituada em 2003 pela OMS como “hiperplasia, leve,
moderada, grave ou carcinoma in situ de acordo com a presenca e gravidade da atipia
celular e com caracteristicas arquitetbnicas baseadas na espessura das camadas
displasicas em comparagdo com o epitélio total”’. Porém em 2017, as categorias
foram reduzidas de cinco para trés, sendo leve, moderada e grave, eliminando a
hiperplasia, e sintetizando displasia grave com carcinoma in situ®°.

Ha algumas caracteristicas que envolvem a displasia epitelial, sendo elas, a

proliferagdo alterada, que é o aumento da atividade mitdtica; perda da organizagao
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epitelial, resultando em estratificagcao irregular, desorganizagdo de células basais;
maturacao alterada, ocasionando queratinizacdo unicelular; atipia celular, causando
anormalidade no tamanho e forma das células?°.

Na displasia leve da mucosa oral ha células basais que geram células com
citoplasma eosinofilico sem atipias, ha presenga de resposta imune liquendide. Na
displasia moderada é possivel observar atipia citologica leve, acantose, resposta
imune liquendide, perda de polaridade das células basais, aumento da relagao nucleo-
citoplasma, pleomorfismo nuclear. Na displasia grave observa-se queratinizagéo
unicelular, perda de unido das células nas camadas inferiores com atipia celular?°.

As caracteristicas de displasia em leucoplasia verrucosa proliferativa séo
diferentes, em seu estagio inicial ndo apresenta citologia atipica, podendo se
desenvolver em estagios avancados de LVP. Além disso, ha presencga de inflamacéao
liqguendide, o que pode resultar em um falso diagnédstico de liquen plano®°. Por isso
para o diagndstico de LVP é muito importante a relagao clinico-patologico.

Para uma correta avaliagéo de grau de displasia € importante a realizagao de
uma boa bidpsia, com uma boa descrigéo clinica da lesdo?°.

Os graus de displasia ndo devem ser usados para determinar o tipo de
tratamento, deve ser avaliado o contexto em que o paciente se encontra, quais habitos
esse paciente possui, idade, sexo, aparéncia clinica da lesdo. Um grau moderado ou
grave pode indicar a presenga de um possivel carcinoma, sendo importante a
realizacdo de acompanhamento?. Além disso, a auséncia de displasia n&o exclui a
presenga de malignidade daquela lesdo, o diagndstico clinico de DPMO indica a

presenca de algum risco, mesmo que minimo?°.

3.5 Proteinas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 sdo importantes componentes na biologia do cancer, pois
regulam processos celulares, como apoptose, sinalizagao mitogénica, progressao do
ciclo celular'. Elas também agem como moléculas reguladoras, regulando a resposta
das células devido a prejuizos ao DNA'3, Ha 7 genes da proteina 14-3-3 presentes no
organismo humano, sendo as [ (beta), y (gama), € (épsilon), n (eta), o (teta),
(sigma), e C (zeta). E duas delas, a proteina 14-3-30 e 14-3-3C foram encontradas na
etiologia do céancer. A maior parte desses genes s&o encontrados em todo o

organismo, com excegdo da o que é encontrada no epitélio?.
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Essas proteinas da familia 14-3-3 formam estruturas hetero ou homodiméricas,
e se ligam as enzimas fosfoserina ou treonina, presentes na proteina alvo, também
podem se ligar independente de fosforilagdo. Essa ligagao com a proteina alvo pode
provocar aumento da sua atividade, facilitar a fosforilagao por quinases, modificar a
capacidade das atividades enzimaticas'®. Estudos mostram que 14-3-3 também
desempenha papel importante da proliferacdo celular, etapa em que mais ocorre o
desenvolvimento de cancer, contribuem com essa fase através de ligagdo e
modulacéo da atividade proteica’®. Uma via importante na proliferagéo celular ¢ a Ras-
Raf-MAPK, que contem as enzimas Raf, essa via é responsavel pela transducéo de
sinais promotores de crescimento, e a atividade anormal dessa via pode estar
relacionada a presenga de malignidade’3.

Acredita-se que a proteina 14-3-30 age como supressor de cancer, inibindo o
curso do ciclo celular, fazendo com ocorra diferenciagdo celular. E além disso, a
regulacdo negativa do 14-3-3c0 foi encontrada em varios tumores, como céncer de
mama, cancer de pulm&o?'. Entretanto, sua superexpresséo também foi relatada em
tumores de pancreas e prostata, e quando presente pode ser uma forma de alerta
para malignidade, e também pode agir de forma a resistir a drogas que causam dano
ao DNA em alguns tumores?'. E foi observado que a perda dessa proteina em tumores
de mama esta relacionado com aumento da tumorigénese e capacidade metastatica’s.

A proteina 14-3-3C tem sido estudada como potencial oncogénico, devido sua
interacao com proteinas alvo presente na iniciagao do tumor. Sua superexpressao foi
encontrada em alguns tumores, como céncer de mama, de pulmao, carcinoma de
cabeca e pescogo e escamosos orais, e sdo relacionados com chance de recorréncia
desses tumores, além de baixa sobrevida do paciente?'.

O nivel celular dessas proteinas 14-3-3 presentes no organismo humano
podem ajudar a diagnosticar e prever o prognostico do carcinoma ou doenga, e
também para antecipar a resposta dos pacientes aos tratamentos'3.
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4 MATERIAL E METODO

Este estudo foi submetido e aprovado pelo CEP/FOAr — Comité de Etica e
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara da UNESP (CAAE:
34361814.9.0000.5416), presente no anexo A.

4.1 Amostras teciduais

Este estudo avaliou 127 amostras parafinadas. Destas, 31 amostras foram
oriundas do arquivo de amostras do Servico de Medicina Bucal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, 73 foram da Universidade de Helsinki (Finlandia) e 23
amostras foram da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha). As amostras
incluidas neste estudo sao referentes a pacientes com diagndstico clinico-patoldgico
de LO e LVP que revelaram lesdes displasicas e também amostras de carcinoma
espinocelular ou verrucoso derivados de pacientes prévio de LVP, além de amostras
de hiperplasia fibrosa inflamatéria (controle). Todos os pacientes incluidos neste
estudo apresentaram tempo minimo de 5 anos de acompanhamento e foram
diagnosticados com base nos achados clinico-patolégicos propostos pela
classificacao de 2017 da OMS para tumores de cabeca e pescogo’.

As informagdes clinicas, demograficas, de tratamento, recidiva e transformacao
maligna foram coletados dos prontuarios médicos. Uma vez incluidos nos estudos, os
blocos de parafina foram submetidos a dois novos cortes com 5um de espessura, 0s
quais foram corados com hematoxilina-eosin (H&E), e posteriormente analisados para
descrigao morfologica e confirmagao do diagnostico. O grau de displasia epitelial e/ou
graduacao histoldgica do tumor foi determinado com base nos critérios propostos pela
OMS'. Foi feito segundo os critérios de Kujan e colaboradores’ (2006), a andlise do
risco de transformagdo maligna nas amostras de lesdo displasica, os quais foram
recomendados em uma ultima reunido patrocinada pela OMS, sugerindo classificar as
DPMOs em dois tipos: (i) baixo risco (nenhuma alteragdo/questionavel/displasia leve)

e (ii) alto risco (displasia moderada e severa)'®.

4.2 Avaliagcao da expressao imuno-histoquimica da proteina 14-3-3
As reagbes de imuno-histoquimica (IHQ) foram realizadas em cortes
histolégicos de 3 uym de espessura, os quais foram colocados sobre laminas

devidamente revestidas com organo-silano e submetidos a técnica IHQ pelo método
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da estreptavidina-biotina-peroxidase (Universal LSABTM+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat,
K0690, Dako). Inicialmente os cortes foram desparafinizados em estufa a 70° durante
2 horas e apoés este periodo foram realizadas duas trocas de xilitol por 10 minutos
cada uma. Em seguida, as amostras foram hidratadas em solugbes com
concentragdes decrescentes de etanol (90%, 70% e 50%) e depois lavadas com agua
destilada por dois minutos. O procedimento para a recuperagao antigénica foi
realizado em solugao aquosa de 10mM acido citrico pH 6,0 em panela de presséao
elétrica por 15 minutos apés o inicio da pressao. Seguindo o resfriamento do material,
a inativagédo da peroxidase endogena foi realizada com a incubagdo com peroxido de
hidrogénio 0,1% por 5 minutos. Apds a lavagem em solug¢do salina tamponada com
fosfato (PBS) pH 7,4, os cortes foram entao incubados com os diferentes anticorpos
primarios devidamente diluidos, em camara umida por 18h a 4°C. O anticorpo primario
que foi utilizado neste estudo e sua respectiva diluicdo esta descrito em detalhes no
quadro 1. Apds a incubagcdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados em
PBS e o anticorpo secundario conjugado a peroxidase foi adicionado (Strept AB
Complex/HRP Duet, Dako, EUA) e incubacgao foi feita durante 30 minutos a 37°C,
seguida de lavagem com PBS. Em seguida, foi realizada a exposi¢cdo ao sistema
amplificagao (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, EUA) por 30 minutos a 37°. A
revelagdo foi realizada em solugdo contendo 120 mg de 3,3 diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB, SigmaAldrich, EUA) diluido em 200 ml de PBS, 2 ml de
peréxido de hidrogénio (10 volumes) e 2 ml de dimetilsulféxido (DMSO) a 37°C durante
3 minutos. A contra coloragéo foi realizada com hematoxilina de Carrazi durante 5
minutos, seguida de lavagens em agua corrente por 8 minutos. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em trés trocas rapidas de alcoois absolutos, passadas
em xilol diafanizacédo e de montagem. A montagem das laminas foi realizada com

Entellan Merck e com laminulas devidamente limpas.

Quadro 1 - Anticorpos primarios para os experimentos de imuno-histoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Diluica
o
14-3-3 (YWHAS) Policlona Sigma 1:100
I (A4377)

Fonte: Elaboracgao propria.
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ApoOs a reagao de imuno-histoquimica, as laminas histolégicas de cada caso
foram escaneadas utilizando objetiva 20x através do digitalizador histologico
ScanScope CS (Aperio Solutions ePathology, CA, EUA), obtendo-se imagens digitais
de alta resolugao dos cortes histolégicos. A intensidade de marcagéao intra-epitelial foi
avaliada por meio do algoritmo “positive pixel Count V9”. Este método de pontuagéo
levou em consideragao a intensidade de pixels e porcentagem de células marcadas.
O calculo da intensidade de marcagcao foi determinada segundo orientagdes
fornecidas em estudo prévio realizado por Bufalino et al.??2 em 2015. As quantificagdes
foram realizadas cegamente pela autora e posteriormente os resultados obtidos foram
correlacionados com os respectivos diagnodsticos e achados clinico-patolégicos e
demograficos. Os dados foram tabulados e a distribuicdo normal ou ndo-normal foi
determinada por testes de normalidade e pela analise descritiva de Skewness and
Kurtosis para posterior aplicacdo de testes estatisticos adequados. Quando
apropriado, alguns resultados foram avaliados também de forma descritiva/qualitativa.
O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95% (p=0.05) utilizado o software

estatistico SPSS versao 19.
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5 RESULTADO

Os resultados das reagdes de imuno-histoquimica para 14-3-3 foram obtidos a
partir de 127 amostras parafinadas, sendo 31 amostras de LO, 86 amostras de LVP,

e 10 amostras de HFI (controle).

5.1 Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes

O perfil epidemiolégico dos pacientes incluidos neste estudo revelou que a
maior parte dos individuos de leucoplasia oral pertence ao sexo feminino (n=19;
61,3%), ndo fumantes (n=18; 58,1%) e ndo consumidor de alcool (n=27; 87,1%). Além
disso, a maior parte dos individuos de LO apresentaram lesio unica na cavidade oral,
sendo a lingua o local com maior numero de casos (n=16; 51,6%). E destes pacientes,
apenas 3 sofreram transformacao maligna (n=3; 9,7%). Analisando as caracteristicas
clinico-patolégicas dos pacientes com leucoplasia verrucosa proliferativa, observamos
que sua maioria € composta por pacientes do sexo feminino (n=61; 70,9%), n&o
fumantes (n=67; 77,9%) e ndo consumidores de alcool (n=82; 95,3%). A maior parte
dos pacientes apresentaram lesdes multiplas na cavidade oral, rebordo alveolar
(n=19; 22,1%), lingua (n=17; 19,8%) e mucosa gengival (n=15; 17,4%) foram os sitios
que mais obtiveram lesdes. Destas amostras, a maior parte sofreu transformacao
maligna (n=50; 58,1%). Na tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas dos grupos LO

e LVP incluidos na analise de imuno-histoquimica.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos individuos do grupo LO e LVP
selecionados para a analise de imuno-histoquimica

A LO (n=31) LVP (n=86)
Parametros n (%) n (%)
Sexo
Masculino 12 (38,7) 25 (29,1)
Feminino 19 (61,3) 61 (70,9)
Tabaco
Nao 18 (58,1) 67 (77,9)
Sim 13 (41,9) 19 (22,1)
Alcool
Nao 27 (87,1) 82 (95,3)
Sim 4 (12,9) 4(4,7)
Sitios orais
Mucosa jugal 5(16,1) 9 (10,%5)
Margem gengival 0 (0,0) 15(17,4)
Assoalho bucal 1(3,2) 7(8,1)
Rebordo alveolar 0 (0,0) 19 (22,1)
Labio 1(3,2) 3(3,5)
Mucosa bucal 1(3,2) 10 (11,6)
Retrocomissura 3(9,7) 3 (3,5)
Lingua 16 (51,6) 17 (19,8)
Palato 4 (12,9) 3 (3,5)
Transformagao maligna
Nao 28 (90,3) 36 (41,9)
Sim 3(9,7) 50 (58,1)
Recidiva
Néo 26 (83,9) 9(10,5)
Sim 5(16,1) 77 (89,5)

Fonte: Elaboracgao proépria.

5.2 Expressao de 14-3-3em LO e LVP

Em nosso estudo os grupos LO, LVP e HFI foram considerados uma variavel
independente e a expressédo de YWHAQ (14-3-3) foi considerada uma variavel
dependente. Assim, isso caracterizou uma ANOVA unidirecional. Pela analise de
assimetria e curtose, os dados apresentam distribuicdo normal e heterocedasticidade
segundo o Teste de Igualdade de Matrizes de Covaridncia de Box e o Teste de
Igualdade de Variancias de Levene (ambos p<0,001). O 14-3-3 foi mais expresso em
LO em comparagédo com HFI (p=0,033) e mais expresso em LVP em comparagao com
HFIl (p=0,000), enquanto a expressdo entre LVP e LO n&o houve diferenga

estatisticamente significativa entre as duas condi¢cdes. Na figura 3, temos a imagem
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representativa de coloragdo por hematoxilina-eosina, € marcagao histoquimica para
14-3-3. Na figura 4, temos a imagem representativa do padrao de marcagao de imuno-
histoquimica para amostras do nosso grupo de pesquisa. Na figura 5, mostra a

diferenca estatistica entre as amostras de LO e LVP.

Figura 3 — Imagens representativas da coloragado por H&E e marcagao de
histoquimica para 14-3-3

 HFI L0 VP

Fragmentos de tecidos corados com H&E e respectivos padrées de marcagao de histoquimica
para 14-3-3 em amostras de hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI), leucoplasia oral (LO) e
leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 4 — Imagem representativa do padrao de imuno-histoquimica
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Baixa marcagao Média marcagao Alta marcagao
Média IM= 27,16 Média IM= 56,84 Média IM= 163,24

Imagem representativa do padrdo de imuno-histoquimica, sendo baixa marcagdo amostra de
HFI, média marcacdo amostra de LO e alta marcagcdao amostra de LVP (azul- negativo;
amarelo- baixa intensidade; laranja- intensidade moderada; vermelho- alta intensidade).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 5 — Densidade de 14-3-3 encontrado em amostras de LO, LVP e HFI
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Imagem representativa da expressao de 14-3-3 em LO, LVP e HFI, sendo sua maior
expressao em LVP em comparagao com LO e HFI, e HFI possui a menor expresséao. *p=0,033,
***p=0,000.

Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado
por meio de analise protedmica que amostras teciduais oriundas de paciente com
diagnostico clinico-patolégico de LVP apresentaram uma maior quantidade de
proteinas super expressas em relagao as amostras de LO e controles (dados nao
publicados). Além disto, neste mesmo estudo foi demonstrado que existe uma
diferenca significativa entre LVP e LO ao comparar as vias estabelecidas com as
proteinas descobertas, envolvendo principalmente vias do sistema imunoldgico que
estdo relacionadas com o processo de imunovigilancia®*?. Estes achados podem
explicar porque a LVP apresenta alto risco de transformagao maligna em comparagéao
com LO?3,

Com base neste achado prévios do nosso grupo de pesquisa, os membros da
familia de proteinas YWHA foram destacados na analise contextual, refletindo o fato
de que a atividade e a fungao das proteinas que compde a matriz de amostras de LVP
estdo intimamente ligadas as suas interagdes Além disso, a rede projetada através do
STRING mostrou um agrupamento das mesmas proteinas, que foram implicadas na
regulacdo de varios processos de sinalizagao intracelular, incluindo ciclo celular,
proliferagao celular, migracao celular, ponto de verificagdo de dano ao DNA, apoptose,
autofagia, modulacédo da expressao génica e regulagao de oncoproteinas e proteinas
supressoras de tumor, nestes ultimos, ao se ligarem as proteinas YWHA, podem
modular sua atividade, localizag&o celular, estabilidade e interagdes''-'3. Ademais, a
superexpressao de proteinas YWHA esta fortemente associada ao desenvolvimento,
baixas taxas de sobrevivéncia e piores resultados de tratamento em tumores de
cérebro, pulmao, mama, figado e bexiga'326-29,

Nesse estudo um membro da familia 14-3-3 de proteinas, codificada pelo gene
YWHAQ, também conhecida como proteina 14-3-3 tau (em humanos) ou 14-3-3 theta
(em ratos), que havia sido identificado no estudo protedmico como diferencialmente
expresso nos grupos LVP comparado com controle e LO, ndo revelou diferenga
estatistica na analise de validacdo imuno-histoquimica entre LVP e LO. Entretanto,
esses dados suportam nossa hipétese de que essas proteinas estdo envolvidas no
processo de transformacdo maligna de ambas DPMOs. A impossibilidade de
estabelecer diferenga estatistica entre as lesbes de DPMOs pode ser devido ao fato
de que a presencga dessa proteina, assim como da familia YWHA, crie caminhos
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compartilhados para ambas as lesdes, e sua maior presenca facilita o processo de
transformagao maligna.

De acordo com a literatura, a analise imuno-histoquimica da familia da proteina
14-3-3 revelou que houve um aumento das isoformas teta, épsilon, zeta em
meningiomas. E as isoformas sigma, eta, zeta, obtiveram uma diminuigdo
significativamente estatistica de RNAm em tecidos de tumores ao serem comparados
aos tecidos sem tumores. Além disso, as isoformas épsilon e zeta mostraram uma alta
expressao tanto em tecidos sem tumores, quanto em tecidos com tumores3°.

A isoforma sigma do 14-3-3 apresentou uma queda significativa de sua
expressédo, a qual também ja foi relatada em tumor de mama, entdo se supde que a
baixa expressdao dessa isoforma pode estar relacionada ao aparecimento de
tumores®. E quando ha comparacgéo de tecidos com amostras tumorais € 0 mesmo
tecido sem tumor, ha um aumento da sensibilidade de detecgao da expresséo génica,
com alteragéo da expressdo de todas as isoformas?C,

A comparagao de amostras de tumores em estagio inicial e tardio, mostrou que
a isoforma sigma do 14-3-3 teve uma diminuigao significativa em estagios tardios em
comparagao aos iniciais, sugerindo que sua depressao esta relacionada ao avango
do cancer no organismo humano. Entretanto, as isoformas gama e épsilon obtiveram
um aumento de expressao em comparagao do estagio avangado com o estagio inicial
do tumors°,

Para explicar essa diminuicdo da expressdo do 14-3-3 sigma, estudos
anteriores mostraram que o silenciamento da transcrigdo de gene através da
hipermetilagdo do promotor € um mecanismo que causa desequilibrio da expressao
do 14-3-3 sigma em muitos tumores, como de bexiga, prostata, tecidos hepaticos®. E
também em cancer de mama, sendo um biomarcador importante para esse tumor.

Em outros estudos, € possivel observar que a maioria das isoformas do 14-3-3
sdo encontradas elevadas em varios tipos de tumores, com excegao da isoforma
sigma e teta. A isoforma zeta tem elevada expressdo em varios tipos de canceres,
como de ovario, mama, pulmao, prostata, e sua presenca tem sido relacionada com o
prognostico ruim e resisténcia desses tumores3'.

Entdo é possivel observar que a familia do 14-3-3 foi encontrada em varios
tipos de tumores, com a hipétese de que essas proteinas tenham um papel importante
na manutencado do fendtipo normal, mas se houver alteragdo nesses genes, pode

promover tumorigénese°.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, as evidéncias deste estudo sugerem que as proteinas da familia
YWHA, incluindo a proteina 14-3-3 podem estar envolvidas no processo de
malignidade de LVP e LO. No geral, mais pesquisas sdo necessarias para entender
melhor seu papel desta familia de proteinas no processo de transformag¢ao maligna
da LVP para fornecer novos alvos para o desenvolvimento de ferramentas de
diagndstico, bem como tratamentos para melhorar o progndstico de pacientes com
LVP.
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